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RESUMO

SALES, P. A. B. TOXICIDADE REPRODUTIVA E SISTEMICA DO EXTRATO DE
VAGENS DE Samanea tubulosa (benth.) EM RATAS. 2011.52f. Dissertacdo (Mestrado
em Ciéncia Animal) — Programa de Pds Graduagdo em Ciéncia Animal, Universidade Federal
do Piaui, Teresina, 2011.

Samanea tubulosa, conhecida popularmente como Bordao-de-Velho, tem sido amplamente
utilizada na alimentagé&o animal, sendo o seu fruto muito consumido pelo gado bovino devido
a sua palatabilidade. Seus ramos sdo forrageiras, com alto teor de proteina bruta, sendo
também utilizadas no tratamento de infecgdes cutaneas, inflamacGes gastricas e infestacdes
parasitarias. Estudos constataram também atividade hemolitica pronunciada, porém existem
poucas informacdes quanto a toxicidade da S. tubulosa. Esse trabalho teve por objetivo avaliar
possiveis efeitos do extrato hidroalcoolico de S. tubulosa sobre a reproducéo de ratas Wistar,
avaliando os seguintes parametros: toxicidade gestacional, atividade estrogénica e
antiestrogénica, efeitos sobre o ciclo estral e toxicidade sisttémica. Protocolo | (toxicidade
gestacional): Ratas Wistar prenhes foram tratadas com dose de 75mg. 100g™ peso corporal
(pc) de extrato de S. tubulosa por via gastrica, enquanto o grupo controle (n=8) recebeu
1mL.100g™ pc de solucdo salina pela mesma via, por 19 dias. Procedeu-se a eutanasia dos
animais ao 20° dia e as seguintes variaveis foram analisadas: peso corporal fetal, peso dos
fetos e placentas, quantidade de corpos luteos, pontos de reabsorcées, fetos vivos e mortos, e
nimero de implantagbes embrionédrias. O Protocolo Il (atividade estrogénica e
antiestrogénica): Grupol(salina + dleo de milho), Grupo 2 (salina + estradiol, n=8), Grupo 3
(extrato + dleo, n=8) e Grupo 4 (extrato + estradiol, n=8). Protocolo Ill (ciclo estral e
toxicidade sistémica): foram utilizadas 16 ratas Wistar, sendo oito em cada grupo. As ratas
foram examinadas diariamente, entre 8:00 e 9:00 h, por 30 dias quanto a fase do ciclo estral
posteriormente sendo eutanaziadas para a avaliacdo sistémica. O extrato hidroalcodlico de S.
tubulosa, na dose estudada, apresentou toxicidade fetal causando malformacges, perdas
embrionarias pds implante e diminuicdo pronunciada do peso da prole ao nascer. Houve o
aumento da fosfatase alcalina com possivel origem do tecido désseo. Nao houve diferenca
estatistica significativa no numero de corpos luteos e de implantacBes. Também nao foi
constatada atividade estrogénica, mas foram observados indicios de toxicidade sobre o Utero.

Palavras-chave: Borddo de velho, aborto, Gtero, estrdgeno, ciclo estral, gestacdo



ABSTRACT

SALES, P. A. B. REPRODUCTIVE AND SYSTEMIC TOXICITY OF THE SAMANEA
TUBULOSA (BENTH.) EXTRACT IN RATS. 2011.54f. Dissertagdo (Mestrado em
Ciéncia Animal) — Programa de Pds Graduacdo em Ciéncia Animal, Universidade Federal do
Piaui, Teresina, 2011.

Samanea tubulosa, a plant popularly known as Bordao-de-Velho, has been widely used in
animal feed being its fruits eated by cattle due to its palatability. Its branches are forage with
high crude protein content, also being used to treat skin infections, gastric inflammations and
parasitic infestations and according to some studies, S. tubulosa presents also pronounced
hemolytic activity, however there is little information about the toxicity from S. tubulosa.
This work aimed to evaluate possible effects of the extract of Samanea tubulosa on
reproduction of Wistar rats, evaluating the following parameters: gestational toxicity,
estrogenic and antiestrogenic activity, effects on the estrous cycle and systemic toxicity.
Protocol | (gestational toxicity): Pregnant Wistar rats were treated with dose at 75mg.100g™
body weight (bw) of Samanea tubulosa extract, intragastrically, whereas the control group
received 1ml.100g™* bw of saline by the same route for 19 days. Proceeded to the euthanasia
of animals at day 20 and the following variables were analyzed: fetal body weight, weight of
fetuses and placentas, number of corpora lutea, resorption points, live and dead fetuses and
number of embrionic implantations. Protocol Il (estrogenic and antiestrogenic activity):
Group 1 (saline + corn oil, n=8), Group 2 (saline + estradiol, n=8), Group 3 (extract + oil,
n=8) and Group 4 (extract + estradiol, n=8). Protocol Il (estrous cycle and systemic toxicity):
Were used 16 female Wistar rats, eight in each group. The rats were examined daily between
8:00 and 9:00 h for 30 days about the stage of the estrous cycle, then they was euthanized to
systemic evaluation. The hydro alcoholic extract of Samanea tubulosa in the dose studied,
showed fetal toxicity causing malformations, embryonic loss after implantation and
pronounced decrease in birth weight of offspring. There was an increase in alkaline
phosphatase with a possible origin of the bone tissue. There was no statistically significant
difference in the number of corpora lutea and number of deployments. Also was not found
estrogenic activity, but signs of toxicity were observed on the uterus.

Keywords: Abortion, fetal toxicity, uterus, estrogen, estrous cycle, pregnancy.
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1 INTRODUCAO

A busca por alivio e cura de doencas pela ingestdo de ervas e folhas talvez tenha sido
uma das primeiras formas de utilizacdo dos produtos naturais (VIEGAS; BOLSANI e
BARREIRO, 2006).
No Brasil, a utilizagdo de plantas como meio curativo é altamente difundida e popular.
De acordo com Gesler (1992), produtos fitoterapicos sdo usados muitas vezes erroneamente
por serem considerados seguros pelo fato de serem ‘“naturais”. NO entanto, esses produtos
contém principios bioativos com potencial para causar efeitos deletérios (BENT e KO, 2004).
Estima-se que aproximadamente 5 a 15% de um total de 250.000 espécies de plantas
superiores tenham sido sistematicamente investigadas para a presenca de compostos bioativos
(CRAGG; NEWMAN, 1999), o0 que demonstra a importancia de ser dada continuidade a esses
estudos (ALEXANDROVA et al., 2000).

Pesquisas realizadas por fabricantes de produtos fitoterapicos mostraram que 55%
desses produtos sdo vendidos ilegalmente e sem qualquer tipo de receita, onde prometem

tratar, prevenir e curar diversas doencas (MORRIS, 2003).

Sabemos que diversas plantas utilizadas na alimentagcdo animal ainda precisam de
estudos mais aprofundados, pois varias destas tém sido incriminadas por manifestaces
sintomatologicas indesejadas nos animais gque as consomem, como retencdo placentéria,
abortos, dentre outros problemas, sejam eles de ordem reprodutiva ou ndo, podendo levar o

animal ao oObito.

Muitas plantas, no Estado do Piaui, sdo utilizadas popularmente com indicacGes
especificas para altera¢fes do ciclo menstrual, como contraceptivo e abortivo. Tais indicacdes
nos levam a suspeitar de atividade estrogénica ou embriotdxica dessas plantas. Sabendo-se
que muitas delas sd@o consumidas pelos animais domésticos e outras sdo utilizadas para
tratamento de suas enfermidades, faz-se necesséario a utilizagdo de protocolos especificos para

verificar tais efeitos.

Esta pesquisa foi realizada com objetivo de avaliar os possiveis efeitos do extrato
hidroalcodlico de Samanea tubulosa sobre a reproducdo de ratas Wistar, a partir da analise
dos seguintes parametros: atividade estrogénica e antiestrogénica, efeito sobre o ciclo estral e

toxicidade sistémica.
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Dentro desta perspectiva esta dissertacdo encontra-se estruturalmente subdividida em
duas partes: Parte | consiste da introducdo e referencial tedrico, redigida segundo as normas
editoriais do Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncia Animal da Universidade Federal do
Piaui. A Parte Il corresponde aos capitulos 1 e 2, representados pelos artigos cientificos:
Estudo da toxicidade reprodutiva do extrato hidroalcoolico de S. tubulosa em ratas Wistar e
Estudo da atividade estrogénica e toxicidade sistémica do extrato hidroalcodlico da Samanea
tubulosa, que estdo de acordo com as normas da revista Arquivo Brasileiro de Medicina

Veterinaria e Zootecnia, a qual serdo submetidos para publicacao.
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2 REVISAO DE LITERATURA

A espécie S. tubulosa é conhecida no Piaui, assim como em Alagoas, Maranhéo,
Paraiba, Pernambuco e Sergipe como bordao-de-velho; na Bahia, samaneiro e sete-cascas; no
Ceara, barba-de-velho e bord&do-de-velho; em Mato Grosso e em Mato Grosso do Sul,
abobreira, alfarobo, farinha-seca, feijdo-cru, inga-de-pobre, pau-de-cangaia e sete-cascas. Esta
espécie pertence a familia Leguminosae (Mimosoideae), sendo uma arvore de grande porte,
que pode atingir de 4 - 18 metros de altura e 25 - 45 cm de didmetro. Os frutos sdo do tipo
vagem, séssil, indeiscente, de 10 - 18 cm de comprimento, com 20 - 30 sementes (LORENZI,
2002; CARVALHO, 2007).

Machado (2005) cita que a producdo média por planta de S. tubulosa é de 34 Kg ao
longo do ano. Oliveira (2009) fala de sua importancia como produtora de forragens e comenta
que devido a sua composi¢do quimica, demonstra grande potencial como ingrediente na dieta
para ruminantes.

Uma das grandes preocupac0es de se realizar estudos em plantas com grande potencial
para alimentacdo animal e aquelas que sdo usadas como fitoterapico, se deve ao fato do pouco
conhecimento de seus efeitos sobre o organismo. E reconhecida a importancia dos produtos
naturais, incluindo aqueles derivados de plantas medicinais, no desenvolvimento de modernas
drogas terapéuticas. Muitos medicamentos utilizados pela industria farmacéutica sdo de
origem vegetal, chegando a 25% dos que s&o prescritos e em torno de 121 substancias ativas
usadas para tratamento ou prevencdo de doencas (HAMBURGUER; HOSTETTMANN,
1991).

Muitos produtos naturais oriundos de plantas sdo usados na terapéutica humana e de
animais, o que justifica o interesse na investigacdo de plantas que apresentem propriedades
farmacoldgicas relevantes. Simons; Grinwich (1989) realizaram estudos para verificar a
ocorréncia de esterdides em plantas utilizando a técnica de radioimunoensaio, sendo estudas
128 plantas de mais de 50 familias, onde o resultado foi positivo para 109 dessas.
Androsterona e progesterona foram encontradas em mais de 80 % das espécies estudadas,
testosterona e diidrotestosterona em 70%, e estrogénios como estrona e 17 estradiol em 50%
das espécies. Atualmente uma das alternativas para suprir ou inibir a acdo hormonal de
estrégenos no organismo, se faz através do uso de substancias denominadas de fitoestrogenos,

gue possuem atividade biolégica semelhante ao estrogeno. Estudos ja evidenciaram que 0s
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fitoestrogenos sdo compostos fendlicos heterociclicos com similaridades estruturais aos dos
estrogenos sintéticos e naturais (CHIECHI, 1999).

Nas pesquisas atuais, tem-se dado énfase aos efeitos reprodutivos de diversas plantas,
pois inUmeras possuem atividade estrogénica sendo que primeiramente foi demonstrada em
1926, e em meados da década de 70 ja se tinha constatado que centenas de plantas exibiam
atividade estrogénica. No entanto, os fitoestrégenos assumiriam importancia biol6gica e
econdmica nos anos 40, com a diminuicdo da fertilidade em ovelhas induzida pela ingestdo de
trevos de pastagens, na Austrdlia, na chamada “Doen¢a do Trevo” (MURKIES; WILCOX,
1998).

Esses efeitos fitoestrogénicos sobre reproducdo podem ser indesejados, pois 0s
principios ativos das plantas podem atravessar a placenta, chegar ao feto e provocar
malformagdes (PINTO, 2004). Anomalias e malformagdes do desenvolvimento embrionério
ou fetal causam defeitos como deformidades, rupturas ou displasias (HANSEN;
YANKOWITZ, 2002). Ao se falar em anomalias ndo significa apenas formacdo anormal dos
tecidos, mas também anormalidades bioguimicas, que podem trazer sérios prejuizos a mae e
aos fetos, sendo que estas alteracdes podem ser causadas diretamente por um agente toxico
sobre o feto ou por meio de sua acdo sobre o organismo materno (BERNARDI,1999) Em
virtude dos efeitos toxicos sobre o organismo animal, ja relatados em diversas plantas,
constatou-se a necessidade do estudo da toxicologia reprodutiva, pois diversas plantas

apresentaram atividades toxicas sobre a reproducéo.
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3 CAPITULO 1

Estudo da toxicidade do extrato hidroalcodlico de Samanea tubulosa na gestacao de
ratas Wistar
[Reproductive toxicity study of hydroalcoholic extract Samanea tubulosa in the Wistar rat
gestation]

Paulo Alex Bezerra Sales?, Jamylla Mirck Guerra de Oliveira? Indira Régia e Silva2 Tatiane
Novaes da Costa?, Melka Coelho S&2, Amilton Paulo Raposo Costa2.
tUniversidade Federal do Piaui

1Programa de P6s-Graduacdo em Ciéncia Animal — UFPI
Campus Agricola da Socopo
64049-550 — Teresina, Pl
2Departamento de Morfofisiologia Veterinaria— CCA/UFPI, Teresina, Pl

RESUMO

A espécie Samanea tubulosa € utilizada no tratamento de infeccBes cuténeas, inflamacdes
gastricas e infestacGes parasitarias, embora haja relato de atividade hemolitica pronunciada.
Existem poucas informacbes quanto a toxicidade da S. tubulosa. O presente trabalho tem
como objetivo avaliar possiveis efeitos do extrato hidroalcoolico de S. tubulosa sobre ratas
gestantes. Ratas Wistar prenhes (n=8) foram tratadas com a dose de 75mg/100g™ peso
corporal de extrato hidroalcodlico de S. tubulosa por via gastrica, enquanto o grupo controle
(n=8) recebeu 1ml/100g™* pc de solugdo salina pela mesma via, por 19 dias. Procedeu-se &
eutanasia dos animais ao 202 dia e as seguintes variaveis foram analisadas: peso corporal
fetal, peso dos fetos e placentas, quantidade de corpos IUteos, pontos de reabsorcéo fetal, fetos
vivos e mortos e numero de implantagdes embrionarias. Ndo houve diferenca estatistica
significativa em relacdo ao numero de corpos luteos e numero de implantacbes, porém o
grupo tratado apresentou menor peso fetal e presenca de malformacdes fetais. O extrato de S.
tubulosa, na dose estudada, apresentou toxicidade fetal causando malformac6es, perdas

embrionarias pos-implante e diminui¢do pronunciada do peso da prole ao nascer.

Palavras-chave: Samanea tubulosa. Toxicidade. Problemas reprodutivos.
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ABSTRACT

S. tubulosa is used to treat skin infections, gastric inflammations and parasitic infections,
although there are reports of pronounced hemolytic activity. Here is little information
available regarding the toxicity of S. tubulosa. This study aims to evaluate the possible effects
of S. tubulosa hydroalcoholic extract on pregnant rats. Pregnant Wistar rats were treated with
75mg/100g™ body weight of hydroalcoholic extract from S. tubulosa, intragastrically,
whereas the control group received 1ml/100g™ bw of saline by the same route for 19 days.
The euthanasia of animals was carried out at day 20 and the following variables were
analyzed: fetal body weight, weight of fetuses and placentas, the number of corpora lutea,
fetal resorptions points, live and dead fetuses, and number of embryonic implantation. There
was no statistically significant difference in the number of corpora lutea and number of
implantations, but the treated group had lower fetal weight and presence of fetal
malformations. The extract from S. tubulosa, at the dose studied, showed toxicity, causing
fetal abnormalities, embryonic loss after implantation and pronounced decrease in the weight

of offspring at birth.

Keywords: Samanea tubulosa. Toxicity. Reproductive problems

INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, o interesse da populacdo pelas terapias naturais tem aumentado
significativamente, inclusive nos paises industrializados. Uma das primeiras formas de
utilizacdo dos produtos naturais em busca por alivio e cura de doencas talvez tenha sido pela
ingestdo de ervas (VIEGAS; BOLSANI e BARREIRO, 2006).

Dentre as plantas da flora brasileira, as leguminosas tém sido alvo de estudos por
possuirem concentracdes de flavonoides relativamente maiores que os outros tipos de plantas.
A espécie Samanea tubulosa, o alvo de estudo deste trabalho é uma planta, da familia
Fabaceae (Leguminosae), conhecida popularmente como bord&o-de-velho. Ela possui vagens
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comestiveis e a polpa doce, com sabor de alcaguz, sendo uma espécie nativa das Américas
Tropicais e cultivada com propositos ornamentais (LORENZ, 1995).

A S. tubulosa é encontrada em toda a bacia do Parnaiba, sendo suas vagens muito
utilizadas na alimentacdo de ruminantes e bastante aceitas, pelo seu sabor adocicado e odor
agradavel. Quando adicionadas a alimentacao de bovinos leiteiros, muitos produtores relatam
que ha um aumento na producdo de leite e as vacas parecem aceitar melhor a racédo
(NASCIMENTO, 1996). E também considerada uma alternativa para suplementacio
alimentar de rebanhos em pastagens, por aumentar a eficiéncia da utilizacdo dos nutrientes e
melhorar o funcionamento ruminal (MILLIKEN, 1997; ALMEIDA, 2006).

Em estudos anteriores, S. tubulosa apresentou atividade antioxidante, que pode estar
relacionada com a presenca de compostos polifenolicos, como os flavondides, que séo
capazes de proteger o organismo contra varias doencas crénicas (LIMA et al., 2009). Cruz
(2006) descreveu seu uso na medicina popular para o tratamento de infec¢bes cutaneas,
inflamagdes géstricas e infestacbes parasitarias. Por outro lado, foi observado atividade
hemolitica pronunciada (MILLIKEN, 1997; CRUZ, 2006).

A ascensdo dos estudos toxicoldgicos sobre a reproducdo se deve as constatacdes de
efeitos ocasionados por plantas sobre o sistema reprodutor, onde varias pesquisas mostram
seus potenciais toxicos e terapéuticos. Sabe-se que a meta da pesquisa toxicoldgica é melhorar
a habilidade de predizer e avaliar o risco potencial do meio ambiente para a salde humana
(HOYER, 2001).

Ao contrario de aditivos quimicos que sdo deliberadamente introduzidos na
alimentacdo humana e animal, as substancias toxicas contidas nas plantas constituem um
problema especial, ja que sua eliminacdo ndo pode ser efetuada por uma agdo legislativa.

A presenca de flavonoides revela um possivel potencial terapéutico na reposicédo
hormonal e a presenca de taninos da a idéia de uma possivel toxicidade, em especial, sobre o
sistema reprodutor, 0 que merece ser investigado, dado o seu potencial uso terapéutico e na
alimentacdo animal.

O conhecimento de que as vagens da S. tubulosa séo usadas em fitoteparia humana,
sdo consumidas por ruminantes em sistemas de criacdo extensivos, além de serem utilizadas
na complementacdo alimentar de bovinos leiteiros e a falta de estudo toxicologico,
especialmente referente a toxicidade reprodutiva, motivou esta pesquisa que tem por objetivo
avaliar possiveis efeitos do extrato hidroalcoolico de S. tubulosa sobre a gestacdo de ratas
Wistar.



21

MATERIAL E METODOS

Preparo do extrato: o extrato hidroalcoolico das vagens foi preparado a partir vagens secas
em estufa a 45 + 1° C, que foram posteriormente trituradas em moinho elétrico e submetidas a
maceracao com etanol a 70%, durante cinco dias a temperatura ambiente, ao abrigo da luz. O
extrato foi concentrado em rotavapor a 50° C, sendo ent&o acondicionado em frascos de vidro

ambar e conservado na geladeira.

Animais: Foram utilizadas ratas Wistar adultas, pesando entre 180 — 250g, criadas e mantidas
no Biotério de Experimentacdo do Departamento de Morfofisiologia Veterinaria-CCA
(Biotex). Os animais foram mantidos em regime de 12 horas de luz e 12 horas de escurid&o,
em sala com ar condicionado e livre acesso a &gua e racdo (NUVITAL). O protocolo
experimental foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da
UFPI, com parecer n° 033/09.

Dezesseis ratas adultas foram divididas, ao acaso, em dois grupos de oito: Controle e
Tratado. Todas as ratas foram examinadas diariamente quanto a fase do ciclo estral, por meio
de esfregaco vaginal a fresco. Aquelas detectadas em proestro foram acasaladas com um
macho sabidamente fértil e a presenca de espermatozdides no esfregaco da manhd seguinte ao
acasalamento foi considerado indicativo de prenhez (12 dia). Uma vez prenhas, as ratas

receberam os seguintes tratamentos:

Grupo controle: tratado com salina (veiculo utilizado para diluir o extrato), via gastrica,

na dose de 1 mL/100g de peso corporal, do 12 ao 192 dia de gestacdo.

Grupo tratado: extrato hidroalcodlico (75 mg/mL), na dose de 1mL/100g de peso

corporal, via gastrica, do 12 ao 192 dia de gestacao.

Eutanasia, exame e pesagem: Apo0s o periodo de tratamento, no 212 dia de gestacdo, as ratas
foram eutanasiadas com associacdo de ketamina (50mg) e xilazina (2%) intraperitoneal. O
utero gravidico foi removido com seus contetdos e, em seguida, foi realizada a contagem do
namero de fetos vivos e mortos, avaliado o peso fetal individual e da ninhada, 0 namero de
sitios de implantacdo e os pontos de reabsorcdo fetal. Também foi feita a pesagem das
placentas de cada feto e contagem dos corpos luteos nos ovarios. Os fetos foram examinados
macroscopicamente e com auxilio de um microscépio estereoscopico, quanto a presenca de

sinais vitais e de anomalias e malformagdes congeénitas.
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Os resultados foram analisados pelo teste “t” de Student, com nivel de significancia de
5% (a< 0,05).

RESULTADOS

Os pesos dos fetos do grupo tratado foram significativamente inferiores aos do grupo

controle (figural).
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Figura 1. Pesos dos fetos de ratas submetidas aos
tratamentos com solucdo salina e com extrato
hidroalcodlico de Samanea tubulosa. *Diferenca

significativa em relacdo ao grupo-controle (P<0,05).

Na avaliagdo macroscopica dos fetos, observa-se um aparente atraso no

desenvolvimento fetal no grupo tratado (figuras 1A e 1B).
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Figuras 2A e 2B: Fetos dos grupos controle (C) e tratado (T) evidenciando o
menor tamanho dos fetos oriundos de ratas tratadas com extrato de de Samanea
tubulosa. Fonte: Paulo Alex Bezerra Sales, 2010.

No grupo tratado com extrato hidroalcodlico de S. tubulosa, foram observadas
malformacdes fetais na morfologia externa. Na figura 2 ndo se verifica distingdo entre as
partes da face, havendo um aumento de tamanho na regido do pescogo, que ndo se distingue
precisamente da cabeca. Em alguns casos ndo houve desenvolvimento fetal adequado,
observando-se malformacdes morfoldgicas externas generalizadas, também foram

evidenciadas reabsorcdes fetais (figura 3).

Figura 3: Feto do grupo de ratas tratadas com extrato hidroalco6lico de Samanea
tubulosa apresentando ma formagao de ordem morfoldgica, distingdo imprecisa entre
cabeca e pescoco. Fonte: Paulo Alex Bezerra Sales, 2010.
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Figura 4: Presenca de placentas sem feto,
indicativas de reabsorcdes fetais no grupc
tratado com Samanea tubulosa. Fonte: Paulc
Alex Bezerra Sales, 2010.

A tabela 1 expressa a média e o E.P.M. dos pesos placentarios onde ndo se observou
diferenga significativa entre os tratamentos. Nao se evidenciaram diferengas estatisticamente
significativas entre 0s grupos quanto ao numero de corpos lGteos e taxa de implantacdo
(tabela 2). Também ndo foram encontradas diferencas significativas em relagcdo ao nimero de

fetos vivos, fetos mortos entre 0s grupos estudados (tabela 3).

Tabela 1. Peso placentério do grupo controle e tratado com extrato de S. tubulosa

Parametro Controle Tratado

Peso placentério (g) 0,6281 + 0,02935 0,5427 £ 0,02713

Resultados expressos em média + E.P.M.
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Tabela 2. Nimero de corpos lateos e implantagcdes encontradas no grupo controle e

tratado

Parametro Controle Tratado

N° de Implantacgdes 8,375 £ 0,5324 8,875 £ 0,8332
N° de Corpos Luteos 9,625 £ 0,5957 11,75+ 1,161

Resultados expressos em média = E.P.M. p > 0,05

Os caélculos das perdas embrionarias (n° de corpos luteos — n° de implantacdes)
evidenciaram que no grupo tratado houve um maior percentual de perdas, onde foram
observados 25% de perdas no tratamento com extrato e 13% no grupo controle. Os dados
também mostraram que houve maior perda pré-natal (n° corpos Luteos — n° de fetos vivos) no

grupo tratado (39,5%) quando comparado ao grupo controle que teve 18% de perdas.

Tabela 3. NUmero de fetos nascidos vivos e mortos do grupo controle e tratado

Parametro Controle Tratado
N° Fetos vivo 7,875+ 0,6105 7,125+ 1,202
N° Fetos mortos 0,2500 + 0,2500 1,375 + 0,5957

Resultados expressos em média = E.P.M. p > 0,05

DISCUSSAO

A eficiéncia reprodutiva ¢ o fator econdbmico mais importante na producdo animal,
mas existem diversos fatores que afetam de forma negativa a reproducdo, onde podemos citar
as substancias tdxicas presentes nas dietas dos animais como potenciais causadores de

problemas reprodutivos, afetando diretamente o sucesso reprodutivo por levar a abortos,
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interferéncia no ciclo estral, na ovogénese, espermatogénese, produzir malformacdes e outros
problemas reprodutivos (JAMES et al., 1992).

O potencial forrageiro da S. tubulosa ja foi descrito por Filho (2007) onde verificou-se
que as vagens do S. tubulosa apresentavam 83% de matéria seca (MS) e, com base na MS,
proteina bruta (PB) de 17,9%, fibra em detergente neutro (FDN) 25,2%, fibra em detergente
acido (FDA) 20,2%, carboidratos ndo fibrosos (CNF) 52% e energia bruta (EB) 34.3cal/g,
tornando-se fundamental o seu estudo para o uso na alimentacdo animal.

Neste estudo, foi constatada a toxicidade dessa planta ap6s administrar o extrato
hidroalcodlico da vagem de S. tubulosa, que levou os animais a uma queda consideravel no
peso ao nascer e também ao aparecimento de malformacGes. Nascimento et al. (1996) cita em
seu trabalho que existe um alcaldide toxico nas sementes da S. tubulosa, mas que ndo
constituiria um problema, pois as mesmas passariam inteiras pelo intestino do animal. No
entanto, um relato de caso clinico de abortamento em uma vaca no municipio de Filadélfia em
Tocantins (COSTA, 2009), teve como causa provavel a ingestdo de S. tubulosa, o0 que vem a
corroborar com os achados deste experimento.

Estudos fitoquimicos confirmam a presenca de alcaldides e revelam a presenca de
triterpendides e compostos fendlicos como taninos, flavondides e cumarinas em extrato de S.
tubulosa (LIMA et al., 2009). Esses estudos mostram a presenca de substancias quimicas
distintas, onde destaca-se o0 tanino, pois 0 mesmo possui potencial téxico, como sendo um
fator antinutricional com habilidade de complexar e precipitar proteinas de solugdes aquosas
tornado-se toxico (SALUNKHE et al.,1990). Embora essas caracteristicas enfatizam a
toxicidade do tanino, ndo é possivel afirmar que ele seja o causador dos problemas sobre a
reproducdo encontrados nesse estudo.

A toxicidade causada pelo extrato de S. tubulosa em ratas prenhes deixa evidente seu
poder tdxico aos animais e possivelmente a humanos, onde o cuidado com seu consumo tem
que ser reavaliado, uma vez que o seu uso como fitoterapico foi registrado na literatura
(CRUZ, 2006)

Em sintese, o extrato hidroalcodlico de S. tubulosa, administrado a ratas Wistar,
apresentou toxicidade para o feto, causando malformacoes, reabsorcoes fetais e diminuigéo
pronunciada do peso ao nascer. Trata-se assim do primeiro relato experimental de toxicidade

reprodutiva das vagens de S tubulosa.
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CONCLUSOES

O extrato hidroalcodlico de S. tubulosa apresenta toxicidade sobre a gestacéo de ratas.
Com isso, seu uso na alimentacdo animal e na fitoterapia deve aguardar estudos mais
detalhados quanto a dose toxica, identificacdo dos principios toxicos e as formas de inativacao
desses principios.

Apoio financeiro:
CAPES - Coordenagdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior/Procad
UFPI — Universidade Federal do Piaui
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4 CAPITULO 2

Estudo da atividade estrogénica e toxicidade sistémica do extrato hidroalcodlico da Samanea
tubulosa (benth.)
[Study of estrogenic activity and systemic toxicity of the hydroalcoholic
extract of Samanea tubulosa]

Paulo Alex Bezerra Sales! , Jamylla Mirck Guerra de Oliveira?, Indira Régia e Silva2, Tatiane
Novaes da Costa?, Carla Edlane Bezerra Sales?, Amilton Paulo Raposo Costa?
tUniversidade Federal do Piaui

1Programa de P6s-Graduacdo em Ciéncia Animal — UFPI
Campus Agricola da Socopo
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RESUMO

A espécie Samanea tubulosa, conhecida popularmente como Borddo-de-Velho, tem sido
amplamente utilizada, seja na fitoterapia humana, ou na alimentacdo animal. Seu fruto é
muito consumido pelo gado bovino devido a sua palatabilidade e seus ramos também sao
forrageiras, com alto teor de proteina bruta. O objetivo deste trabalho foi avaliar possiveis
efeitos do extrato hidroalcodlico de S. tubulosa sobre a reproducdo em ratas Wistar,
pesquisando 0s seguintes parametros: atividade estrogénica e antiestrogénica, efeito sobre o
ciclo estral e toxicidade sistémica. No Protocolo 1, envolveu 4 grupos de ratas Wistar
castradas (n=8 por grupo):grupol (salina+ 6leo de milho), grupo 2 (salina+estradiol), grupo 3
(extrato+ 0leo) e grupo 4 (extrato + estradiol). Nao foi evidenciado diferenca estatistica entre
0s grupos 1 e 3, nem entre os grupos 2 e 4, evidenciando falta de atividade estrogénica ou
anti-estrogénica. Protocolo 2, envolveu dois grupos de ratas Wistar ndo castradas (n=9 por
grupo). As ratas foram examinadas diariamente, entre 8:00 e 9:00 h durante 30 dias quanto a
fase do ciclo estral e ao final desse periodo procedeu-se a coleta de sangue para dosagens
bioquimicas e de orgaos internos para avaliacdo histopatologica. N&o foi constatada atividade
estrogénica, mas foram observados indicios de toxicidade sobre o utero. Houve o aumento da
fosfatase alcalina provavelmente proveniente do tecido 0sseo.

Palavras-chave: estrogeno. ciclo estral, Utero
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ABSTRACT
Samanea tubulosa, popularly known as Bordao-de-velho, has been widely used ,whether in
human phytotherapy or in animal feed. Its fruit are consumed by livestock due to its
palatability and its branches are forage with high crude protein content. The objective of this
work was to evaluate possible effects of S. tubulosa hidroalcoholic extract on reproduction in
female wistar rats by searching the following parameters: estrogenic and antiestrogenic
activity, effects on the estrous cycle and systemic toxicity. Protocol 1 involved four groups
from castrated female rats (n=8 for group): Group 1 (saline + corn oil), Group 2 (saline +
estradiol), Group 3 (extract + oil) and Group 4 (extract + estradiol). No difference was seen
between groups 1 and 3, nor between groups 2 and 4, showing a lack of estrogenic or anti-
estrogenic activity. Protocol 2 involved two groups from no castrated female Wistar rats, (n=9
for group). The rats were examined daily between 8:00 and 9:00 h for 30 days to identify the
stage of the estrous cycle and at the end of this period proceeded to collect blood for
biochemical analyses and internal organs for histopathological evaluation. No estrogenic
activity was detected, but signs of toxicity were observed on the uterus. There was an increase

in alkaline phosphatase, probably from the bone tissue.

Keywords: Estrogen. Estrous cycle. Toxicology.

INTRODUCAO

A espécie Samanea tubulosa conhecida popularmente como Borddo-de-Velho, tem
sido amplamente utilizada na alimentacdo animal. Seu fruto é muito procurado pelo gado
bovino devido a sua palatabilidade, sendo que seus ramos também sdo forrageiras, com alto
teor de proteina bruta (BERG, 1986; POTT, 1994). Em varios paises faz-se uma farinha com
os frutos, que é um alimento de alto valor nutritivo para as vacas, cabras e galinhas (LOPEZ
etal., 1987).

O uso da S.tubulosa é amplo, sendo também citado na alimentagdo humana, que utiliza
as vagens comestiveis, com polpa doce e sabor de alcacuz, que podem ser usadas para

produzir um aguardente, conhecido como “aguardente-de-saman”. Suas flores sdo meliferas,
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com boa producédo de néctar e o caule é adequado para producédo de celulose, papel e lenha de
boa qualidade (FERNADES, 2007).

Em seu estudo, Lima (2009) sugere a presenca de compostos bioativos nessa espécie,
apos ter realizado o estudo fitoquimico da mesma, abrindo perspectivas para seu melhor
aproveitamento.

Diversas plantas vém sendo amplamente estudadas e usadas por exibirem atividade
semelhante ao estrdgeno. As propriedades estrogénicas e antiestrogénicas dos fitoestrogenos
decorrem da interacdo destes com os receptores de estrogénios (Martim et al.,1978; Kondo et
al.,1990).

Para que os estrogenos e fitoestrogenos exercam suas funcdes hormonais é necessaria
a presenca de receptores especificos, o0s receptores de estrogenos (Er), que comecaram a ser
caracterizaram em meados da década de 70 por Jensen e Desombre (1973). Estes receptores
pertencem a familia de receptores nucleares (O’DONNEL et al.,2001) ¢ até meados dos anos
90, acreditava-se que so existia um tipo de receptor de estrogeno (Era), mas, posteriormente
outro tipo de receptor foi encontrado (Erf), tendo sido evidenciados em humanos e ratos
(KUIPER, 1996; TAYLOR and AL-AZZAWI, 2000)

Tecidos como utero e mama sdo alvos ja bem conhecidos de Era, mas sabemos que
eles estdo presentes em diversos outros tecidos como 6sseo, cardiovascular e sistema nervoso
central (COUSE and KORACH 1999).

As acdes estrogénicas dos fitoestrogénios sdo extremamente fracas comparados ao
estrégeno natural (MARKIEWICZ et al., 1993). Eles atuam fisiologicamente muito mais
como antiestrogénios do que como estrogénios e seus efeitos parecem ser resultado de sua
ligagéo ao receptor beta (KUIPER et al., 1998; PETERSEN et al., 1998).

Ao tempo em que uma planta pode apresentar atividade estrogénica ou
antiestrogénica, a mesma pode ser tdxica aos homens e animais. Haraguchi (2003) define
como planta toxica todo o vegetal que, introduzido no organismo dos homens ou de animais,
em condic¢des naturais, € capaz de causar danos que se refletem na saide e vitalidade desses
seres, ocasionando um desequilibrio que se traduz no paciente como sintomas de intoxicacao.

Vérias plantas sdo citadas como potenciais causadoras de sérios danos a reproducéo
animal, ocasionando diversas patologias ou perdas econémicas significativas ao produtor,
dentre elas a falta de desenvolvimento da glandula mamaria e agalaxia, liberagdo prematura
do corioalantéide (placenta prévia), placenta aumentada de peso, engrossada e fibrosa,

gestacdo prolongada, parto distocico ou dilatagdo e contracbes diminuidas e aborto. Dentre
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estas plantas podemos destacar a Aspidosperma pyrifolium, Ateleia glazioviana e Tetrapterys
spp.,Claviceps purpurea (RIET-CORREA, 2007).

Vérios estudos j& relataram possiveis atividades estrogénicas e antiestrogénicas de
diversas plantas, bem como a toxicidade sisttmica, mas nenhum delas faz referéncia a S.
tubulosa. Devido a inexisténcia de informacoes, este trabalho tem como objetivo avaliar
possiveis efeitos do extrato hidroalcodlico de S. tubulosa sobre a reprodugdo em ratas Wistar,
pesquisando 0s seguintes parametros: atividade estrogénica e antiestrogénica, efeito sobre o
ciclo estral e toxicidade sistémica.

MATERIAL E METODOS

Preparo do extrato: o extrato hidroalcoolico das vagens foi preparado a partir vagens secas
em estufa a 45 + 1° C, que foram posteriormente trituradas em moinho elétrico e submetidas a
maceracao com etanol a 70%, durante cinco dias a temperatura ambiente, ao abrigo da luz. O
extrato foi concentrado em rotavapor a 50° C, sendo entdo acondicionado em frascos de vidro

ambar e conservado na geladeira.

Animais: Foram utilizadas ratas Wistar adultas castradas e ndo castradas, pesando entre 180 —
250 g, criadas e mantidas no Biotério de Experimentacao do Departamento de Morfofisiologia
Veterinaria -CCA (Biotex). Os animais foram mantidos em regime de 12 horas de luz e 12
horas de escuriddo, em sala com ar condicionado e livre acesso a 4gua e racdo (NUVITAL)
Os protocolos experimentais foram submetidos e aprovados pelo Comité de Etica em

Experimentacdo Animal da UFPI, com parecer n° 033/09.

PROTOCOLO EXPERIMENTAL 1: Atividade estrogénica e antiestrogénica

Ovariectomia: As ratas foram anestesiadas com ketamina (50mg) a associada a xilazina (2%)
na proporcao de (2:1) 0,1ml /100 g de peso vivo e colocadas em decubito lateral. De cada
lado, na regido do flanco foi feita uma incisdo de 1,0 a 1,5 cm incidindo sobre a pele e tecido
celular subcutaneo. Seguiu-se a abertura da cavidade peritonial por divulsionamento das
camadas musculares e peritonio. Através de cada incisdo, localizou-se 0 ovario
correspondente. Feita entdo uma ligadura na jungdo Utero-tubérica, envolvendo toda a

vascularizagdo do ovario, e seccdo da tuba e demais estruturas entre a ligadura e o ovario, que
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foi entdo removido. O corno uterino foi recolocado na cavidade abdominal e posteriormente

feita a sutura da incisdo em planos separados.

Para o material em teste foi montado um experimento, composto de quatro grupos,
sendo: Grupo 1 (controle negativo) - tratado com salina via oral (1 mL/100 g de peso
corporal) e 6leo de milho via subcutanea (0,1 mL/100 g). Grupo 2 (controle positivo) -
tratado com salina via oral e estradiol via subcutanea (1,0 ug/100 g). Grupo 3 (extrato) —
tratado via oral com extrato hidroalcodlico da vagem de S. tubulosa, na concentracéo de 75
mg/mL, no volume de 1mL /100 g e 6leo de milho via subcutanea (0,1 mL/100 g). Grupo 4
(extrato + estradiol) — tratado por via oral com extrato hidroalcodlico da vagem de Samanea
tubulosa, na concentragdo de 75 mg/mL, na dose de 1 mL/100 g e estradiol via subcutanea
(1,0 png/100 g).

Cada grupo composto de oito ratas castradas e mantidas em repouso por um periodo
de 30 dias, tempo necessario para 0s animais se recuperarem do trauma cirdrgico e para
involucdo uterina. Apds esse periodo, as ratas passaram pelos tratamentos que duraram quatro
dias e no 52 dia, as ratas de todos os grupos foram examinadas por esfregaco vaginal e em
seguida eutanasiadas, por excesso de anestésico (xilazina+ketamina), e os uteros removidos e

pesados.

PROTOCOLO EXPERIMENTAL 2: Avaliacéo do ciclo estral e toxicidade

sistémica

Utilizou-se 18 ratas Wistar, pesando entre 180-220g, sendo nove do grupo controle e
nove do grupo experimental. Todas as ratas foram examinadas diariamente, entre 8:00 e 9:00
horas, por 30 dias quanto a fase do ciclo estral, durante o tratamento com o extrato em estudo.
A secrecdo vaginal foi coletada com uma pipeta plastica contendo aproximadamente 100 pL
de salina (NaCl a 0,9 %) e em seguida depositada sobre uma lamina de vidro, para andlise por
meio de microscopia de luz, nas objetivas de 10 e 40x. O tratamento do grupo experimental
constou de aplicacdo didria do extrato hidroalcodlico da vagem de S. tubulosa, por via
gastrica, 1mL/100 g de peso corporal, na concentracdo de 75 mg/ mL, perfazendo dose de
750 mg/kg de peso corporal, durante 30 dias. O grupo controle recebeu, pelo mesmo periodo,
solugéo salina na dose de 1mL/100 g de peso corporal. A duracdo do ciclo estral assim como

de cada uma de suas fases foram utilizadas como parametros para analise.
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Ao final do tratamento, as ratas foram anestesiadas conforme descrito anteriormente e
procedeu-se a coleta de sangue por meio de puncdo cardiaca, em frascos sem anticoagulante,
adicionados de ativador de coagulo (BD- Vacuette Z serum clot activator — BD-Industria
Cirargica LTDA — Juiz de Fora, MG), obtendo-se o soro, com o qual foram posteriormente
avaliados os pardmetros bioquimicos. Em seguida os animais foram eutanaziadas por
sobredose do mesmo anestésico utilizado para anestesia, para coleta e avaliacdo dos 6rgaos

internos.
Avaliacéo dos parametros bioquimicos:

As amostras de sangue coletadas foram centrifugados a 3500 rpm por cinco minutos e
0 soro separado. As determinacdes bioquimicas foram realizadas por quimica seca (Reflotron,
Roche Diagnostics, Brasil). Foram avaliados 0s seguintes parametros sericos: fosfatase
alcalina, TGO, TGP e uréia.

Anélise histopatologica:

Apds eutanasia, foi feita a remocéo e pesagem do coracdo, figado, baco, rins, ovarios e
Utero. SeccBes desses 6Orgdos foram fixadas em formalina (solucdo de formol a 10%)
tamponada e, apds 24 horas, fragmentos menores foram submetidos ao processamento
histopatolégico: desidratacdo com séries crescentes de alcool (70 a 100%), diafanizacdo em
xilol, impregnacédo e inclusdo em parafina, segundo os métodos de rotina (BACHA; WOOD,
1990). Os fragmentos tissulares foram seccionados em fatias com espessura de 3,0 uM e
subsequentemente submetidos a coloragdo hematoxilina-eosina e examinados ao microscopio

de luz.

Os resultados de peso uterino do protocolo 1 foram submetidos a analise de variancia e
as médias comparadas pelo teste de Student-Newman-Keuls. Os resultados do protocolo 2

foram analisados pelo teste t de Student (a< 0,05).

RESULTADOS

Os resultados do peso uterino em mg (médiaztEPM) foram respectivamente: G1=92,2
+ 25,2; G2=711,7 £ 49,4; G3=98,9 £ 29,6; G4=562,5 + 95,7. Houve diferenca significativa
entre 0 G1 e G2, assim como entre G1 e G4, mostrando a eficacia do tratamento com estradiol

em G2 e G4. No entanto, ndo houve diferenca significativa entre G2 e G4, mostrando que 0
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extrato ndo alterou o efeito do estradiol sobre o utero, demonstrando falta de atividade anti-
estrogénica. Também ndo houve diferencga entre G1 e G3, mostrando que o extrato ndo alterou
significativamente o peso do utero hipotrofiado pela castracdo, mostrando auséncia de

atividade estrogénica.
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Figura 1. Peso do Uutero de ratas ovariectomizadas
submetidas aos tratamentos com salina (Con), estradiol
(E2), extrato de Samanea tubulosa (Ext) e extrado de S.
tubulosa + estradiol (Ext+E2).

Neste experimento ndo se constatou diferencas no nimero de repeticGes de cada fase
do ciclo estral entre o grupo salina e o tratado com extrato hidroalcodlico de S. tubulosa,
mostrando que o extrato ndo interfere no o ciclo estral.

A tabela 1 mostra pardmetros bioquimicos, onde se observou a concentracdo de
fosfatase alcalina significativamente superior no grupo tratado em relacdo ao grupo controle.
Os resultados dos niveis séricos de TGO, TGP, uréia e Creatinina ndo diferiram
significativamente entre grupos, o que confirma o resultado histopatologico, onde ndo se

constatou alteragdes morfologicas hepaticas ou renais nos grupos estudados.



Tabela 1. Parametros bioquimicos de ratas tratadas com solucdo salina (controle) e extrato
de S. tubulosa na dose de 75mg/100g durante 30 dias

Parametros Bioquimicos Controle Extrato
Fosfatase Alcalina 239,00 + 40,25 495,90 + 95,03*
TGO 266,10 + 36,54 187,20 £ 18,01
TGP 80,29 + 10,22 74,49 + 8,413
Uréia 40,05 + 1,56 109,30 £ 33,76
Creatinina 0,51 +£0,08 0,55 £ 0,05

(valores médios + EPM)*Diferenca significativa em relacdo ao grupo-controle (P<0,05)
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No exame histopatoldgico do Utero, constatou-se que todos os animais avaliados do

grupo tratado apresentavam infiltrado inflamatério eosinofilico, e em alguns, havia

degeneracdo de moderada a severa do epitélio endometrial, evidenciando efeito toxico da S.

tubulosa sobre o Utero.

O peso do ovario também se encontrava aumentado no grupo tratado, sendo que no

exame histopatoldgico ndo foi constatado nenhum tipo de alteracdo proliferativa, inflamatoria

ou outro tipo de alteracdo do tecido ovariano.
Tabela 2. Peso dos Orgdos avaliados: coracdo, figado, baco, rins, ovarios e Utero em

ratas submetidas aos tratamentos com salina e extrato hidroalcodlico de S. tubulosa

Peso dos dérgdos (gramas)

Orgéos
Controle Extrato

Coracao 0,70 £0,05 0,76 £ 0,04
Figado 6,34 + 0,03 6,73+ 0,43
Baco 0,69 £ 0,05 0,67 £ 0,03
Rins 1,47 £ 0,06 1,70 £ 0,07
Ovaérios 0,08 +0,01 0,13 +£0,02*
Utero 0,50 + 0,13 0,55 + 0,07

(valores médios + EPM)*Diferenca significativa em relacdo ao grupo controle (P<0,05).
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Figura 2. Peso de ovarios de ratas submetidas aos
tratamentos com solugéo salina (controle) e extrato
hidroalcodlico de S. tubulosa (tratado).*Diferenca
significativa em relacdo ao grupo-controle
(P<0,05).
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Figura 3. Niveis plasmaticos de fosfatase alcalina de
ratas submetidas aos tratamentos com salina (controle) e

extrato hidroalcodlico de S. tubulosa (tratado)
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*Diferenca significativa em relagdo ao grupo-controle
(P<0,05).

DISCUSSAO

Vaérios estudos mostram a eficiéncia da reposicdo hormonal que é feita devido a uma
acentuada diminuicdo estrogénica em determinadas fases da vida da mulher ou quando da
necessidade advinda de problemas reprodutivos tanto em mulheres como em fémeas
domésticas. Uma das alternativas de reposicao atualmente estudada é realizada através do uso
de fitoestrogenos, com o objetivo de diminuir o déficit hormonal e os sérios problemas que
advém da falta do estrégeno no organismo e dos efeitos deletérios que a reposi¢do hormonal
feita por administracdo de estradiol pode vir a ocasionar ao organismo. Por esse motivo, ha
uma busca permanente de fontes naturais de substancias com atividade estrogénica que
possam suprir o déficit da menopausa sem os efeitos indesejaveis da reposicdo com
estrogenos sintéticos. Neste experimento foi pesquisou-se possivel atividade estrogénica e
anti-estrogénica no estrato de S.Tubulosa, assim como efeitos sobre o ciclo estral e toxicidade
sobre diversos 6rgdos nao reprodutivos.

O ciclo estral é o ciclo reprodutivo das fémeas mamiferas, onde se caracterizam quatro
fases distintas: proestro, estro, diestro |1 ou metaestro e diestro I. A duracdo média do ciclo
estral é de quatro dias para ratas (FREEMAN, 1988), e devido a esse curto periodo, tem-se 0
rato como o animal ideal para o estudo das variacdes desse ciclo (MARCONDES et al.,
2001). O extrato de S.Tubulosa ndo produziu qualquer alteracdo no ciclo estral das ratas,
mostrando-se, neste aspecto, seguro quanto ao seu uso medicamentoso ou alimentar.

Varios 6rgaos e tecidos produzem fosfatase alcalina, entre eles o figado, ossos, rins,
intestino, pulmao, placenta, leito vascular, neutrofilos e linfocitos T ativados (PACE, 1999;
TOLAYMAN, 2000). As alteracdes nas concentracdes da bilirrubina e fosfatase alcalina estdo
diretamente relacionadas & obstrucdo biliar e /ou lesdo hepatocelular. A bilirrubina total e
fracOes, bem como a fosfatase alcalina sdo predominantemente indicadoras de colestase
(LIMA, 2010). Segundo MINCIS (2007), o aumento sérico dos niveis de fosfatase alcalina se
relaciona predominantemente com distlrbios 6sseos e hepaticos, uma vez que 0s parametros
mais especificos de funcdo hepética, TGO e TGP, ndo foram alterados, o0 mais provavel é que
esta fosfatase alcalina seja de origem 0ssea.

Embora a fosfatase alcalina seja um indicador de colestase (REICHILING; KAPLAN,
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1998), ndo foram encontradas diferencas significativas entre os tratamentos, quanto ao peso
do figado e rins dos animais estudados. No exame histopatoldgico, observou-se que o tecido
hepatico e renal de ambos os grupos encontrava-se sem qualquer anomalia, e por isso a causa
intra-hepatica e renal pode ser desconsiderada. Além disso, uma colestase provocaria ictericia
generalizada e isso ndo foi observado na necropsia. Assim sendo, origem mais provavel do
aumento de fosfatase alcalina sérica € mesmo 0ssea, 0 que demandaré futuras pesquisas para
constatar tais alteragdes por meio de avaliagcOes especificas desse tecido, como a calcemia e 0s
indicadores de formacéo de destruicdo dssea (MARTINS, 2006).

A degeneracdo do epitélio do endométrio, com aparecimento de polimorfos
nucleares pode levar a uma aberracéo funcional do tecido uterino interferindo com o processo
de nidacdo (MOGHISSI; REAME, 1976). Assim, as alteragdes morfoldgicas caracterizadas
nas ratas tratadas com extrato hidroalcoolico de S. tubulosa podem retardar os movimentos
dos ovdcitos e dos espermatozdides, uma vez que a abundancia de cilios no epitélio uterino de
revestimento funciona como uma ferramenta Gtil para o transporte dos gametas. Para uma
adequada receptividade é necessario a integridade endometrial, que influencia a taxa de
implantacdo. No periodo de implantacdo ocorrem transformacdes nas células endometriais
tipicas, que sdo mensuradas pela espessura endometrial, e se fazem necessarias para uma
implantagdo bem-sucedida (HERNANDEZ, 2006; L1U, 2008; BOURGAIN et al.,2003).

Foi observado que a média de peso dos ovarios das ratas tratadas com extrato mais
elevada que a do grupo controle. O peso dos ovarios aumenta normalmente na fase folicular e
na presenca de corpos luteos, especialmente quando aumenta a quantidade de foliculos
grandes ou corpos luteos produto dessas ovulacdes. No entanto, ndo se tem evidéncia de
maior incidéncia de estros nos animais tratados com extrato. A Unica explicacdo plausivel,
diante do fato de que ndo foi avaliado o nimero de foliculos e ovulacGes, é que no dia da
eutanasia e avaliacdo dos ovarios dos oito animais do grupo tratado com extrato, no dia da
eutanasia, duas estavam em DII, trés no estro e trés no proestro. Ja as ratas do controle
estavam trés no DI, trés DI e duas no proestro sendo conhecido que o peso do ovario atinge o
maximo imediatamente antes da ovulacdo, que nas ratas acontece na manha do estro com um
namero de 10 a 14 ovécitos a cada ciclo (GOMES et al., 1999). Assim, o grupo tratado tinha
daquele dia maior nimero de animais em fase do ciclo em que os ovarios atingem maior peso.

Em resumo, ndo foi constatado com clareza no grupo tratado com extrato de
S.Tubulosa a falta de atividade estrogénica e antiestrogénica, que ndo interferiu no ciclo

estral, mas foi observado indicio de toxicidade sobre o Utero. Houve provavelmente alteracdo
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Ossea, sinalizada pelo aumento da fosfatase alcalina sérica, que precisa ser confirmada em

futuras pesquisas com metodologias apropriadas.

Conclusao
O extrato de S. tubulosa apresentou toxicidade, que precisa ser investigada em
detalhes e enquanto isso, seu uso na terapéutica e alimentacdo humana e animal ndo sdo

recomendados.

Suporte financeiro:
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UFPI — Universidade Federal do Piaui pelos incentivos.
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5 CONSIDERACOES FINAIS
A partir do protocolo experimental empregado neste estudo, foi possivel concluir que:

A S. tubulosa apresenta toxicidade sobre a gestacdo levando a malformac6es, atraso do

desenvolvimento fetal e o aparecimento de reabsorces fetais

H& um aumento do nivel de fosfatase alcalina que se suspeita ser de origem éssea,

sendo necessaria a realizagdo de estudos mais aprofundados para a sua confirmacé&o.

Existiu um periodo mais prolongado para se obter um produto, acarretando numa

ninhada de menor tamanho e com aparecimentos de toxicidade fetal.

Apesar do alto valor nutritivo e do uso ja evidenciado da mesma na alimentacdo
animal, ndo é aconselhavel o uso da S. tubulosa por conta da evidente toxicidade sobre a

gestacao.
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