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RESUMO. Neste trabalho foram investigados os possiveis efeitos toxicos no desenvolvimento da prole, de-
correntes do tratamento de ratas prenhes com o extrato hidroalcodlico das folhas da Cissampelos sympo-
dialis Eichl. Foram registrados: duracdo da gestacdo; ganho de peso da méae; nimero de filhotes por nin-
hada; peso dos filhotes; reflexo de endireitamento; dia de abertura dos olhos; dia de andar adulto e
ocorréncia de malformagdes. Os resultados sugerem a auséncia de efeitos adver sos desta planta durante a
gestacdo. Testes complementar es deverao ser realizados, visando dar maior suporte a realizagdo dos estu-
dos clinicos.

SUMMARY. “Postnatal development of offsprings exposed to hydro alcoholic extract of Cissampelos sympodia-
lis Eichl., during the pregnancy”. In the present study, possible toxic effects on development of the offsprings
were investigated after the treatment of pregnant female rats with the hydroal coholic extract of Cissampelos sym-
podialis Eichl. leaves. The following parameters were analyzed: pregnancy duration; weight gain; litter size;
body weight of the pups; righting reflex; eye opening; hind paws supporting and body lifting; external malforma-
tions occurrence. The results suggest the absence of side effects of this plant during pregnancy. Other tests

should be carried out to give further support to clinical studies.

INTRODUCAO

A Cissampelos sympodialis Eichl. (Menisper-
maceae), planta usada popularmente no trata-
mento de asma, bronquite, artrite e infeccBes
urinarias 1, vem sendo estudada pelo Laborato-
rio de Tecnologia Farmacéutica (LTF) da Univer-
sidade Federal da Paraiba (UFPB), ha alguns
anos, do ponto de vista quimico, farmacolégico
e toxicoldgico, na perspectiva do desenvolvi-
mento de um medicamento fitoterapico. Um es-
tudo toxicolégico complementar foi entdo reali-
zado no LTF/UFPB, visando investigar possiveis
efeitos toxicos no desenvolvimento da prole
nascida de ratas prenhes tratadas com a fracédo
aquosa do extrato hidroalcodlico das folhas da
C. sympodialis 2.

De acordo com a legislacdo vigente no Bra-
sil, dentre os testes toxicolégicos complementa-
res, devera ser feita a determinacdo de efeitos

adversos sobre a mae e o produto, durante os
Gltimos estagios da prenhez, parto e desenvolvi-
mento pés-natal, por drogas administradas du-
rante este periodo, em uma espécie de mamife-
ro 3. A importancia deste estudo é de possibili-
tar novas informacdes sobre o uso da C. sympo-
dialis que poderao ser Uteis a populacdo, e pro-
curar garantir a seguranca no uso desta planta
ou do seu futuro fitoterdpico durante a fase de
gestacéao.

MATERIAIS E METODOS
Animais

No inicio dos experimentos foram utilizados
ratos Wistar, adultos, machos pesando de 250-
350 g e, fémeas, virgens, pensando entre 180-
200 g, provenientes do biotério do LTF/UFPB.
Esses animais foram mantidos a temperatura de
aproximadamente 27 + 2 °C, umidade relativa
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de aproximadamente 60%, ciclo claro-escuro de
12 h, recebendo 4agua e racdo a vontade. Os
animais eram transferidos para a sala de testes,
uma hora antes dos experimentos. Todos os tes-
tes foram realizados no turno da manhd, das
8:00 as 12:00 horas.

Planta

Foram utilizadas as folhas frescas da C. sym-
podialis, provenientes do Horto de Plantas Me-
dicinais do LTF/UFPB onde foram previamente
identificadas. A exsicata da planta pode ser en-
contrada no Herbario do Departamento de
Botanica da UFPB, sob o cédigo: Agra 1456.

Preparacgéo do Extrato Hidroalcodlico
Bruto e Fracdo Aquosa das Folhas da
C. sympodialis

As folhas frescas da C. sympodialis foram se-
cadas em estufa e trituradas. A seguir, foram
submetidas a um processo de extragdo por ma-
ceracdo com 70% de etanol em &gua e concen-
tradas em rotavapor até a obtencdo do extrato
hidroalcodlico bruto (com aproximadamente
22% de rendimento), que foi mantido em desse-
cador sob refrigeracao até o seu uso.

Para obtencéo da fracdo aquosa (FAF), o ex-
trato hidroalcodlico seco foi dissolvido em 4gua,
filtrado e o volume conhecido foi desidratado
para determinar a concentracdo final da fracdo
aquosa das folhas (70%). Antecedendo os trata-
mentos, a FAF era preparada em quantidades
suficientes para administragdo em no maximo
24 h.

Determinacéo das doses da C. sympodialis
utilizadas nos experimentos

Um estudo anteriormente realizado determi-
nou, a partir de célculos baseados em infor-
mac0Oes sobre o uso popular da C. sympodialis,
gue a dose terapéutica humana de preparag6es
com essa planta é de aproximadamente 9,0
mg/kg/dia 4 Em nossa pesquisa as doses foram
determinadas através de célculos de progressdo
geométrica, baseados na portaria N° 116/96 da
SVS. Foram entdo utilizadas as doses de 9,0
mg/kg (uso popular), 45,0 mg/kg (cinco vezes a
dose de uso popular) e 225,0 mg/kg (25 vezes a
dose de uso popular), administradas por via oral
(v.0.).

Tratamento das ratas prenhes

O grupo controle foi tratado, por gavagem,
com o veiculo (4gua destilada 0,1 ml/100 g de
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peso animal) durante todos os dias da gestacéo.
Os grupos experimentais M1, M2 e M3 foram
tratados com a FAF, com as respectivas doses
de 9,0, 45,0 e 225,0 mg/kg (v.0.), durante todos
os dias da gestacéo.

Efeitos sobre a fertilidade das ratas

Ap06s o acasalamento dos animais, foram rea-
lizados esfregacos vaginais diarios, até detectar
a presenca de espermatozoides. Tal dia era con-
siderado o 1° dia de prenhez. As fémeas pren-
hes foram distribuidas aleatoriamente em grupos
controle e experimentais, contendo, em cada
grupo, um total de seis animais 57.

No 22° dia de prenhez as ratas foram pesa-
das e colocadas em caixas individuais, para
aguardar o nascimento dos filhotes. Foram re-
gistrados os seguintes parametros: a duracdo da
gestacdo, o ganho de peso da méde e o ndmero
de filhotes em cada ninhada. Padronizou-se,
quando possivel, um nimero de seis filhotes
por ninhada, sendo trés machos e trés fémeas 8.

Efeitos sobre o desenvolvimento da prole

Para acompanhar o desenvolvimento dos fil-
hotes, foram observados os seguintes aspectos:
peso dos filhotes: no 1°, 7°, 14° e 21° dia ap0Os o
nascimento; reflexo postural: no 1° 3° e 7° dia
pos-nascimento, onde cada filhote era colocado
sobre uma superficie plana em decubito dorsal
e medido, em segundos, o reflexo de endireita-
mento; dia de abertura dos olhos: observado a
partir do 7° dia do nascimento, sendo considera-
da, a abertura, o deslocamento parcial da fissura
palpebral em pelo menos um olho; dia de andar
adulto: observado a partir do 8° dia do nasci-
mento, sendo o dia em que o filhote ambulava
sem arrastar as patas traseiras e sem encostar o
ventre no chao; ocorréncia de malformacgdes: ao
nascimento e durante o desenvolvimento dos
filhotes, quando foram examinados para investi-
gar a possivel presenga de malformacdes, visi-
veis & simples inspec¢éo 1.

Andlises estatisticas

Os dados obtidos foram analisados estatisti-
camente por Andlise de Variancia (ANOVA) de
uma via seguida do teste de Dunnett, ou teste
de Tukey com multiplas compara¢fes. As andli-
ses estatisticas ndo-paramétricas foram realiza-
das pelo teste de kruskal-Wallis, sequido do
Teste de Dunn. Os gréficos foram construidos
utilizando programa GraphPad Prism.



RESULTADOS E DISCUSSOES

A exposicdo materna a varios xenobidticos
durante a gestacdo pode causar neurotoxicidade
no desenvolvimento e/ou ainda anormalidades
no comportamento dos recém-nascidos que po-
dem persistir durante toda a sua vida 1112, pois
0 SNC durante o seu desenvolvimento pode ser
especialmente susceptivel aos efeitos toxicos
dos xenobidticos 1314, Pode-se tomar como
exemplo de substancia neurotoxica a heroina,
agente comprovadamente anorexigeno que, em
um estudo experimental, diminuiu a ingestdo
maternal de alimento, o consumo de agua e o
ganho de peso de ratas prenhes e, também, o
peso dos filhotes ao nascimento sem, entretanto
afetar o tempo de duragdo da gestacdo 15. Du-
rante 0s nossos experimentos, o tempo de ges-
tacdo, o ganho de peso das mées e 0 numero
de filhotes presente em cada ninhada, mostra-
dos na Tabela 1, ndo apresentaram valores esta-
tisticamente significativos, quando comparados
aos do grupo controle, o que pode indicar que
o tratamento com o extrato da C. sympodialis
nédo exerca efeitos prejudiciais sobre a fertilida-
de das ratas.

Muitos estudos vém sendo realizados nas
areas de fertilidade e teratogenicidade. Numa
avaliacao teratogénica em ratos realizada com o
extrato aquoso das sementes da Butea monos-
perma, no caso onde a prenhez foi mantida,
ocorreram diversas malformac¢des como caudas
defeituosas, fendas palatinas e costelas ndo ossi-
ficadas 6. Em nossa pesquisa, a prole resultante
das ratas tratadas com a FAF, em todos os gru-
pos (M1, M2 e M3), ndo apresentou, ao nasci-
mento e durante o desenvolvimento, malfor-
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macdes ou anomalias estruturais externas per-
ceptiveis a simples inspecdo (dado ndo mostra-
do). Assim, é possivel imaginar que a C. sympo-
dialis ndo causa malformacdes, o que parece ser
mais um ponto positivo ao desenvolvimento do
fitoterapico. Contudo, alguns testes histologicos
deverdo ser realizados, verificando, microscopi-
camente, a constituicdo dos 0Orgdos toracicos e
abdominais, bem como as altera¢fes 6sseas dos
fetos retirados por cesariana.

O dia de abertura dos olhos, considerado
um parametro fisioldgico, e o dia de andar adul-
to representam uma fase marcante no desenvol-
vimento fisico dos animais 17. No nosso trabalho
com a C. sympodialis, os valores dos grupos ex-
perimentais apresentados, na Tabela 2, ndo fo-
ram estatisticamente significativos em relagdo ao
controle, quanto ao dia de abertura dos olhos e
do andar adulto, o que nos levou a crer que a
administracdo da FAF, durante o periodo de
gestacdo das ratas, ndo causa atrasos na matu-
racdo fisica e no desenvolvimento dos filhotes.
Diversas outras investigacfes tém sido desenvol-
vidas no sentido de observar a interferéncia de
fatores diversos sobre estes parametros em estu-
do, a exemplo do trabalho onde foi observado
que a exposi¢do de ratas prenhes ao bromatam,
substancia largamente utilizada por atletas para
acentuar o desempenho muscular, acelera o
processo de abertura dos olhos da prole sem,
no entanto, interferir no dia de andar adulto dos
grupos experimentais 18.

No estudo da C.sympodialis, a exposicdo
pré-natal a FAF ndo parece interferir sobre o
ganho de peso dos filhotes em desenvolvimen-
to, pois, ocorreu um aumento progressivo do

PARAMETRO AVALIADO CONTROLE M1 M2 M3
Duracéo da Gestagdo (Dias) 23,0+ 0,0 22,8 +0,2 22,7 +0,2 22,6 £0,2
Ganho de Peso da Mée (g) 92,0 + 10,9 790+111 92,5+ 38,8 83,6 + 10,4

Numero de Filhotes por Ninhada 85+1,0 72124 88+1.2 10,0 £ 1,0

Tabela 1. Efeito do tratamento com a FAF sobre a fertilidade das ratas.

(média ( EP, n = 6 animais).

ANOVA de uma via/Teste de Dunnett

PARAMETRO AVALIADO CONTROLE M1 M2 M3
Dia de Abertura dos Olhos 15,2 +0,2 14,6 £ 0,3 153+0,1 153+0,1
Dia de Andar Adulto 141 +0,1 142+ 0,1 143 +0,1 145 +0,1

Tabela 2. Efeito do tratamento com a FAF sobre abertura de olhos e andar adulto dos filhotes. Teste de Krus-

kal-Wallis/Teste de Dunn (média + EP, n = 24 animais).
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Figura 1. Efeito do tratamento com a FAF sobre o
peso dos filhotes. ANOVA de uma via/Teste de Tu-
key (média ( EP, n = 24 animais).

peso durante a fase observada, porém nao sig-
nificativo em relacdo ao controle (Figura 1). Em
estudo semelhante realizado com a Maytenus
ilicifolia houve uma diminuicéo estatisticamente
significativa do peso dos filhotes das ratas trata-
das com a maior dose, na ocasido do nascimen-
to. Entretanto, esta diferenca de peso néo se
manteve no sétimo, décimo quarto e vigésimo
primeiro dia apds 0 nascimento 10,

Em nossa pesquisa, o efeito do tratamento
com a FAF em ratas prenhes sobre o reflexo
postural dos filhotes dos grupos M1, M2 e M3
nédo foi estatisticamente significativo (P>0,05),
tanto quando comparados com o grupo contro-
le (Figura 2). O reflexo medular de endireita-
mento é um dentre varios reflexos relativamente
complexos que estdo associados a postura, 0s
quais sdo parcialmente integrados na medula. A
substancia cinzenta da medula é uma zona de
integracdo para os reflexos medulares e outras
funcdes motoras 9. O reflexo postural é consi-
derado pleno quando o animal retorna imedia-
tamente & sua posicdo normal sobre as quatro
patas 8. Em nossos estudos, 0s animais prova-
velmente atingiram a completa maturagdo das
referidas estruturas envolvidas com as funcgfes
motoras de reflexo medular, a partir deste séti-
mo dia. Ao investigar dos efeitos da exposi¢cdo
pos-natal de ratas ao amitraz, diferencas signifi-
cativas foram observadas entre 0os grupos con-
trole e experimental sobre o reflexo postural
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Figura 2. Efeito do tratamento com a FAF sobre o
Reflexo Postural dos Filhotes. ANOVA de uma
via/Teste de Tukey (média + EP, n = 24 animais).

dos filhotes no terceiro e quarto dia ap6s o nas-
cimento 8. Um estudo foi realizado sobre a ex-
posicdo ao acido retindico durante o periodo
gestacional, onde o tratamento com esta droga
durante os dias 11 a 13 do periodo gestacional
de ratas prejudicou significativamente o reflexo
de endireitamento dos filhotes, nas duas linha-
gens testadas, quando comparado aos grupos
controle 20,

CONCLUSOES

Os dados apresentados neste estudo pré-cli-
nico confirmam a seguranca do uso da C. sym-
podialis, em doses terapéuticas, por via oral, du-
rante todo o periodo gestacional de ratas. Con-
tudo, testes complementares deverdo ser realiza-
dos, enfocando principalmente, investigacdes de
embrio e fetotoxicidade, visando dar maior su-
porte para a realizacdo dos estudos clinicos.
Com base na legislacdo vigente, os estudos far-
macolégicos e toxicoldgicos pré-clinicos realiza-
dos com a C. sympodialis servirdo como etapa
para a futura regulamentacdo desta planta como
um medicamento fitoterapico novo, o qual po-
deré servir de referéncia para similares.
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