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Avaliacao toxicologica do extrato acetato de etila de
anthelmia Linn, em ratos e camundongos
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Toxicological evaluation of an ethyl acetate extract of
Linn in rats and mice

Spigelia anthelmia
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Resumo

O extrato acetato de etila de Spigelia anthelmia (EASa) mostrou formalmente ser altamente eficaz contra o desenvolvimento
larvar e a eclos&o de ovos de Haemonchus contortus, um importante parasito de ruminantes, in vitro. A DL, e a DL, de EASa
foram administradas subcrdnica e cronicamente pela via oral em ratos wistar e o perfil bioquimico foi comparado antes e apds
cada tratamento e com veiculo. Vérios érgaos foram coletados e processados para andlise histopatologica. Os parametros
hematolégicos foram avaliados antes e depois da administracdo de EASa durante 30 dias. E os efeitos do EASa administrado
pela via oral durante o periodo embriogénico ou organogénico a camundongas gestantes foram estudados. Os efeitos diretos
de EASa, in vivo, foram calculados na pressado sangiiinea arterial média e no eletrocardiograma (ECG), e in vitro no coragao
isolado e no atrio isolado de ratos. A administracdo de EASa nao afetou qualquer parametro bioquimico, hematolégico ou
reprodutivo estudado. EASa induziu um efeito hipotensivo de curto prazo em ratos normotensivos sem qualquer alteracéo
concomitante nos parametros do ECG. As maiores doses de EASa induziram uma significante diminuicdo da amplitude de
contracdo do coracao e atrio direito. EASa é desprovido de toxicidade significante e tem leves efeitos no sistema cardiovascular.
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Abstract

Ethyl acetate of Spigelia anthelmia (EASa) was formely shown to be effective against larval development and egg hatching of
Haemonchus contortus, an important ruminant parasite, in vitro. The calculated LD, and LD, of EASa were administered
subchronically and chronically by oral route to Wystar rats and the serum biochemical profile was compared before and after
treatments and with the control. Several organs were collected and processed for histopathological examination. Hematological
parameters were evaluated before and after administration of EASa during 30 days. The effects of EASa administered by oral
route during the embriogenic or organogenic period to pregnant mice were studied. The direct effects of EASa, in vivo, were
evaluated on mean arterial blood pressure (MAP) and electrocardiogram (ECG), and in vitro on the isolated heart and atria of
rats. The oral administration of EASa, did not affect any of the biochemical, hematological or reproductive parameters. EASa
induced only a short-term hipotensive effect in normotensive rats, without any concomitant alteration in ECG parameters. The
higher doses of EASa induced a significant decrease in the contraction amplitude of the isolated heart and in the right atria. The
EASa is devoid of systemic toxicity and has slight effects on the cardiovascular system.

Keywords: Spigelia anthelmia, systemic toxicity, rats and mice.

informagdes escassas com respeito ao seu perfil toxicolégico
estdo disponiveis. Braga (1976) e Basilio et al. (2001) reportam
gue esta espécie é letal para bovinos e induz émese e

Introdugéo

Spigelia anthelmia é uma erva da familia das loganiaceas

conhecida no Brasil como “erva-lombrigueira” e é utilizada no
Nordeste do Brasil por suas reputadas propriedades anti-
helminticas. Estudos prévios mostram que o extrato aquoso
e extratos organicos desta planta inibem a ecloséo de ovos e
o desenvolvimento larvar de Haemonchus contortus, o mais
importante parasito gastrintestinal de ruminantes do nordeste
do Brasil (Batista et al, 1999; Assis, 2000). Entretanto, somente

convulsGes em animais monogastricos. Alguns autores
relatam o isolamento de alcaldides quaternarios nesta
espécie e caracterizaram suas atividades cardiodepressoras
em musculo papilar isolado de porquinhos-da- india (Wagner
et al., 1993; Achenbach et al., 1995; Hibner et al., 2001).
Camurcga-Vasconcelos (2002) avaliaram os efeitos
neuromusculares e a toxicidade aguda de um extrato acetato
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de etila de Spigelia anthelmia (EASa) relatando que esta planta
induz paralisia ténica in vivo, diminui a amplitude de contracédo
e aumenta o ténus de musculos esqueléticos in vitro.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a toxicidade sistémica e
reprodutiva de extrato acetato de etila de Spigelia anthelmia
(EASa) relativa a administragéo por um longo periodo pela via
oral e depois seus efeitos cardiovasculares agudos gerais. A
administrac@o de doses repetidas foi realizada com o objetivo
de avaliar os efeitos sistémicos de EASa tendo sido
mensurados pela variagcdo de parametros bioquimicos
especificos, status hematologico e estudo histopatolégico dos
6rgdos principais. O estudo reprodutivo foi realizado para
determinar a potencial embrioletalidade e os efeitos
organogénicos ou teratogénicos deste extrato. Os efeitos
cardiovasculares foram investigados in vivo na presséao
sanguinea arterial média (PAM) e no eletrocardiograma (ECG),
e in vitro em coracéo e atrio isolados perfundidos.

Material e métodos
Animais

Camundongos Albino Swiss e ratos Wistar, oriundos do
Biotério do Instituto de Biomedicina da Universidade Federal
do Ceara onde foram alojados, tendo livre acesso a agua de
bebida e alimentag&o (Fri-Ribe Laboratory Animals Chow O).
Os desenhos experimentais descritos aqui foram submetidos
ao comité de ética local e seguiu as normas para cuidado e
utilizagdo do Instituto de Saude Nacional dos Estados Unidos.

Preparacdo do extrato acetato de etila de S. anthelmia
(EASa)

A planta foi coletada no campus da Universidade Federal do
Ceara e a exsicata esta depositada no Herbario Prisco Bezerra
sob o nimero 24.470. As partes aéreas da planta sofreram
extracdo com etanol e submetidas a cromatografia de coluna
a véacuo e eluidas com hexano, cloroférmio, acetato e metanol.
ApOs evaporacao, o extrato acetato de etila (EASa) foi suspenso
em TWEEN 80 a 3% em salina com objetivo de preparar
solugcOes estoque para os testes farmacoldgicos.

Toxicidade sistémica

Ratos Wistar de ambos os sexos, foram tratados pela via
oral, através de gavagem, durante 30 dias (subcronica). Os
animais foram divididos em trés grupos (n=10/grupo), dos
quais o primeiro e 0 segundo grupo receberam 73,4 e 147,3
mg/kg/dia de EASa, respectivamente, e o terceiro grupo
recebeu 1mL/kg/dia de salina + tween (controle). Estas doses
de EASa correspondem a DL, e DL, obtidas em estudos
prévios em camundongos Camurca-Vasconcelos (2002) e o
volume fornecido de veiculo corresponde ao maior volume de
extrato fornecido nos grupos anteriores, e foram empregados
no delineamento dos estudos de toxicidade subcrénica ou
cronica no que se refere a escolha de doses (Barros e Davino,
1996). Em outro experimento, os animais foram divididos em
dois grupos: o primeiro grupo recebeu a dosagem de 147,3
mg/kg/dia de EASa e o segundo grupo recebeu 1 mL/kg de
salina + tween (controle), sendo que estes animais foram
tratados durante 60 dias (toxicidade crénica) pela via oral,
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através de gavagem. Amostras de sangue foram coletadas
antes e apos o tratamento para determinagdo da concentracéo
sérica de uréia, creatinina, albumina, bilirrubina total,
bilirrubina direta e indireta, transaminase glutamica
oxalacética (TGO) e transaminase glutamica piravica (TGP)
que foram comparadas entre e dentro dos grupos. As
amostras de sangue foram coletadas do plexo infraorbital em
tubos com gel separador para soro (Vacuette, Sao Paulo,
Brasil) e centrifugadas a 3.000 g e as analises bioquimicas
foram realizadas com o uso de kits disponiveis
comercialmente (Labtest, Lagoa Santa, Minas Gerais, Brasil).
No final do periodo experimental, dos animais de todos os
grupos foram coletados coragdo, pulmao, figado, rins e baco,
que foram fixados em formol, processados e corados com
Hematoxilina-Eosina para analise histopatologica.

Toxicidade hematoldgica

Ratos Wistar do sexo feminino (n=6) foram tratados durante
30 dias pela via oral, através de gavagem, com 147,3 mg/kg/
dia de EASa. Apds este periodo, foi coletado sangue do plexo
infraorbital e preparados esfregagos rapidamente corados
com a coloragdo modificada de May-Griinwald-Giemsa para
estudos hematoldgicos. Os valores de contagem de células
sangiineas vermelhas, hemoglobina, hematdcrito,
concentragcdo de hemoglobina corpuscular média,
hemoglobina corpuscular média, volume corpuscular médio
e os valores de contagem total e diferencial de células
sangliineas brancas, obtidos antes e apés tratamento, foram
comparados.

Toxicidade Reprodutiva

Camundongos albinos Swiss, pesando entre 20-30g, com
idade em torno de 80-90 dias, foram distribuidos ao acaso
em caixas de polipropileno de 30 x 40cm (1 macho : 3 fémeas)
e observados toda manha para deteccdo do plug vaginal, como
diagndstico do dia zero de gestacéo, sendo que este método
de diagnoéstico apresenta 91 a 93% de estimativa de acerto
(Szabo et al., 1969; Champlin, et al., 1973). A medida que era
feita a comprovacgéo de gestacéo, as fémeas gestantes eram
randomicamente separadas e os tratamentos com 147,3mg/
kg de EASa ou salina + tween (0,1 mL/10g) iniciados, por via
oral através de gavagem. Em um dos experimentos, as fémeas
gestantes receberam EASa durante sete dias (n=9), que
corresponde ao periodo de implantagdo em ratas (Lemonica,
1996). Apés trés dias do término do tratamento, estas fémeas
foram sacrificadas, ap6s anestesia com éter e por
deslocamento cervical, e foi contado o niimero de locais de
implantacédo, pontos de reabsorcéo e corpos llteos, através
de observagédo macroscopica com o auxilio de uma lupa. Em
outro experimento, 147,3mg/kg/dia de EASa foi administrado
do 1° até o décimo quarto dia de gestagdo que corresponde
ao periodo de implantacdo e organogénico em ratas
(Lemonica, 1996), quando foi finalizado. As camundongas
foram sacrificadas, conforme citado anteriormente, no
vigésimo dia para a contagem de fetos vivos, pontos de
reabsorcdo e corpos liteos e observacdo de anomalias
viscerais. Estes dados foram comparados para diferencas
estatisticas entre os animais tratados com EASa e salina +
tween (veiculo).



Efeitos cardiovasculares

Os efeitos de EASa no sistema cardiovascular foram avaliados
na pressao sanglinea arterial média (PAM) e coragdo e atrio
isolados de ratos. A PAM foi mensurada, em ratos wistar
normotensos anestesiados com pentobarbital sédico (50mg/
kg; i.p), diretamente através de uma canula implantada na
artéria carétida e conectada a transdutores de pressao (P23
Statham, Gould, Oxnard, CA, USA) com registros em fisiografo.
Os ratos foram impalados com eletrodos subcutaneos de
platina e o eletrocardiograma (ECG) monitorado
continuamente através de uma interface analégica digital
acoplada a um instrumento computadorizado para aquisi¢cdo
de dados (Axon Instruments, Union City, CA, USA) e
processados por Axo Scope 9.0. A seguir, as drogas teste
foram injetadas com bélus na veia jugular através de um tubo
de polietileno (PE20). Os efeitos de 0,3; 1; 3 e 10mg/kg de
EASa foram avaliados e comparados com a administracédo
isovolumétrica de salina + tween (controle negativo) e 40mg/
kg de acetilcolina (controle positivo). Em outra série de
experimentos, os efeitos desta mesma variacdo de doses
foram analisados em coracao de rato perfundido. Os coragfes
foram isolados de ratos Wistar e perfundidos via aorta a um
fluxo constante (10mL/min) com uma solugdo modificada de
Krebs-Henseleit (SKH) aerada com 95% de O, em 5% de
CO,. A SKH estava composta por (mM):166 de NaCl; 4,75 de
KCI; 1,2 de MgSO,; 1,2 de NaH,PO,; 25 de NaHCO,; 0,45 de
CaCl, e 11 de glicose d glucose, modificada pela adi¢éo de
1mg/ml de acido ascérbico e dietilestilbestrol. Finalmente, os
atrios foram isolados de ratos Wistar com o objetivo de estudar
os efeitos de EASa na frequéncia e for¢ca de contracéo
separadamente. A atividade mecanica espontanea do atrio
direito foi avaliada sob condi¢cdes de controle interno (antes
da administracdo de drogas) e depois com a adi¢cdo de 1, 3,
10, 30 e 100 mg/mL de EASa ou veiculo isovolumetricamente.
Por outro lado, a atividade mecanica do atrio esquerdo
estimulado eletricamente (pulsos de onda quadrada
submaximais, 2Hz e 5 ms) foi estudada sob o mesmo
protocolo. A freqiiéncia dos batimentos espontaneos do atrio
direito e a amplitude de contracdo do atrio esquerdo foram
expressos como percentagem do controle interno (antes da
administracdo de EASa) e comparados com os tecidos
tratados com salina (controle negativo).

Anadlise estatistica

Os dados foram reportados como média * erro-padrdo da
média (EP) de pelo menos cinco observagdes. A variagdo das
observacgdes e o intervalo de confianca de 95% foram
apresentados para os dados bioquimicos e hematolégicos. A
comparacao entre os grupos foi determinada pela analise de
varianca ANOVA seguida do teste de Tukey com o nivel de
significAncia estabelecido em 5%. Quando apropriado o teste
t de Student foi aplicado para avaliar diferencas dentro
(pareado) e entre (ndo-pareado) os grupos. A CE,, definida
aqui como a dose requerida para produzir metade do efeito
maximo, foi calculada com os correspondentes 95% de
intervalo de confianca pelo Graph Pad Prism Software. Os
dados foram processados inferéncia descritiva e estatistica
pelo Graph Pad Prism software versdo 2.0 for Windows.
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Resultados

A administracdo de EASa em doses correspondentes a DL,
ou DL,, ndo causou alteragbes significantes no
comportamento padrao dos animais quando comparados
com os animais tratados com salina. Os animais tratados
com EASa, no experimento cronico, até tiveram um aumento
liquido no ganho de peso corporal, que foi maior que o do
grupo controle tratado com salina (37,2 +7,5% vs. 56,5 + 7,47;
p<0,05). Os parametros bioquimicos analisados ndo foram
notavelmente afetados pelos protocolos de tratamento usados
(Tabelas 1 e 2). Os perfis séricos dos varios marcadores nao
foram alterados quando comparados com o controle interno,
i.e., os valores obtidos antes dos tratamentos ou com 0s
grupos tratados com salina. A andlise histopatolégica ndo
revelou altera¢des na estrutura padréo dos tecidos estudados.
Por isso, a administragdo da DL, e DL,, de EASa a ratos
durante 30 ou 60 dias ndo induziu manifesta¢fes significantes
sistémicas de toxicidade.

Similarmente, os perfis hematolégicos de seis ratos nao
foram afetados, exceto pelo valor de VCM, que foi significante
maior no grupo tratado (66,5 + 1,6 fl. vs. 89,8 + 1,2, p<0,001)
(Tabela 3).

Apoés sete dias recebendo oralmente a DL,, de EASa, o
namero de locais de implantagéo no décimo dia de gestagéo
nao foi significantemente diferente (7,7 £ 1 vs. 8,6 + 1,5) quando
comparado com os animais tratados com salina. O namero
de corpos liteos permaneceu inalterado, sendo 8,6 + 0,6 para
0 grupo tratado com EASa e 10,3 £ 0,6 para o grupo tratado
com salina. Similarmente, o grupo tratado com EASa do 1° ao
14° dia de gestagdo ndo mostrou diferencas quando
comparado ao grupo tratado com salina para fetos vivos. O
numero de fetos vivos foi de 8,2 + 0,6 no grupo tratado com
EASa e 7,2 £ 0,5 no grupo tratado com veiculo (Figura 1). A
avaliacdo macroscopica dos fetos ndo mostrou qualquer
alteracd@o externa ou visceral.

A administragao intravenosa de baixas doses de EASa induziu
um pequeno aumento na PAM equivalente aquela obtida apds
injecdo isovolumétrica de veiculo. A maior dose usada (10mg/
kg) diminuiu a PAM com inicio rapido e de curta duracéo (<1
min). Este efeito ndo foi equivalente & diminuicdo induzida por
1mg/kg de acetilcolina, usada como controle positivo (20,4 *
10,5 mmHg vs. 56,6 + 9,7 mmHg, respectivamente) (Figura
2). Além disso, este efeito da EASa na PAM nao foi
acompanhado por uma alteragéo significante na freqiiéncia
cardiaca ou nos parametros eletrocardiograficos estudados
(Figura 3 e Tabela 4). A frequéncia cardiaca antes da
administracdo de EASa foi de 333,8 + 28,9 e, apds a maior
dose usada (10mg/kg), a freqiiéncia variou para 322,3 + 28,1
batimentos por minuto (p>0,05).

A administragdo de EASa como bodlus em injecdo até 10
mgnao foi capaz de induzir alguma alteragdo na freqiéncia
dos batimentos espontaneos do coracéo isolado (Fig. 4). A
frequiéncia variou de valores do controle de 162,6 + 18,1 para
176,2 (6 = 0,7% de variagdo). Similarmente, a frequéncia da
atividade espontanea mecanica do atrio direito (Fig. 5) nao foi
alterada apos adigdo cumulativa de EASa ao meio do banho
até 100mg/mL (452,5 + 54,9 para 407,5 £+45,7-99+25 %
de variagdo).
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Tabela 1: Parame-
tros bioquimicos
de ratos Wistar
antes e depois do
tratamento por 30
dias com 73,3mg/
kg/dia (DL,) de ex-
trato acetato de
etila de Spigelia
anthelmia (EASa)
ou 150mg/kg/dia
(DL,,) de EASA ou
veiculo

Tabela 2: Parame-
tros bioquimicos de
ratos Wistar antes e
depois de trata-
mento oral durante
60 dias com 147,3
mg/kg/dia (DL,,)
com extrato acetato
de etila de Spigelia
anthelmia (EASA)
ou veiculo.

Parametros Bioquimicos / Toxicidade Subcronica

Tabela 3: Parame-
tros hematoldgicos
de ratos Wistar an-
tes e depois de tra-
tamento oral com
147,3mg/kg/dia
(DL,,) de extrato
acetato de etila de
Spigelia anthelmia
(EASA) ou veiculo.

Grupos Albumina Uréia Creatinina TGO TGP Bilirrubina  Bilirrubina Bilirrub.
Total Direta Indireta
Controle 3.03+0.62 44+3.1 0.45+0.03 50.5+1.7 15.1+1.4 0.18+0.03 0.04+0.004 0.11+0.03
(n=10) (n=10) (n=10) (n=8) (n=7) (n=10) (n=7) (n=7)
Veiculo 3.8+0.18 40.3£3.0 0.41+0.011 46.9+2.05 17.0+1.0 0.17+0.019 0.03+0.003 0.14+0.06
(n=9) (n=9) (n=9) (n=9) (n=9) (n=9) (n=9) (n=9)
Controle  3.15+0.12 43.9+2.3 0.42+0.015 42.8+2.4 15.0+1.7 0.18+0.017 0.05+0.017  0.13+0.02
(n=10) (n=9) (n=9) (n=8) (n=8) (n=9) (n=8) (n=8)
EASa 4+0.17 41.0£3.4 0.44+0.016 43.5+2.8 16.4+1.5 0.1840.017 0.04+0.007 0.13+0.015
DL (n=10) (n=10) (n=10) (n=10) (n=10) (n=9) (n=9) (n=10)
Controle 3.44+0.11 48.1+1.8 0.4+0.023 40.5+1.2 16.1+1.7 0.17+0.021 0.05+0.006 0.15+0.02
(n=10) (n=10) (n=9) (n=10) (n=10) (n=10) (n=7) (n=6)
EASa 3.9+0.13 45.7+2.5 0.44+0.026 43.4+15 144409 0.16+0.013 0.05+0.010 0.10+0.019
DLio (n=10) (n=10) (n=10) (n=10) (n=10) (n=9) (n=10) (n=10)
Parametros Bioquimicos / Toxicidade Cronica
Grupos Albumina Uréia Creatinina TGO TGP Bilirrubina  Bilirrubina  Bilirrubina
Total Direta Indireta
Controle 2.98+0.24 37.5+2.19 0.38+0.02 42.9+3.9 15.5+1.4 0.16+0.03 0.03+0.007 0.10+0.014
(n=5) (n=5) (n=5) (n=5) (n=5) (n=5) (n=3) (n=3)
Veiculo 3.3%0.14 57.7+2.9 0.5+0.077 46.6+1.1 17.3+t2.9 0.17£0.012 0.05+0.014 0.12+0.027
(n=6) (n=5) (n=5) (n=5) (n=5) (n=5) (n=5) (n=5)
Controle 3.35+0.13 47.7x3.5 0.4+0.012 43.3+2.2 17.3+2.0 0.17+0.017 0.04+0.003 0.12+0.02
(n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=6) (n=6)
EASA 3.2+ 0.16 56.1+1.9 0.46+0.026 51.3x1.5 20.6+2.2 0.2+0.022 0.04+0.004 0.16+0.020
(n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8)
PARAMETROS Dia Zero 30 dias apds tratamento com EASA
Média + EP IC (95 %) Média + EP IC (95 %)
Hemacias (mm?®) 6875000 + 188900  6389000-7361000 6250000-176500 5796000-6704000
Hemoglobina: g/dL 14.63 + 0.61 13.06 — 16.21 14.97 £ 0.30 14.20 - 15.74
Hematécrito: % 45.33 £ 0.56 43.90 — 46.77 48.17 £ 0.54 46.77 — 49.56
VCM (fl) 66.50 + 1.65 62.26 — 70.74 89.83 + 1.17 86.83 —92.83
HCM (pg) 21.17 £ 0.75 19.24 — 23.09 24 +0.82 21.90 - 26.10
CHCM (%) 32.17+1.11 29.32 - 35.62 31.17+0.48 29.94 —32.39
Leucécitos 18950 + 2032 13730 - 24170 10880 + 1271 7616 - 14150
Neutréfilos 4901 + 590 3383 - 6416 2183 + 321 1757 - 3008
Bastonetes 23.30 £ 15.68 -12.18 £ 58.78 0 0
Segmentados 4881 + 588 3370 - 6392 2183 + 321 1757 - 3008
Eosinofilos 522 + 84.82 304 - 740 253+84.5 36.05-470.3
Basofilos 0 0 0 0
Linfécitos 13280 + 2040 8034 - 18520 8307 + 988 5766 - 10850
Mondcitos 250+ 41.4 143 - 356 109 + 12.7 76.2 -141
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Tabela 4: Efeitos
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DOSE

P(A-D)

QRS (A - D)

T(A-D)

Veiculo

EASa 1 mg/kg
EASa 3 mg/kg
EASa 10 mg/gk

0.14 £ 0.03- 16.1+1.3
0.138+0.05-16.0+1.3
0.143 + 0.04-23.4+2.7
0.151 + 0.06-22.5+1.8

2.21+0.6-28.2+2.8
2.12+0.43-24.6+2.3

2.1+0.36-30.6%3.1
1.79+0.26-39.5+3.6

0.47+0.036 - 33+2.8
0.51+0.06 - 34+3.1
0.47+0.036 - 35+2.1
0.47+0.036 - 35+2.1

*INTERVALOS (ms) — **SEGMENTOS (ms)

do extrato acetato PR QT (ms) QTe R R (ms) ST (ms)
de etilade Spigelia <53 3,47 ++31.4+2.4 79759 5.3+0.62 2351+ 215 43637
anthelmia (EASa)
nos parametros *51.5+3.8—** 26.6+1.9 77.3+4.7 5.02 £ 0.63 236.7+22.4 45.1+3.8
eletrocardiograficos ~ *51.5+3.8-** 32.2+2.3 73347 5.33+0.63 235.1 + 20.4 427+2.8
ggdroastos aneste- *52.3+3.6—** 30.6+2.1 73.3+4.7 471 +0.53 242.4 £ 23.7 43.5+3.4
A = amplitude em milivolts (mv); D = duracdo em milissegundos (ms); QTc = intervalo QT corrigido
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extrato acetato se etilade Spigelia anthelmia (EASa) e salina (controle)
durante os sete (la) e os 14 (1b) dias iniciais de gestagdo em
camundongas.

O EASa induziu um decréscimo significante na amplitude de
contragcdo do coragéo perfundido isolado (Figura 6) e na ampli-
tude da atividade mecanica de atrio esquerdo eletricamente
estimulado (FigUR 7). As inje¢cdes de EASa em bolus nas doses
0,3; 1; 3 e 10mg reduziram a amplitude de contracéo do coragao
para 11 +2,3%, 23+ 6%, 33 + 7% e 64 + 11% (p <0,05 vs. veiculo),
respectivamente (Figura 6). A CE,, para este efeito foi de 7,5mg
[5,5-9,5]. Similarmente, a incubacéo do atrio esquerdo estimulado
eletricamente com 30 e 100mg/mL reduziu a amplitude de
contragdo em 30,6 = 11,9% e 55,4 + 12,7%, respectivamente
(Figura 7). A CE_, para esta redugéo da amplitude no atrio
esquerdo foi de 48,3 mg/mL [12,1-194,2].
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Figura 3: Tracado original representativo do efeito do extrato acetato
de etila (1 — 10 mg/kg) de Spigelia anthelmia sobre parametros
eletrocardiograficos de ratos anestesiados.
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(EASa) injetado em bolus via aorta na freqiéncia de contragdes do
coracgao isolado.

Os dados séo apresentados como média + erro-padrédo da média. *p<0,05.
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Figura 5: Efeito de 0.1, 0.3, 1, 3 e 10mg/kg do extrato acetato de etila
(EASa)de Spigelia anthelmia sobre a freqiiéncia de contra¢fes do atrio
direito. Os dados sdo apresentados como média + erro-padrdo da média.

1004
m EASa

a4 Veiculo

— 5

N o ©
e 2 2

Amplitude (% Controle)

N
@

o

0.1 1 10
EASa (mg/bolus)

o
o
s

Figura 6: Efeito da adi¢éo de 0.1, 0.3, 1, 3 e 10mg/kg de extrato acetato
de etila de Spigelia anthelmia (EASa) em boélus na amplitude de
contragdo do coragdo isolado de rato comparado com tecidos tratados
com veiculo, isovolumetricamente. Os dados sé@o apresentados como
média + erro-padrdo da média. *p<0,05.
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Discussao

As partes aéreas de S. anthelmia sdo amplamente usadas
na medicina popular do Brasil como anti-helmintico. A eficacia
de alguns extratos organicos foi validada, in vitro, por Batista
et al. (1999) e Assis (2000). Porém, ndo existem relatos
cientificos sobre a seguranga ap6s administracdo aguda ou
prolongada. Recentemente, Camurcga-Vasconcelos (2002)
relatou seus efeitos agudos em camundongos e pintos e sua
atividade blogqueadora neuromuscular levando a paralisia
ténica.

O presente estudo revelou que a administragdo até 60 dias
de uma dose correspondente a DL, ndo afetou qualquer
parametro bioquimico, hematolégico ou reprodutivo estudado.
A excecao a esta declaracdo é uma leve alteragdo nos niveis
de TGO observada nos grupos tratados com 147,3mg/kg de
EASa. Contudo, o aumento nos niveis séricos de TGO (de
43,3+2,2 mg/dL para 51,3+1,5 mg/dL; n=8; p<0.05), apesar
da diferenca estatisticamente significante, € de pequena
significancia clinica. Realmente, o nivel obtido apo6s o
tratamento estava dentro da variacao de valores de referéncia
para esta espécie (Mitruka e Ramsley, 1977; Shanker et al.,
2002) e dentro da variac@o dos valores controle obtidos em
animais normais antes do tratamento (28,5-58,2mg/dL)
(Tabela 3). O aumento de TGO né&o foi acompanhado por
nenhuma alteracdo em TGP, bilirrubina ou albumina e pode
refletir uma variagcdo fisiolégica antes do que uma
manifestagdo toxicologica. Mesmo assim, longos periodos
de administracdo necessitam ser realizados para esclarecer
se esta alteragdo é uma manifestacao inicial toxica ou
somente uma flutuagcdo normal sob a variacéo fisioldgica.
Além disso, uma vez que EASa esta sendo testado para sua
eficacia anti-helmintica para nematédeos gastrintestinais e
para sua seguranca com relacdo ao hospedeiro, o periodo
de administracéo é suficiente para atestar que este extrato é
imparcialmente seguro para administracdo oral em protocolos
com dosagens simples ou repetidas como proposta
terapéutica até o limite da DL

A contagem de células vermelhas do sangue também foi
normal apos tratamento durante 30 dias com EASa e nenhuma
alteracao foi observada no hematocrito ou valores de
hemoglobina. As plaquetas também permaneceram



inalteradas em namero e forma. Por isso, a administracdo
por longo prazo de EASa é improvavel causa de danos diretos
nas células sangiliineas, na medula 6ssea ou de
anormalidades na absorgéo ou incorporacdo de nutrientes
necessarios para a eritropoiese, pelo menos num grau
suficiente para causar anemia. Similarmente, a administracéo
durante 30 dias de EASa nao causou efeitos significantes na
contagem total ou diferencial das células sangiiineas da
linhagem branca. Assim, estes efeitos ddo suporte a falta de
efeitos toxicos induzidos por EASa diretamente nas células
sangliineas e nenhum dano direto a medula 6ssea. Além do
mais, uma atividade imunodepressora deste extrato é
também improvavel.

Em outros aspectos, a faléncia na implantagdo embrionaria
pode ser relacionada com a exposicdo maternal a agentes
quimicos que podem interferir com este evento por diferentes
mecanismos. Isto inclui alteracdes morfolégicas no embrido
que interferem com a implantacdo ou promovem
embrioletalidade; modificacdo dos niveis hormonais, assim
interferindo com a implantagdo embrionaria; alteracdo das
condigbes uterinas necessarias para nidacédo, ou disturbios
no transporte tubareo, e conseqiente interferéncia com o
tempo correto de chegada do blastocisto no Utero (Cummings,
1990).

A administracdo de EASa no periodo de pré-implantacdo nao
induziu diminuicdo estatisticamente significante no nimero
de locais de implantacdo. Isto pode insinuar que o extrato ndo
afeta qualquer dos passos necessarios para nidacao e
implantacao dos embrides. Similarmente, a administracéo
de 147,3mg/kg de EASa durante o periodo organogénico a
camundongas prenhes néo afetou a taxa de concepcgéo
(embrioletalidade) e ndo causou malformacdes externas ou
viscerais (teratogenia).
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A administracdo de EASa (i.v) em bdlus ndo teve efeitos
significantes na pressao arterial média de ratos normotensos
anestesiados. A maior dose usada (10mg/kg) induziu um leve
efeito hipotensivo de inicio rapido e de curta duracdo com
pouco impacto hemodinamico. Além do mais, o extrato ndo
induziu um decréscimo concomitante na taxa cardiaca ou
alteracéo no perfil do ECG. Este ultimo efeito mostra que este
extrato ndo tem potencial arritmogénico.

Achenbach et al., (1995) relatam que um extrato de S.
anthelmia e a espigantina e outros compostos tipo rianodina
isolados desta espécie aumentam a laténcia da contragdo
de musculo papilar de porquinhos-da-india (atividade
cardiodepressora). Entretanto, o extrato acetato de etila de S.
anthelmia é desprovido de qualquer efeito na freqiéncia
espontanea dos batimentos em ratos e somente na mais
alta dose foi capaz de diminuir a amplitude de contragdo do
coracao inteiro isolado perfundido e a amplitude de contracdo
do atrio esquerdo estimulado eletricamente. Isto pode sugerir
que o efeito cardiodepressor encontrado no musculo papilar
de porquinhos-da-india (Hubner et al,. 2001) € irrelevante para
0 coragao inteiro e para a funcao isolada do atrio. Isto é mais
fortemente suportado pela falta de efeito significativo do EASa
na PAM ou nos parametros de ECG estudados.

A administrag&o por longo prazo da DL, ou DL, de EASa &
rigorosamente segura e € provavelmente desprovida de
toxicidade significativa. Além de tudo, os alcaldides tipo
rianodina que foram isolados desta espécie (Morais et al,
2002) podem ser responsaveis por sua reputada atividade
blogueadora neuromuscular (Camurg¢a-Vasconcelos, 2002)
e 0 uso desta planta em triagens clinicas de caprinos ou
outras espécies domésticas necessita ser precedida de
determinacé&o rigorosa de sua seguranga especifica e de uma
janela terapéutica.
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