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RESUMO
O objetivo deste trabalho foi determinar a possivel acao analgésica central e agéao

embriofetotdxica do extrato hidroalcodlico das folhas do Cissus sicyoides L. (CS)
em ratos e camundongos. Para a avaliacdo da analgesia foram utilizados os testes
da placa quente, imersdo de cauda, avaliacdo do efeito do CS através das
contor¢gbes abdominais induzidas pelo acido acético 0,8%, e o da administragao
diaria do CS por 30 dias, em camundongos, pelo método de imersdao da cauda
para avaliacdo de sua possivel tolerancia. Para todos os testes, exceto o de
contorgdes abdominais, também foi realizado o tratamento prévio com a naloxona
(2 mg/kg) (i.p.). Todos os testes apresentaram o efeito analgésico central induzido
pelo extrato, estatisticamente significante com p< 0,05. Nos grupos que receberam
tratamento prévio com a naloxona foi observado o bloqueio do efeito analgésico
induzido pelo extrato bem como pela droga padrao (morfina). Em relacdo a sua
acao embriofetotéxica foram avaliados os efeitos teratogénicos e de
desenvolvimento da prole. Apos a analise estatistica dos resultados pode-se
concluir que o extrato hidroalcodlico das folhas do CS apresentou uma atividade
analgésica central caracterizada pelo bloqueio de sua agéo pela naloxona e pelo
efeito de tolerancia. O extrato hidroalcodlico do CS também apresentou toxicidade
durante os periodos avaliados sendo desta forma inadequado para uso em fase
gestacional. Contudo, analises bioquimicas e hematoldgicas sao necessarias para
complementacao deste estudo.

Palavras-chave: Cissus sicyoides; analgesia; embriofetotoxicidade,

etnofarmacologia.
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6 ABSTRACT

The objective of the present work was to determine the possible central analgesic
and embryofetotoxic action of the hidroalcoholic extract of leaves of Cissus
sicyoides IL. (CS) in rats and mice. For the evaluation of the effect antinociceptive
the tests of the hot plate had been used, immersion of tail, evaluation of the effect
of the CS through in the method acetic acid 0,8% induced writhing, and of the daily
administration of the CS per 30 days, in mice, for the method of immersion of the
tail for evaluation of its possible effect of tolerance. For all the tests, except the one
of writhing, also were carried through the previous treatment with naloxone (2
mg/kg, i.p.). All the tests had presented the induced central analgesic effect for the
extract, statistics significant with p <5. In the groups that had received previous
treatment with naloxone was observed the blockade of the induced analgesic effect
for the extract as well as for the drug standard. In relation its embryofetotoxic
action had been evaluated the teratogenic effect and of development of the
offspring. After the analysis statistics of the results can be concluded that the
hidroalcodlico extract of leaves of the CS presented a effect antinociceptive central
characterized by the blockade of its action for naloxone and for the tolerance
effect. The hidroalcoholic extract of the CS also presented toxicity during the
evaluated periods being of this inadequate form for use during pregnancy.
However, analyses biochemists and haematology are necessary for

complementation of this study.

Key-words: Cissus sicyoides, analgesic, embryofetotoxic effects, etnofarmacology.
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1 INTRODUCAO

Precisa-se investigar o poder medicinal das plantas para confirmar um
efeito orientado popularmente, mas também para esclarecer orientagdes pouco

elucidativas de ordem popular.

As plantas sdo um verdadeiro laboratério, onde sintetizam-se substancias
que podem ter efeito, tanto benéfico como maléfico, para o organismo humano. A
utilizacao de chas pode ser, a principio, mais aceita do que a alopatia, mas precisa
haver um conhecimento prévio dos componentes desses chas, pois, a presenca
de inumeras substancias, neles contidas, pode produzir efeitos principalmente,
quando tomadas ao longo do tempo, embora a maioria dos efeitos seja benéfico

(ALMEIDA, 1993).

As substancias que encerram um preparo popular podem conter uma agao
sinérgica e, quando tomadas isoladamente n&o produzem efeitos, de onde advém
a grande vantagem dos chas. Mas essas ag¢des podem produzir ao longo do
tempo, efeitos ndo conhecidos, que assumem natureza téxica, a exemplo do
Confrei (Symphytum officinale), que € utilizado, popularmente, para inumeras
enfermidades, parecendo realmente ter um efeito terapéutico, mas quando
utiizado com muita frequéncia, apresenta efeitos toxicos para o organismo
humano e animal, tendo sido constatado céncer de figado em animais de

experimentacédo (HIRONO; HAGA, 1979).



Em Odontologia, situagdes onde o problema dor esta envolvido sao
acentuadas. A aplicabilidade dos analgésicos é inegavelmente de grande valia,
geralmente atuando como medicacdo de suporte, visto que o emprego de

analgésico constitui-se na chamada terapéutica sintomatica (ROCHA et al., 2004).

Existem varias espécies de plantas medicinais usadas na terapia de
diversas doengas. Uma delas é o Cissus sicyoides L. (CS) da familia Vitaceae,
também conhecida como cip6-puca, anil trepador, bejuco ubi, usada no Brasil para
diversos males tais como a epilepsia, derrames cerebrais, abscessos e,
principalmente, no tratamento da diabetes, uma doenca responsavel por sérias
complicagdes e que afeta um grande numero de pessoas em todo mundo (VIANA

et al., 2004; CANO; VOLPATO, 2004).

Para Beltrame et al. (2001), ha um amplo consumo da Cissus sicyoides
pela populagao brasileira. Este habito, incentivado pela midia, dentro da idéia “o
que é natural € bom/o que é sintetizado é ruim” tem incentivado a populagao a
empregar essa planta no tratamento do diabetes mellitus, facilitando o
desenvolvimento de complicagdes cronicas (hipertensao arterial,impoténcia sexual

etc.) que ocorrem em proporgao direta a ineficacia do tratamento.

Portanto, a pesquisa quimico-farmacoldgica das plantas se faz necessaria
pelo grande poder terapéutico que elas apresentam e, também, pela necessidade

de tornar-se posi¢cao independente no campo da industria farmacéutica. Além



disso, o conhecimento dos componentes dos chas mais utilizados irdo tornar a

terapéutica nacional mais acessivel a populagao pobre do pais (ALMEIDA, 1993).

Dessa forma é de extrema importancia a continuagdo da identificacdo do
perfil farmacolégico e toxicolégico do Cissus sicyoides (CS) como também, de
novas informacdes sobre o uso do extrato dessa planta para que se possa alertar
a populacao de possiveis efeitos colaterais/adversos com relacdo a toxidade e a
embriofetotoxidade, garantindo assim, seguranga no seu uso durante a fase de
gestacdo, bem como na identificagcdo de uma possivel agado analgésica central,
proporcionando desta forma o seu futuro como um fitoterapico, para utilizacdo em

Ciéncias da Saude, incluindo na Odontologia.
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2 REVISAO DA LITERATURA

Varios estudos farmacoldégicos tém demonstrado a acado de extratos
vegetais em diversas patologias induzidas experimentalmente em animais de
laboratoério, o que tem aberto perspectivas favoraveis no sentido de se ter nas
plantas uma grande fonte de substancias, que num futuro préoximo, poderao ter
emprego na terapéutica convencional (alopatia), através do isolamento e
identificacdo de principios ativos, para os mais variados males que afligem o

homem (CASTRO; FERREIRA, 2001).

O uso de plantas como agentes terapéuticos vem sendo muito intenso
principalmente devido aos efeitos colaterais de grande parte dos produtos
alopaticos existentes. Em geral, as pessoas tém tendéncia a supervalorizar as
plantas com base na citagao popular de que “tudo que é natural ndo faz mal”. No
entanto, tal afirmacao nao reflete a verdade, pois o conhecimento inadequado da
dose, da parte empregada, dos compostos existentes no extrato da planta pode
acarretar sérios problemas ao individuo (ABDULLAH et al., 1990; ALMEIDA,
1993). Além disso, é sabido que chas preparados a partir de plantas de uso
popular podem produzir sérios efeitos adversos em animais e em seres humanos
(HUXTABLE, 1980; SCHOENTAL, 1982). Esses e outros aspectos motivaram a
intensificacdo de pesquisas com plantas usadas na medicina popular,
principalmente visando esclarecer os possiveis efeitos toxicos, como também
utiliza-las in natura para as varias patologias inclusive as relacionadas com o

Sistema Nervoso Central (SNC), dentre elas a analgesia.



3.1 Dor e analgésicos opibides

A historia dos analgésicos de agao central teve seu inicio em 1806 com o
isolamento e identificacdo da morfina, que levou em seguida, a descoberta de
outros alcaldides do 6pio, como a codeina por Robiquet, em 1832, e a papaverina
por Merck, em 1848, promovendo uma revolugcédo no alivio da dor, controlada por
mecanismos centrais. Como existe grande dificuldade na sintese da morfina, a
droga ainda hoje é obtida do 6pio, extraida da papoula, Papaver somniferum

(PASTERNAK, 1993).

Considerando os diversos problemas que envolvem mecanismos centrais,
os inerentes a dor tém merecido uma especial atengcdo dos estudiosos da area,
em razdo de ser a dor, em muitos casos, o unico e destacado sintoma
apresentado em varias patologias de origem inicialmente desconhecida, € o seu
alivio podendo ser obtido de forma adequada por meios farmacolégicos, com os

agentes analgésicos (DUARTE, 2005).

O controle da dor no atendimento odontolégico é essencial para que o
profissional alcance seus objetivos. A dor é, ao lado do medo um dos principais
fatores responsaveis pelo comportamento do paciente frente ao tratamento. As
odontalgias embora consideradas somaticas superficiais (localizadas) e melhor
suportadas, muitas vezes, apresentam-se como dor profunda, mal localizadas,

associadas a nauseas, palidez, sudorese e podem ser referidas a outras areas e,



nessas condi¢oes, além de dificultar o diagndstico, constituem-se excegao a regra

(ROCHA et al., 2004).

A procura de novos opidides tem sido intensa nos ultimos anos, devido ao
fato de que os atuais representantes desse grupo, embora tendo comprovada
eficacia terapéutica apresentam intensos e preocupantes efeitos colaterais nos
seus usuarios, principalmente a tolerancia e a dependéncia, em decorréncia do

seu necessario uso continuo (ALMEIDA, 2002).

A morfina tem a capacidade de promover efeitos depressores e/ou
estimulantes que sao particularizados por uma série de alteragées no organismo,
produzidos em decorréncia de uma acgao direta nos receptores opidides do tipo p,
K € o, e de seus respectivos subtipos , e no trato gastrointestinal, induzindo a uma
mistura de efeitos estimulantes e depressores, cuja agao global é a diminuigdo da

atividade neuronal (DUTHIE; NOMO, 1987).

Entre os mais destacados efeitos depressores estdo: analgesia (u2),
sonoléncia, alerta mental diminuido (un e «), depresséo respiratoria (u2), aumento
da pressdo intracraniana (u¢), supressdo da tosse (u), peristalse intestinal
diminuida (p2), menor secregdo acida gastrica (u2 € «), inibicgdo do centro do
voémito (u4), diminuicdo da temperatura corporal (u1), diminuigdo da liberagédo do
horménio luteinizante e do hormoénio foliculoestimulante (u4) (SNYDER;

CHILDRES, 1979; DUTHIE; NOMO, 1987).



Considerando ser a depressdo do SNC a acado predominante dos
opidides, as vezes observa-se efeito sobre o Sistema Nervoso Autbnomo (SNA)
como a contricdo da pupila (miose), que tem grande importancia toxicologica, ja
que ajuda na identificacdo clinica de usuarios de heroina. Efeito este que é
revertido pela aplicacado oftalmica de escapolamina (SAWYNOK; SCHLICHTING,

1986).

Um segundo local de agao dos opidides € o trato gastrointestinal, local com
predominancia dos receptores (u e o), 0s quais tanto resultam em acgdes
consideradas uteis do ponto de vista terapéutico, quando podem produzir efeitos
colaterais indesejaveis, especialmente naqueles pacientes que necessitam do uso
por um periodo longo. Assim, pelo fato de produzirem constipagao intestinal, eles
sao eficazes no tratamento sintomatico da diarréia, onde ndo se observa nenhuma

acao de toleréncia para esse efeito (KOJIMA et al., 1974 ; KROMER 1988).

Quanto aos principais efeitos estimulantes os analgésicos opioides
apresentam; euforia (p¢), aumento da liberagdo de prolactina (u) e efeito
convulsivante (u¢) em doses altas. Por outro lado, a agdo decorrente do uso
prolongado desses analgésicos nos receptores p e k € responsavel pelo

desenvolvimento dos fendmenos de tolerdncia e dependéncia (PAN, 1998;

DRUMOND, 2000).



A tolerancia e a dependéncia representam as a¢des mais indesejaveis que
0s analgésicos opidides provocam no homem. A tolerancia se caracteriza pela
reducdo do efeito da droga devido ao seu uso continuo, ja a dependéncia é o
estado resultante da absorgdo periddica ou continua de certas substancias
quimicas (analgésicos, alucinégenos, hipnoéticos, psicolanalépticos) no qual o
individuo tem necessidade de uso continuo. A dependéncia pode ocorrer também
na forma cruzada, na qual drogas de diferentes classes quimicas podem reforgar a

dependéncia ou a abstinéncia (HURLE, GIRIGOLZARRI; VALDIZAN, 2000).

Estudos “in vivo” com animais demonstraram a participagdo de outros
neurotransmissores no desenvolvimento da tolerancia a morfina. O bloqueio das
acgdes do glutamato por antagonistas do receptor NMDA (N-metil D- aspartato) e a
glicina impede a tolerancia e a dependéncia (TRUJILLO e AKYL, 1991). Ja o 6xido
nitrico também tem participacao no efeito da tolerancia aos opidides, no entanto, o
bloqueio da sintetase do 6xido nitroso tem uma acgao inibitdria sobre o efeito da
tolerancia produzida pela morfina (KOLESNIKOV et al.,, 1994). Embora os
antagonistas dos receptores NMDA e os inibidores da sintese do 6xido nitrico
sejam eficazes sobre o efeito de tolerancia produzido pela morfina e os agonistas
o, eles apresentam pequeno efeito contra a tolerancia promovida pelo receptor «.
Estes efeitos podem ser revertidos parcial ou totalmente com seus respectivos
bloqueadores, e o efeito da tolerancia e da abstinéncia estdo intimamente
relacionados com a participagdo dos receptores o e « respectivamente (CRAIN;

SHEN, 1998).



Uma outra grande utilizagao clinica dos opidides tem sido seu uso como
agente pré-anestésico com a finalidade de produzir analgesia, sedagao, redugao
da ansiedade e ainda potencializar os efeitos dos anestésicos gerais. Os opidides
mais usados com esta finalidade sao a prépria morfina (opiaceo) e o fentanil

(hipnoanalgésico sintético) (DEWEY et al., 1997).

A naloxona e a naltrexona, alil derivados da oximorfona, sdo considerados
antagonistas puros e interagem com os trés tipos de receptores opiodides u, x, ©

(GUSTEIN; AKIL, 2001).

3.2 Modo de acdo da morfina e compostos opidides

Os opidides sdo usados em grande escala no tratamento da dor. Esse
grupo inclui a morfina (opiaceo), alcaléide natural extraido da Papaver sonniferum,
componente do Opio, os opidides semi-sintéticos, mas também os opidides
endogenos, que agem através dos receptores opidides com seus respectivos
subtipos p1, w2, 61, 02, K1, k3, € € 6 (DHAWAN et al., 1996; SATOH et al., 2000), os
dois primeiros sdo os mais importantes, estdo acoplados a proteina (Gj, ) de
ligacado ao trifosfato da guanosina, sensivel a toxina pertussis, onde produz sua
ativacdo e consequentemente reducdo na atividade da ciclase de adenilil,
resultando na queda da produ¢do do monofosfato de adenosina ciclico (AMPc),

além de bloquear a entrada de Ca*? para o meio intracelular e diminuir a sua saida



da célula, levando consequentemente a hiperpolarizagao celular através da saida

do ion K+ do meio intracelular (MILLAN, 1999; PRADO, 2001).

Segundo Woolf; Mannion (1999), os danos e as lesbes aumentariam a
sensibilidade dos receptores periféricos, sendo a base da hiperalgesia no local da
lesdo, produzindo um aumento na excitabilidade do corno dorsal da medula
espinhal e produzindo a liberagdo de neurotransmissores algicos (DUNNER,
1991). Esse conceito tem importancia clinica, pois se a excitabilidade dos tecidos
periféricos estiver diminuida parece também que a estabilidade do corno central

da medula e, portanto, o limiar da dor estara diminuido (WAAL, 1988).

Os sistemas envolvidos tanto nas vias nociceptivas aferentes quanto
antinociceptivas eferentes, apresentam diversos neurotransmissores
peptidérgicos, demonstrados até o momento, tais como, taquicininas, substancia
P, neurocininas (NK-2 e NK3), bombesina, colescistocinina (CCK), somatostatina,
galamina, encefalinas e dimorfina A, na regido onde os ganglios da raiz dorsal se
encontram com os corpos celulares dos neurbnios aferentes primarios,
sintetizando diversas substdancias com a acdo neurotransmissoras ou

neuromoduladoras durante o processo da dor (MENDELL, 1966).

Dentre esses neurotransmissores destacam-se a substancia P, o
glutamato, a neurocinina A, o peptideo relacionado com o gene da calcitonina
(CGRP), a colecistocinina (CCK), a nociceptina e o peptideo intestinal vasoativo

(VIP). Todas essas substancias produzidas no ganglio da raiz dorsal sdo capazes



de estimular as células espinhais nociceptivas. Os peptideos opidides endégenos
(encefalinas e dinorfinas), a somatostatina e a galanina sdo também produzidos
no ganglio da raiz dorsal, no entanto, possuem acao inibitéria nas células
nociceptivas espinhais, compreendendo principalmente a bombesina, o hormdnio
liberador da tirosina, o neuropeptidio Y, a neurotensina A, as neuromedinas B e C,
0 peptideo natriurético atrial e cerebral, o peptideo YY e a proctolina (WOOLF;

MANNION, 1999).

Os terminais dos nociceptores primarios periféricos (neurbénios aferente
primarios - NAPS) possuem receptores para a bradicinina (B>), prostaglandinas I,
e E», e opidides (u e o), histamina, serotonina, noradrenalina (p3,) e acetilcolina, os
quais séo liberadas durante o processo de lesao tecidual. A liberagdo do fator de
necrose tumoral (TNFa), se faz através da substancia P e da bradicinina durante o
processo de injuria tecidual. Além dos terminais espinhais dos neurénios aferentes
periféricos, neurbnios intrinsecos gabaérgicos, colinérgicos, encefalinérgicos e
liberadores da substancia P também foram encontrados na medula espinhal e
estdo envolvidos na modulagdo da entrada de estimulos nociceptivos (RANG et

al., 1991; WOOLF; MANNION, 1999).

3.3 Uso terapéutico das plantas medicinais

Tem-se no estudo das plantas medicinais através de métodos validados

pela literatura internacional, o estabelecimento de uma relagao racional entre o



uso das plantas medicinais e a cura das doencas por meio de substancias

bioativas obtidas através das plantas superiores (CASTRO; FERREIRA, 2001).

A interagdo entre estas duas situagbes ¢é alcancada quando os
pesquisadores, em busca de novos medicamentos, vao até a populagao e efetuam
levantamentos etnofarmacolégicos e/ou etnobotanico para realizagdo de seus
ensaios e comprovam ou nao a eficacia através de testes laboratoriais “in vitro”
e/ou “in vivo”. A medicina popular também se beneficia das técnicas elaboradas
pelos pesquisadores, aperfeicoando o método terapéutico com a adogdo de
praticas que procuram a melhor utilizacdo das plantas medicinais. As relagdes
entre o conhecimento popular e o cientifico podem ser enquadradas dentro de
uma mesma dialética. O conhecimento popular é fundamentado em bases
empiricas e em resultados praticos, que contribuem para a solugao de problemas
do cotidiano, contrapondo-se ao conhecimento cientifico, o qual se fundamenta
em teorias comprovadas experimentalmente através de métodos validados pela

comunidade cientifica (FARNSWORTH; BINGEL, 1997).

A busca de novos medicamentos obtidos a base de plantas representa a
esperanga mais concreta para pacientes que sofrem de graves doengas. Nesse
sentido a industria farmacéutica chega a investir em torno de 250 milhdes de
délares, de 10 a 20 anos na pesquisa e desenvolvimento de um novo

medicamento (FERREIRA et al., 1998; CALIXTO et al., 2000).



Estima-se que o numero de espécies de plantas seja superior as que foram
descritas até o momento seja de 250.000 a 750.000. Atualmente, apenas 119
substancias derivadas de plantas foram usadas para fins terapéuticos as quais
foram obtidas de cerca de 90 espécies. Destes, 119 compostos quimicos, 74%
tém o mesmo uso ou parecido com o das plantas empregadas na medicina
popular segundo Farnsworth e Bingel (1997). No Brasil, com cerca de 30% das
florestas tropicais do planeta, estima-se que existam entre 55.000 a 80.000
espécies vegetais s6 na Amazébnia brasileira, e menos de 2% delas foram

estudadas pelos pesquisadores até os dias atuais (FERREIRA et al., 1998).

Embora grande parte da populagdo recorra as plantas medicinais como
fonte para obtencdo do efeito analgésico que envolva mecanismo central, o
potencial que as plantas apresentam em produzir substancias com esse tipo de
acgao € quase inexplorado devido a grande diversidade de espécies existentes em
todo mundo (ALMEIDA, 2002). Dessa forma diversas pesquisas sao realizadas
anualmente com este com este fim, utilizando metodologias comportamentais, em
roedores, sendo que apenas algumas destas apresentam com possibilidades de

evoluir para um estudo clinico (CASTRO; FERREIRA, 2001).

3.4 Consideracdes sobre o Cissus sicyoides L.

O Cissus sicyoides L. (CS) é uma planta da familia das Vitaceae conhecida

popularmente como ‘Bejuco caro’, ‘Bejuco de parra’ ou insulina vegetal, Bejuco upi

(VIANA et al., 2004; CANO; VOLPATO, 2004). E encontrada na Flérida (EUA), nas



Antilhas e na América tropical, sendo que no Brasil concentra-se especialmente
nos Estados da Amazénia, Bahia, Ceara e Rio de Janeiro (ALMEIDA, 1993) e o
cha preparado a partir das partes aéreas é utilizado no tratamento de varias

patologias, como exemplo a diabetes mellitus tipo 2 (MORI et al., 2001).

No Brasil, o CS é utilizado pela medicina popular em diversas doengas,
como a epilepsia, derrame cerebral bem como um abcessos e no tratamento de
diabetes mellitus do tipo 2. Atividades antiinflamatérias e anti-reumaticas também

sdo atribuidas a planta (; MORI et al., 2001; VIANA et al., 2004).

Figura 1 — Folha do Cissus sycioides L.

O cha das partes aéreas do CS, também conhecido como cortina-japonesa,
uva brava e anil trepador é utilizado como antiinflamatério, antireumatico,

antiepiléptico, antihipertensivo, antitérmico e antidiabético (Silva et al., 1996).



No norte do Para, o CS é conhecido como insulina e o cha das partes
aeéreas ¢é utilizado como insulina e é utilizado no tratamento do diabetes mellitus
tipo 2, cuja prevaléncia alcanga 7% da populagdo acima de 40 anos. O uso
popular do CS ocorre concomitantemente ou em substituicdo ao tratamento

médico convencional (BELTRAME et al., 2001).

No entanto, Beltrame et al. (2001, 2002) em seus estudos n&o encontraram
uma atividade antidiabética do CS através da avaliagao da determinagao do indice
de glicogénio em ratos. Ja Garcia et al. (1997, 2000) demonstraram atividades
vasoconstrictora e antibacteriana. A acao antiinflamatéria também foi demonstrada
(GARCIA, 2000). Elisabetsky; Brum; Souza (1999) demonstraram a atividade

anticonvulsivante do 6leo essencial linalool extraido do CS.

Recentes pesquisas mostraram que o extrato aquoso do Cissus sicyoides
contraiu anéis adrticos de cobaias de modo dose-dependente. Os autores
concluiram que o extrato age em nivel da membrana, aumentando a entrada de
célcio bem como agindo no depdsito interno de célcio do reticulo endoplasmatico
(GARCIA et al.,, 1997). Em uma recente pesquisa, o extrato aquoso do Cissus
sicyoides mostrou um efeito antiinflamatério, determinado em um modelo de
carragenina induzindo edema de patas em ratos (modelo para inflamacéao geral), e
em edemas de orelhas de camundongos (modelo para inflamagéao tépica). Estes
autores também observaram uma diminuicdo no nivel de mieloperoxidase em

amostras teciduais da area inflamada (GARCIA et al., 2000).



Enquanto Saenz et al., (2000) demonstrou uma atividade citotoxica no
Cissus sicyoides contra células HEp-2. Porém, Lizama, Martinez; Perez (2000)
nao detectaram nenhuma atividade antiviral contra o virus da influenza tipo A,

nesta espécie de célula.

Medeiros et al.,, 2002a; Medeiros et al., 2002b afirmam que o extrato
aquoso do Cissus sicyoides apresenta uma atividade anti-nociceptiva
demonstrado através dos testes de contracbes abdominais induzidas pelo acido
acético, formalina e teste de placa quente em camundongos. Ainda segundo os
referidos autores o extrato aquoso do Cissus sicyoides também apresenta
propriedades anticonvulsivantes evidenciados nos modelos de convulsdes

induzidas pela estricnina.

3.5 Embriofetotoxicidade

Desde as mais remotas civilizagdes que se tem conhecimento vem sendo
registrada uma certa cautela durante a gravidez. Entretanto, até pouco tempo
atras, julgava-se estar o feto em local privilegiado, pouco exposto ao ambiente, as
vezes adverso, ao qual estdo submetidas as maes. O termo “barreira placentaria”
foi amplamente utilizado, mas vem a ser uma verdadeira contradicdo, uma vez

que, a maioria das drogas e das substancias lipossoluveis atravessam a barreira

facilmente. (NIEBYL, 1983).



Muitas drogas ou produtos quimicos podem ser causadoras de
malformagdes congénitas, sendo chamados entdo de teratégenos. As drogas
variam consideravelmente em sua teratogenicidade. Algumas podem causar
malformacgdes severas, se administradas durante o periodo organogénico, como,
por exemplo, a talidomida; outras drogas, de uso social, produzem retardamento
mental e do crescimento, quando utilizadas em excesso ao longo do

desenvolvimento, como € o caso do alcool (MOORE, 1990).

A inducido de embriopatias pela talidomida vem sendo descrita desde que
os efeitos da droga foram descobertos em 1961 (MILLER; STROMLAND, 1999). O
incidente envolvendo esta droga levou a criagdo, por parte dos setores
normativos, da exigéncia de se submeter a experimentacédo animal os agentes
terapéuticos, visando detectar os potenciais teratogénicos antes da sua
distribuicdo ampla no mercado. Com os dados fornecidos pelo Projeto
Colaborativo Perinatal, tornou-se possivel a elaboracdo do primeiro estudo

prospectivo sobre o uso de drogas durante a gestagcéo (NIEBYL, 1983).

O estudo farmacoldgico necessario para o desenvolvimento de uma nova
droga implica em diversas etapas a serem seguidas, envolvendo testes pré-
clinicos e clinicos, incluindo aqueles que se referem aos possiveis efeitos
fetotdxicos da droga em estudo. Atualmente, no Brasil, o cumprimento legal destas
etapas, sdo baseados nas normas elaboradas pela AVISA (AGENCIA NACIONAL

DE VIGILANCIA, 2000).



A portaria n° 116, de 08 de agosto de 1996 da Secretaria de Vigilancia
Sanitaria (SVS) propds normas para estudos da toxicidade e da eficacia de

produtos fitoterapicos, envolvendo ensaios pré-clinicos e clinicos.

A peticao de registro de medicamentos fitoterapicos novos deve atender
aos itens concernentes as especificacdes de qualidade presentes na resolugao n°
17, de 24 de fevereiro de 2000 da Agéncia Nacional de Vigilancia — ANVISA,

orgao que substitui a SVS.

Entende-se por agente téxico uma substancia quimica capaz de causar
dano a um sistema bioldgico, alterando seriamente sua fungéo ou levando-o a
morte. Esse efeito correlaciona-se com as condigbes as quais o organismo €&
exposto como: dose, tempo de tratamento, nivel de estresse, etc. Assim, a
manifestacéo do efeito téxico depende de condigbes internas do organismo, além
das condicbes ambientais em que o organismo foi submetido (ZANINI; OGA,

1996).

Segundo esta resolugdo um medicamento fitoterapico é aquele
medicamento farmacéutico obtido por processos tecnologicamente adequados,
empregando-se exclusivamente matérias-primas vegetais, com finalidade
profiltica, curativa, paliativa ou para fins de diagnéstico. E caracterizado pelo
conhecimento da eficacia e dos riscos de seu uso, assim como pela

reprodutibilidade e constancia de sua qualidade.



Seguindo o conceito exposto, a fetotoxicidade e efeito teratogénico sao
manifestados pela presenga de um maior numero de reabsorgdes, malformagdes
esqueléticas e diminuigdo da massa corpoérea fetal, decorrentes dos componentes

quimicos da droga utilizada (MELLO et al., 2005).

O crescimento e desenvolvimento fetal normal dependem de uma
complexa integracdo genética, enddcrina, imunoldgica, nutricional e vascular e
durante esta fase, os 6rgaos em crescimento necessitam da glicose materna como
um dos seus principais nutrientes (CAMPBEL, 1976; CATALANO, 1995; CHANG

et al., 2002).

A exposigao diaria a algum tipo de estresse durante a gestagdo pode
causar reabsor¢cao fetal em ratas e pode prejudicar o desenvolvimento
comportamental dos filhotes sobreviventes (FRIDE; WEINSTOCK, 1984). Também
estimulos ambientais, durante o periodo materno, tém duradouros efeitos sobre o
comportamento emocional e reagdo ao estresse em animais adultos (LEVINE,

1962; DENENBERG, 1964)

A avaliagado do efeito teratogénico de um composto quimico, através de
ensaios pré-clinicos, pode ser executada num complexo protocolo envolvendo trés
fases distintas. Nos estudos da terceira fase avaliam-se os efeitos do composto
sobre o desenvolvimento peri e pods-natal. Nesta etapa, sdo avaliados os
desenvolvimentos somatico, neuromotor, sensorial e comportamental da prole

(LARINI, 1997).



A exposi¢cao materna a varios xenobioticos durante a gestagao pode causar
neurotoxicidade no desenvolvimento e/ou ainda anormalidades no comportamento
dos recém-nascidos que podem persistir durante toda a sua vida sendo o sistema
nervoso central, durante o seu desenvolvimento, especialmente susceptivel
(GRAY et al., 1981; CASTRO & PALERMO-NETO, 1988; CASTRO; BERNARDI;
PALERMO-NETO , 1989; NELSON, 1990; WINNEKE, 1992; HOLEMANS et al.,

2003).

A toxidade do desenvolvimento compreenderia quatro manifestacbes de
desenvolvimento anormal devido a uma exposicado pré-natal: alteragdes do
crescimento (atraso no desenvolvimento, diminuicdo de massa corporea fetal),

morte, malformacgdes e déficits ou prejuizos funcionais (BRODY et al., 1997).

Para a realizacdo da avaliagdo do possivel efeito teratogénico de uma
substancia faz-se necessaria a analise dos efeitos provocados pela mesma nos
diferentes periodos gestacionais, durante o periodo de gestagao pela exposigao
materna a um agente quimico téxico que pode levar a diversas respostas e essa
variagdo de resposta esta intimamente ligada ao estagio de desenvolvimento
atingido pelo concepto. O periodo de gestagcdo pode ser dividido em trés estagios
diferentes: o0 1° ao 6° dia de gestagdo em ratos (1° ao 17° dia em humanos) é
considerado o periodo de pré-implantagdao no qual o embrido se encontra com
células indiferenciadas em divisdo mitética onde a reducdo destas podem

promover retardo na formacao do blastocisto com o aumento de perdas de pré e



pos implantagao esta fase é tida como o periodo do tudo ou nada e dependendo
do numero de células atingidas pelo agente teratégeno, pode ocorrer a simples
reposicao das mesmas por células normais, ou se atingido um grande numero de

células a embrioletalidade (KVITO, 1986; KOLA, 1986; HOLEMANS et al., 2003).

O proximo periodo € iniciado no 7° dia de gestagao indo até o 12° dia em
ratos (2° - 8° semana em humanos) e compreende o periodo de organogénese,
fase mais critica onde ocorre maior susceptividade aos agentes teratogénicos
(CASARET; DOULL’S, 1975; BRENT, 1993). A ultima fase compreende o periodo
fetal, periodo este de diferenciagdes histoldgicas e funcionais e ndo suscetivel aos
agentes teratdégenos no que se diz respeito as malformagdes (ZANINI;OGA,

1996).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a agao analgésica e embriofetotéxica do extrato hidroalcodplico do

Cissus sicyoides L., em roedores — Rattus novergicus albinus wistar e Mus

musculus albinus swiss.

3.2 Objetivos especificos

a) estimar o seu possivel efeito teratogénico;

b) verificar possiveis alteragdes no desenvolvimento da prole;

c) averiglar a agao analgésica central do Cissus sicyoides L.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

4.1.1 Material Botanico

As folhas do CS foram coletadas na area metropolitana da cidade do Recife
principalmente nos arredores do Campus universitario da Universidade Federal de
Pernambuco, onde, apds a identificacdo do material botanico da espécie, sua
exsicata foi depositada no HERBARIO GERALDO MARIZ do Departamento de

Botanica desta mesma Universidade sob a numeracao 29040.

4.1.2 Preparacao do extrato

As folhas do C. sicyoides L. foram lavadas e deixadas para secar em estufa
a uma temperatura de 45°C; em seguida foram levadas ao moinho para a
producao de graos de espessura inferior a 1 mm; 360 gramas do pé, formado a
partir da planta, foi adicionado a 1000 mL de alcool mais agua numa proporgao de
70:30 por 48 horas em um aparelho de Soxhlet e, a seguir,concentradas, usando-
se um rota-vapor, para obtencdo do material do extrato seco. O pd seco das folhas

rendeu aproximadamente 30% do extrato hidroalcodlico.



Fig. 2. Aparelho de Rota-vapor

4.1.3 Animais

Nos experimentos foram utilizados ratas (Rattus novergicus) da cepa
Wistar, nuligestas, pesando em média 150 - 250 g, e camundongos albinos (Mus
musculus) Swiss, pesando em média 20 - 30 g, perfazendo um total de 204
animais, obtidos do Biotério do Departamento de Antibiéticos da Universidade
Federal de Pernambuco.. Os animais estiveram sempre sob o controle da
temperatura de 23 + 1° C, com um ciclo claro /escuro de 12 horas, iniciando-se a
fase clara as 06:00 horas da manha, com livre acesso a agua e comida. Todos os
experimentos foram realizados entre 09: 00 e 16:00 horas sendo os animais
cuidadosamente monitorados e mantidos de acordo com a recomendacao ética do
Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e do National Institute of
Health Guide for Care and use of Laboratory Animals, sendo adotadas como

critérios de avaliagdo pela Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal (CEEA)



da UFPE a qual forneceu parecer favoravel a realizacdo do experimento no
processo sob o n° 006390°2004-85.

ApoOs os experimentos os animais foram sacrificados por deslocamento
cervical e encaminhados para o Departamento de Cirurgia Experimental para

incineragao.

4.1.4 Drogas, substancias e solugdes utilizadas nos experimentos.

a) Acido acético glacial (Merck, Brasil);

b) Extrato hidroalcodlico das folhas da Cissus sicyoides L.;

c) Hidrocloridrato de naloxona (Research Biochemical Inc, E.U.A.);
d) Morfina (Merck, E.U.A.);

e) Solucao de cloreto de sddio a 0,9 % (Merck, Brasil).

f) Tween 80 a 0.025%

g) solugéo salina (0,9%; 0,1 mL/100 g).

4.2 Métodos

4.2.1 Determinacgao da DLsg

A toxicidade aguda (DLsp) foi determinada usando-se o extrato nas doses de

100, 500, 1000, 2000 e 3000 mg/kg (i.p.) em cinco grupos de cinco camundongos

cada. Os animais foram observados para sinais e sintomas de toxicidade sendo

registrado o numero de mortes em cada grupo em 48 horas.



4.2.2 Estudo do efeito teratogénico do extrato hidroalcodlico do Cissus sicyoides

em ratas.

Foi feito um acompanhamento diario do ciclo estral através do esfregaco
vaginal para determinagao do periodo fértil (estro), no qual a rata foi colocada em
contato com machos de fertilidade previamente comprovada onde a confirmacgao
da prenhez foi indicada pela presenca de espermatozdides em laminas de
esfregaco vaginal, sendo tal dia considerado o 1° da prenhez. As ratas prenhas
foram distribuidas, aleatoriamente, em 3 grupos: Controle (C), Tratado 1 (T1) e
Tratado 2 (T2) ambos subdivididos em 6 animais, descritos no quadro 1. Os
animais do grupo controle receberam solugéo salina (0,9%; 0,1 mL/100 g) e os do
grupo testes (T1 e T2) receberam 300, 600, 1000 mg/kg do extrato hidroalcodlico
do CS, ambas as doses foram administradas por via oral e ao 19° dia foi realizada
a laparotomia para remoc¢édo dos cornos uterinos com o intuito de realizar uma
avaliacao teratogénica e abortiva através dos seguintes parametros: peso
materno, numero, tamanho, peso de fetos viaveis, presenca / auséncia de
malformacdes macroscopicas, numero de corpos luteo e indice de reabsorgdes

(ALMEIDA et al., 1988; ALMEIDA; MELO; XAVIER, 2000).



Grupo Dosagem Periodo N° de animais

C Solugéo salina 1°ao 12° 6
(0,9% ; 0,1 ml/100 g)
~
Gl 300 mg/kg 1°ao 6° 6
do extrato
T 1< Gli 600 mg/kg 1° a0 6° 6
do extrato
\GllI 1000 mg/kg 1°ao 6° 6
do extrato
/ o o
GIV 300 mg/kg 7°ao 12 6
do extrato
TX GV 600 mg/kg 7° ao 12° 6
do extrato
GVI 1000 mg/kg 7°ao 12° 6
~ do extrato

Quadro 1 — Distribuicdo das ratas prenhes de acordo com o grupo, dosagem,
periodo e n° de animais.

4.2.3 Estudo dos efeitos toxicos no desenvolvimento da prole

Foi realizado um acompanhamento diario do ciclo estral através do
esfregaco vaginal para determinagéo do periodo fértil (estro), no qual o animal foi
colocado para acasalar com machos de fertilidade previamente comprovada e, por
onde, a confirmacao da prenhez foi indicada pela presenca de espermatozdides
em laminas de esfregaco vaginal, sendo tal dia considerado o 1° dia gestacional
(ALMEIDA et al., 1988; ALMEIDA et al., 2000). As fémeas prenhes entdo foram
distribuidas, aleatoriamente, em grupos controle e experimentais, contendo, em

cada grupo, um total de seis animais. Os animais controle receberam solugao



salina (0,9%; 0,1 ml/100 g) e os do grupo experimental receberam 300, 600, 1000

mg/kg do extrato hidroalcodlico do CS, ambas as doses administradas por via oral.

Ao 19° dia da prenhez as ratas foram separadas e colocadas em caixas
individuais, para o aguardo da paricao dos filhotes. Foi determinado um padrao

para cada ninhada: seis filhotes, sendo trés machos e trés fémeas.

No acompanhar do desenvolvimento da prole foram observados os

seguintes parametros:

e Peso dos filhotes no 1°, 7°, 14° e 21° dias apds o nascimento;

o Reflexo postural de cada filhote, medido em segundos no 1°, 3° e 7° dia
pos-nascimento, através da colocacdo dos mesmos em decubito dorsal
sobre uma superficie plana até seu endireitamento;

e Dia de abertura dos olhos, sendo considerada a abertura, o deslocamento
parcial da fissura palpebral em pelo menos um olho;

¢ Dia de andar adulto, no qual o filhote ndo arrastava as patas traseiras e/ou
encostava o ventre no chao;

e Ocorréncia de malformagdes ao nascimento e durante o desenvolvimento,
visiveis a simples inspecdo (FORMIGONI et al., 1986; TUFIK et al., 1994;

MAIOR et al., 2003; IEZHITSA et al., 2001; SCHWARTZ et al., 2003).



Fig. 3 — Feto em posigéao Fig. 4 — Feto em posigéao
abdominal dorsal

4.2.4 Avaliacao do efeito antinociceptivo do Cissus sicyoides no teste da placa

quente

Para o teste da placa quente em camundongos foram utilizados 4 grupos de
6 animais cada, de acordo com a técnica de Yeh; Mitchel (1971), Almeida et al.
(2003). Os grupos teste receberam doses de 300, 600, 1000 mg/kg. No grupo
controle foi administrado salina 0,1mL/10 g (i.p.), € no grupo padrao morfina 3
mg/kg (i.p.) 30 minutos antes da avaliagao do teste. A avaliagéo foi realizada em
um aparelho de placa-quente, pertencente ao Departamento de

Antibiéticos/UFPE, com a temperatura aproximada de 55 °C.

A medida referente ao tempo de reagao do animal ao estimulo néxico foi
realizada aos 30, 60, 90 e 120 minutos apds a administracdo dos respectivos
tratamentos. Através de um crondmetro era medido, a partir da colocagao do

animal sob a placa quente, o tempo em que o animal comegava a lamber as



patas, indicando a percepgao do estimulo fisico. Nesta metodologia a resposta
dos animais ao estimulo ndéxico se deu através da estimulagdo em nivel

supramedular (ALMEIDA, 2002).

Figura 5 — Aparelho artesanal do Teste da placa quente

4.2.5 Avaliagao do efeito antinociceptivo do Cissus sicyoides no teste de imersao

da cauda.

Para a avaliacao do efeito antinociceptivo do CS no teste de imersao de
cauda, foram utilizados 24 camundongos divididos em 4 grupos de 6 animais
cada. O CS foi administrado por via i.p. nos respectivos grupos experimentais,
enquanto que a morfina de 3 mg/kg (i.p.) e salina 0.1 mL/10 g (i.p.) foi
administrada nos grupos padrao (morfina) e controle (veiculo) respectivamente.

As leituras foram realizadas imediatamente apds a administragao (leitura basal) e



aos 30, 60, 90 e 120 minutos, de acordo com Grotto e Sulman (1967); Almeida et
al (2003). A resposta reflexa do animal, medida através de um cronémetro, foi
induzida através da estimulagao da temperatura da agua em contato direto com a
cauda do camundongo, utilizando um banho-maria a 52 °C. Essa resposta reflexa
de retirada da cauda ocorre através da estimulagdo de componentes em nivel

medular.

Figura 6 - Aparelho artesanal do teste de imers&o da cauda

4.2.6 Verificacdo do efeito antinoceptivo observado pela administragao diaria do

CS por 30 dias, em camundongos

No experimento do efeito antinociceptivo observado foram utilizados 3
grupos de 6 camundongos que receberam os seguintes tratamentos diarios por 30
dias: CS 600 mg/kg (i.p.), morfina 3 mg/kg (i.p.) e salina 0,1mL/10g (i.p.),

correspondentes aos respectivos grupos experimental, padrdo e controle. Nesta



metodologia foi analisado o efeito antinociceptivo através do teste de imersao de
cauda. As medidas foram realizadas antes de iniciar-se o tratamento e também no
7°,14°, 21° e 30° dia (JANSSEN; NIEMEGEERS; DONY, 1963; ALMEIDA et al.,

2003).

4.2.7 Efeito do CS avaliado através do teste das contorcbes abdominais

induzidas pelo acido acético.

Para o efeito do CS avaliado através do teste foram utilizados 4 grupos de 6
camundongos. Os grupos experimentais foram tratados com CS nas doses de
300, 600 e 1000 mg/kg (i.p.). Os animais foram colocados no interior de uma caixa
de polipropileno de 40 cm de comprimento por 15cm de largura e 10 cm de altura.
No grupo controle foi administrado acido acético a 0,8% (v/v) e no grupo padréo
morfina 3 mg/kg (i.p.), a leitura inicial foi realizada imediatamente apds a
administragdo da solugao algica, onde o numero de contorgcbes abdominais
apresentado por cada animal foi contado, durante um periodo de 15 minutos

(ALMEIDA et al., 2003; SHADAB ZAFA; AHMAD; TARIQ, 2002).

4.2.8 Avaliagcédo da agado antinociceptiva do CS e da morfina

No experimento para avaliar a agdo antinociceptiva do CS foram utilizados
4 grupos de 6 animais . Os grupos testes receberam as doses de 300, 600 e 1000
mg/kg (i.p.) e 15 minutos antes todos os animais receberam naloxona 2 mg/kg

(i.p.). O grupo controle recebeu salina 0,1mL/10 g (i.p.). As avaliagbes foram



conduzidas aos 30, 60, 90 e 120 min de acordo com método proposto por YEH;

MICHEL (1971); ALMEIDA et al. (2003).

4.2.9 Analise estatistica.

Os dados obtidos nos varios experimentos dos animais tratados foram
comparados com os respectivos controles usando a analise de variancia ANOVA
de uma via seguido pelo teste de comparagcdo multipla de Dunnetts através do
programa Graph Pad Prism versédo 3,02 que considerou a diferenca significativa

quando p< 0.05.



RESULTADOS
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5 RESULTADOS

5.1 Avaliacéo dos efeitos analgésicos

Depois da observagcao dos animais por 48 horas a DL50 foi determinada em

2.229 + 258 mg/kg (i.p.). Os animais demonstraram sinais de depressdao do SNC

como diminuicdo da atividade motora, demonstrando grunhidos, contorgdes e

abducao das patas traseiras.

Como mostrado na tabela 1 o extrato hidroalcodlico do CS, administrado

intraperitonealmente na dose de 1000 mg/Kg, produziu uma significante acao

antinociceptiva quando comparado ao grupo controle e um efeito similar quando

comparado ao da morfina a 3mg (i.p.). Esta agdo do CS foi confirmada pelo efeito

bloqueador da naloxona.

Tabela 1

Efeito do CS e da naloxona em ratos avaliados pelo teste de placa quente

Tratamento mg/kg

(i-p.)

Tempo de reagao (s), média + E.P

Basal 30 min 60 min 90 min 120 min
Salina (-) 5.840.9 5.1+1.1 7.1£0.7 5.9+1.2 6.4+1.5
CS (300) 6.8+1.4 9.3+0.6* 20.7+1.2* 26.4+2.2* 41.4+1.3*
CS (600) 6.5+1.5 16.4+1.5* 18.1£1.4* 21.7+1.0* 21.0%1.0*
CS (1000) 7.2+15  20.941.6* 19.2+0.9* 19.6+1.3* 24.2+1.8*
CS (300) +Naloxona 6.2+0.8 5.9+03 7.1£0.4 7.1£0.7 7.310.8
CS (600) + Naloxona 6.8+1.4 6.710.5 7.1£0.5 7.0£0.6 7.6+0.6
CS (1000) +Naloxona 6.911.4 7.310.5 7.310.7 7.7£0.5 7.240.6
Morfina +Naloxona 6.7+1.4 7.5+0.4 7.5+0.7 7.5+0.5 7.3+0.9

n=6. *p<0.01 comparado com os valores do grupo controle.



O CS (Tabela 2) administrado intraperitonealmente nas doses acima de
1000 mg/Kg produziu uma significante agao antinociceptiva quando comparado
com o grupo controle e uma acgao similar a da morfina (3 mg/kg, i.p.). Esta acao foi

bloqueada pelo uso do naloxona.

Tabela 2
Efeito do CS em ratos avaliados pelo teste da imersao de cauda

Tratamento mg/kg Tempo de reagao (s), média + E.P.
(i.p.)

Basal 30 min 60 min 90 min 120 min
Salina (-) 5,5+0.7 51+1.1 6.1+0.7 6.1£0.7 6.4+1.5
CS (300) 6.3t0.3  7.1+0.9 8.2+0.4* 12.7+0.9**  8.8+0.6*
CS (600) 6.1t04 85%1.5 13.840.8** 13.5+0.7**  8.4+0.6*
CS (1000) 7.3t0.4 20.9+1.6 40.4+0.3** 42.1+0.3** 8.2+0.9*
CS (300) +naloxone 7.1£0.9 5.9+03 7.1£0.4 7.1£0.7 7.310.8
CS (600) + nalonoxe 6.510.6 6.710.5 7.11£0.5 7.0£0.6 7.61£0.6
CS (1000) +naloxone 6.9+1.0 7.3t0.5  7.3x0.7 7.7£0.5 7.2+0.6
Morfina + naloxone 6.7x1.4 7.1£0.9 6.4+0.6 6.0£0.7 6.2+0.7

n=6. *p<0.05 comparado aos valores do grupo salina.

**p<0.01 comparado aos valores do grupo salina.

O CS produziu uma inibicdo maxima das contorcbes de forma similar aquela

observada no grupo da morfina (Tabela 3).



Tabela 3
Efeito do CS avaliado pelo numero de contor¢des induzidas pelo acido acético em ratos.

Tratamento Contorgdes (média + E.P)
(mg/kg,i.p.)

Salina (controle) 42.1+4.8

CS (300) 15.8+5.9*

CS (600) 6.1+1.4*

CS (1000) 8.3+1.3*

Morfina 5.7+0.4*

n=6. *p<0.01 comparado aos valores do grupo controle.

Tabela 4
Efeito do CS e da morfina administrado por 30 dias determinado pelo teste de imersao de

cauda em ratos

Tratamento mg/kg Tempo de reacao (s), média + E.P
(i.p.)
Basal 7° dia 14° dia 21°dia 30° dia
Salina (-) 5.8+0.9 5111 5.1+£0.7 5.9+1.2 6.4+£1.5
CS (600) 6.5+1.5 16.4+1.5* 6.7+1.4 5.7¢1.0 5.1£1.0
Morfina 6.7+1.4 17.5+1.4* 7.1+2.7 7.5+0.5 5.9+0.9

n=6. *p<0.05, comparado aos valores do grupo controle.



5.2 Estudo do possivel efeito teratogénico

A avaliacdo da variacdo do peso médio corporal materno (calculado pela
diferenca do peso entre 0 1° e 0 19° dia de gestacao), peso fetal, peso placentario,
indice de reabsorgbdes, presenca/auséncia de malformagbes macroscopicas,
numero de corpos luteo e n° de fetos viaveis apds a administragao das trés
dosagens do extrato (300mg/kg, 600mg/kg e 1000mg/kg) durante os periodos de
pré-implantagao (1° ao 6° dia de gestacao) e no periodo de organogénese (7° ao

12° dia de gestacgao), pode ser observado nas tabelas 5 e 6.

Os dados observados no periodo de pré-implantagdo, no qual a aplicagao
do extrato foi executada (tabela 5), revelou que nao houve diferencga
estatisticamente significante (p< 0,05) no peso dos fetos que receberam o C.
sicyoides L., assim como das placentas nos tratamentos de 300 mg/kg e 1000
mg/kg, em relagdo ao grupo controle. Entretanto, no que se refere ao peso das
placentas do tratamento de 600 mg/kg foi detectado uma diferenga significante
(P< 0,05), no valor de 0,477 + 0,02 com relagdao ao controle, bem como dos
indices de reabsorgdo entre os grupos tratados de 300mg/kg, 600mg/kg e
1000mg/kg (G, GlI e GllI) nos respectivos valores: 0% controle, 3,17% Gl, 9,09%

Gll e 4,87% Glll.

A variacado do peso médio corporal materno revelou nao ser representativo

ao nivel de significancia P< 0,05, quando comparado ao controle, bem como o n°



de corpos luteo e n° de fetos viaveis. Ja com relacdo ao numero de malformacgdes,

foi observado apenas um caso dentro do tratamento de 600 mg/kg.

Tabela 5 — Efeitos do CS no periodo do 1° ao 6° dia de administracao durante a gestacao.

T1
Parametro Controle Gl Gll Gl

(300 mg/kg) (600mg/kg) (1000 mg/kg)

Variacao do peso
médio corporal 73+242 7283+3,61 7583+558 71,33+2,94

materno
Peso fetal 1,59+0,01 1,485+0,04 1614+0,13 1,474 +0,02
Peso placentario 0,41 +0,009 0,371+ 0,005 0,477+ 0,02 0,428 + 0,01
(LR) 0% 3,17% 9,09% 4,87%
Malformacdes 0 0 1 0

N° corpos luteo 9+ 0,81 9,5+0,99 8 +1,21 8,16 + 0,79
N° fetos viaveis 60 63 44 41

(I.R.) indice de reabsorgdes = N° reabsorcdes x 100%

N° nascidos
Valores sdo expressos em média + E.P. (n = 6); *p< 0,05; vs. controle; ANOVA de
uma via seguido do teste de multipla comparacao de Dunnett's.

O tratamento estabelecido no periodo de organogénese (tabela 6), revelou
que nao houve diferenga estatisticamente significante (p< 0,05) no peso dos fetos
que receberam o C. sicyoides L., assim como de suas placentas, em relagdo ao
grupo controle. Entretanto, no que se refere ao indice de reabsorgdes, foi

detectado uma diferenga entre os grupos controle e tratados 300mg/kg, 600mg/kg



e 1000mg/kg (GIV, GV e GVI) nos respectivos valores: 0% controle, 4,35% GIV,

3,33% GV e 1,85% GVI.

A variagdo do peso médio corporal materno revelou nao ser significante,
quando comparado 0s grupos ao controle; e com relagdo ao numero de
malformacdes, n° de corpos luteo e n° de fetos viaveis os valores recolhidos

também nao foram representativos ao nivel de significancia p< 0,05.

Tabela 6 — Efeitos do CS no periodo do 7° ao 12° dia de administragao durante a

gestagao.
T2
Parametro Controle GIV GV GVI
(300 mg/kg) (600mg/kg) (1000
mg/kg)

Variacdo do

peso médio 73+242 73,5+311 77,83+10,44 735+2,7

corporal materno
Peso fetal 1,59 + 0,01 1,493 +0,06 1,468 +0,04 1,578+ 0,07

Peso placentario 0,41 +0,009 0,369 +0,02 0,40+0,03 0,352 +0,02

(LR) 0% 4,35% 3,33% 1,85%
Malformacdes 0 0 0 0
N° corpos lateo 9+0,81 9+0,93 9,16+0,87 7,66+ 0,55
N° fetos viaveis 60 46 60 54

(I.R.) indice de reabsorgdes = N° reabsorcdes x 100%

N° nascidos
Valores sdo expressos em média + E.P. (n = 6); *p< 0,05; vs. controle; ANOVA de
uma via seguido do de multipla comparagao de Dunnetts.




5.3 Estudo dos possiveis efeitos téxicos no desenvolvimento da prole

A observagado dos dados de ganho de peso materno, duragédo da gestacéo
e numero de fetos por ninhada durante o periodo de 19 dias em que as ratas
estiveram expostas a aplicagdo do extrato hidroalcodlico do C. sicyoides L.,
mostrado na Tabela 7, ndo apresentou valores estatisticamente significativos
(p< 0,05) quando confrontados os valores obtidos no grupo controle, o que pode
indicar que a acdo do extrato ndo exerga alguma interferéncia que prejudique a

fertilidade materna.

Tabela 7 — Efeito do CS sobre a fertilidade de ratas wistar.

Grupo

Parametro
avaliado Controle 300 mg/kg 600 mg/kg 1000 mg/kg

Duracéo da
gestacéo
(dias) 22,5+0,223 22,5 +0,223 22,66 + 0,333 23 + 0,258

Ganho de
peso materno
(9) 79,83 + 6,311 67,33 +4,12 65,66 + 5,239 60,66 + 1,838

N° de fetos por
rata 9,83 + 0,872 8,16 + 0,6 9,6 +1,285 8,33 + 0,494

Valores sdo expressos em média + E.P. (n = 6); *p< 0,05; vs. controle; ANOVA de
uma via seguido do teste de multipla comparagao de Dunnetts.

Quando avaliado o efeito do extrato sobre o desenvolvimento pds-natal, pode
ser observado que aparentemente néo ocorreu algum atraso que comprometesse
a maturacgdo fisica, ao observar os parametros de abertura dos olhos como

também dia do andar adulto.



Contudo alteragbes significativas (p< 0,05) levaram a um aumento no
tempo de recuperacao postural na dosagem de 300mg/kg durante o 1° e 7° dias
de avaliagdo nos valores respectivos de 28,81 + 6,318 e 1,32 + 0,218, como
também resultou em valores altamente significativos (p< 0,01) nas dosagens de
600 e 1000 mg /kg tanto no primeiro (35,26 + 5,151 para a dosagem de 600mg/kg
e 38,66 + 2,421 para a dose de 1000mg/kg) como no ultimo dia de avaliagao (1,37
+ 0,099 para a dosagem de 600mg/kg e 1,40 + 0,139 para a dose de 1000mg/kg)

(Tabela 8).

Tabela 8 — Efeito da exposicdo materna ao CS sobre o desenvolvimento pds-natal dos

fetos.
Grupo
Parametro
avaliado Controle 300 mg/kg 600 mg/kg 1000 mg/kg
Reflexo
Postural
(segundos)
1° dia 10,42 + 1,106 28,81 +6,318* 35,26+ 5,151* 38,66+2,421*
3° dia 10,44 + 3,749 20,5 + 4,408 21,69 + 6,154 10,92 +1,72
7° dia 0,67 + 0,096 1,32 + 0,218* 1,37 + 0,099** 1,40 + 0,139**

Abertura dos
olhos (dias) 14,97 + 0,208 14,71 + 0,147 15,16 + 0,115 14,56 + 0,178

Andar adulto
(dias) 14,74 + 0,057 14,74 + 0,093 14,65 + 0,142 14,84 + 0,187

Valores sdo expressos em média + E.P. (n = 36); *p< 0,05, **p< 0,01; vs. controle;
ANOVA de uma via seguido do teste de multipla comparagao de Dunnett’s.

O efeito da exposicdo materna ao extrato hidroalcodlico do C. sicyoides L.,

mostrou ser responsavel pela diminuigao altamente significativa (p< 0,01) do peso



dos filhotes que receberam as dosagens de 600 mg /kg e 1000 mg /kg ao 7° dia
de avaliagdo com valores respectivos de 9,76 + 0,606 e 10,55 + 0,591, contudo
tais resultados parecem nao ter interferido no desenvolvimento desses animais
uma vez que nao se repetiram nas subsequentes avaliagbes empregadas durante
os 14° e 21° dias, no qual ocorreu um aumento progressivo dos seus pesos

(Tabela 9).

Tabela 9 - Efeito da exposi¢ao materna ao extrato hidroalcodlico do C. sicyoides L. sobre
0 peso dos filhotes.

Grupo
Parametro
avaliado Controle 300 mg/kg 600 mg/kg 1000 mg/kg
Ganho de
peso fetal (g)
1° dia 5,44 + 0,162 5,65 + 0,140 5,25+ 0,112 5,73 + 0,156
7° dia 14,10 + 0,734 12,07 + 0,588 9,76 + 0,606** 10,55 + 0,591**
14° dia 21,49 + 0,872 21,31 + 0,858 20,95+ 2,8 19,08 + 1,123
21° dia 32,2 + 1,066 34,60 + 1,259 34,34 + 4,162 32,37 + 1,556

Valores sdo expressos em média + D.P. (n = 36); **p< 0,01; vs. controle; ANOVA de
uma via seguido do teste de multipla comparacdo de Dunnett's.



DISCUSSAO
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6 DISCUSSAO

No intuito de encontrar-se um produto de origem natural com acao
analgésica central, principalmente com baixa toxicidade e reduzido efeito
colateral/adverso, os laboratérios de pesquisa estdo numa busca constante de
novos farmacos com estas caracteristicas. O movimento de “volta as raizes”
também decorre de compreensao de que a biotecnologia, ainda hoje, ndo esta em
condicbes de competir com a natureza na formulagdo de moléculas com atividade
terapéutica com caracteristicas ditas acima (ALMEIDA, 1993; FARNSWORTH,;

BINGEL, 1997; FERREIRA et al., 1998).

As plantas medicinais sao utilizadas extensamente no Brasil, e tem sido
uma fonte substancial da informagao etnofarmacologica para a identificagdo de
substancias fitoquimicas com potencial terapéutico (FERREIRA et al., 1998;
ALMEIDA, 2002; CASTRO; FERREIRA, 2001) como nas folhas dos Cissus
sicyoides L. (Vitaceae), conhecido como ‘Bejuco caro’, Bejuco de parra’, cipo-
puca, anil trepador, cortina japonesa, uva brava (CANO; VOLPATO, 2004; VIANA

te al., 2004).

O CS é usado pela medicina popular como diurético, antiinflamatério,
antihipertensivo,  antitérmico, anticonvulsivante, agente antiinfluenza e
antidiabético (CARBAJAL et al.,1983; SILVA et al., 1996; GARCIA et al., 2000;

BELTRAME et al.,, 2001; PEPATO et al.,, 2003). Também possui atividade



antibacteriana e citotéxica (SAENZ et al., 2000;VICENTINI; CAMPAROTO;

OLIVEIRA, 2001).

No terceiro milénio, os conhecimentos ja adquiridos de farmacologia clinica
permitam selecionar o opidide a ser administrado, nos casos em que essa droga é
indicada, buscando obter o maximo de analgesia com o minimo de efeitos
colaterais. Essa relagcao custo-beneficio se tornara ainda mais efetiva quando as
pesquisas conduzirem a sintese de novos opidides com acdo mais seletiva ou

mesmo especifica (DUARTE, 2005).

Os analgésicos opidides, e em especial a morfina (opiaceo), desenvolvem
suas agdes agindo diretamente nas vias de condugdo e em areas especificas do
cérebro ricas em receptores opidides, e no trato gastrointestinal, induzindo a uma
mistura de efeitos estimulantes e depressores, cuja agao global é a diminuigdo da
atividade neuronal (KOJIMA et al., 1974; SNYDER; SHILDRES, 1979; SAWYNOK;
SCHILICHITING, 1986; DUTHIE; NOMO, 1987; KROWER, 1988, PAN, 1998;

DRUMOND, 2000).

A analgesia conferida pelos opidides ocorre quando existe a interagao
destes com seus receptores enddgenos. Os principais receptores opidides sao
classificados em: py (mu), o (delta), k (kappa). O principal antagonista puro dos

opidides é a naloxona, que possui duracdo de acdo mais curta que a da maioria



dos opidides que ele vai antagonizar (DHAWAN et al., 1996; SATOH et al., 2000;

GUSTEIN; AKIL, 2001).

A acdo analgésica apresentada por CS envolve os componentes
supraespinhais e espinhais, respectivamente, como demonstrados pelo teste da
placa quente e da imersdao de cauda (NAPIER, 1952; MAYER; LIEBESKIND,
1974; SALT; HILL, 1983; RANG et al., 1991; QUOCK et al., 1999; WOOLF;
MANNION, 1999). Os resultados sugerem que o CS tem um efeito analgésico
central evidenciado, pelo aumento no tempo de reagao a dor nos testes da placa
quente e da imersdo cauda corroborando com os estudos de Medeiros et al.,
(2002b) no qual demonstraram em seus estudos o potencial antinociceptivo do

extrato aquoso do Cissus sicyoides.

Neste trabalho, a agdo analgésica central foi confirmada pelo efeito
bloqueador do naloxona, um antagonista morfinomimético especifico do receptor
opidide (BELVISI et al., 1998; QUOCK et al., 1999; MUNDEY, 2000) e mostrou o
efeito classico da tolerdncia, caracteristico da morfina e de outras substancias
opidides (PAN, 1998; DRUMMOND, 2000; HURLE; GIRIGOLZARRI; VALDIZAN,
2000). Este efeito antinociceptivo do CS pode ser relacionado a redugao no influxo
de Ca*? no terminal do axénio do nervo aferente que induz uma diminuigdo em
atividades do ciclo do adenilil o qual resulta em niveis diminuidos do amp ciclico e
no efluxo de ions de K. Os ultimos conduzem a hiperpolarizagdo do nervo e
finalmente a um efeito antinocicepitivo aparente (DICKINSON; FLEETWOOD-

WALKER, 1998; YAKSH, 1999; GRUBB, 1998; MILLAN, 1999; PRADO, 2001).



De acordo com a portaria n°® 116/96 da SVS, dentre os testes toxicolégicos
complementares, devera ser feita a determinacao de efeitos adversos sobre a mae
e o produto, durante os ultimos estagios da prenhez, parto e desenvolvimento pos-
natal, por drogas administradas durante este periodo, em uma espécie de

mamifero (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2000).

Para a realizacdo da avaliagdo do possivel efeito teratogénico foram
estabelecidos dois periodos: 1- O 1° ao 6° dia gestacional que € considerado o
periodo de pré-implantacdo e no qual o embrido se encontra com células
indiferenciadas em divisdo mitdtica onde a reducdo destas podem promover
retardo na formacdo do blastocisto como aumento de perdas de pré e pos-
implantacédo (KVITKO, 1986; KOLA, 1986; HOLEMANS et al., 2003) e 2- 7° ao
12° dia de gestagdo que é o periodo de organogénese, fase critica onde ocorre
maior susceptividade aos agentes teratogénicos (CASARETT; DOULL’S, 1975;

BRENT , 1993).

Existem poucos estudos sobre a toxicidade do CS em tratamentos a longo
prazo. A administragdo do extrato hidroalcodlico na dosagem de 600 mg/Kg por
via oral demonstrou alteracdo anatémica nos fetos (ZANINI; OGA, 1996; MELLO
et al., 2005). Também foram observados incidéncia da acao blastocistotdxica-
antizigética e poucos casos de atividade abortiva. Esta observagao indica que o
extrato do Cissus sicyoides age no inicio da divisao embrionaria e também da sua

implantacao, estando de acordo com CASARETT; DOULL’S, 1975; KVITO, 1986;



KOLA, 1986; BRENT, 1993; ZANINI; OGA, 1996; HOLEMANS, 2003. O

mecanismo fisiopatoldgico deste efeito serdo objetivo de estudos futuros.

A interagcdo do extrato hidroalcodlico do Cissus sicyoides L., nas doses
utilizadas, com o organismo resultou em um aumento significativo no indice de
reabsor¢des, quando comparado o grupo controle aos grupos em tratamento, o
que se encontra dentro do esperado como efeito fetotdoxico (LEVINI, 1962;
DENENBERG, 1964; FRIDE; WEINSTAK, 1984; MELLO, 2005). Fato que também
pdde ser observado na avaliagao prévia do potencial embriofetotdxico do extrato

etandlico do Cissus sicyoides L. (OLIVEIRA et al., 2004).

A acéo hipoglicémica do Cissus sicyoides L. (Garcia et al., 2000; Mori et al.,
2001; Beltrame et al., 2001; Abreu et al., 2003; Pepato et al., 2003; Viana et al.,
2004) e a diminuicdo do peso placentario no grupo de 600 mg/kg durante a pré-
implantacédo pode ter relagao, visto que a placenta possui apenas de 2 a 3 % da
glicose necessaria para o seu desenvolvimento e manutengdo, o que cria uma
dependéncia do suprimento de glicose materna (CAMPBELL, 1976; CATALANO
et al., 1995; CHANG, 2002). Sendo desta forma a possivel explicagdo para o baixo

peso placentario apresentado na dose citada.

Pode ser observado que o ganho de massa corpérea materna como
também duracdo da gestagdo e numero de fetos por ninhada, ndo mostraram
significantes alteragdes, evidenciando de certo modo que o extrato ndo promoveu

mudangas morfofuncionais e ao nivel de fertilidade (CASTRO; PALERMO-NETO,



1988; CASTRO;BERNARDI; PALERMO-NETO, 1989; NELSON, 1990; LARINI,

1997; HOLLEMANS, 2003).

Apesar de nao ocorrida uma diminuigdo na massa corporal materna, o que
apontaria como sinal de toxidade decorrente da aplicagdo do extrato (SCHWARZ
et al., 2003), pode ser observado uma diminuigao altamente significativa no peso
dos filhotes avaliados no 7° dia, o que se encontra de pleno acordo, pois o termo
toxidade do desenvolvimento foi proposto como uma categoria mais abrangente
para envolver todos esses possiveis desenlaces (GRAY et al., 1981; WINNEKE,

1992; BRODY et al., 1997).

No presente estudo pode também ser observado que a exposig¢ao indireta
dos filhotes ao extrato n&o interferiu na abertura dos olhos e na atividade
locomotora, especificamente no andar adulto. J& com relacdo ao reflexo de
endireitamento ocorreram interferéncias em todas as dosagens aplicadas, na qual
as mais elevadas apresentaram valores altamente significativos, podendo desta
forma inferir que o extrato hidroalcodlico do Cissus sicyoides L. promoveu uma
interferéncia na maturacdo das estruturas envolvidas, até o sétimo dia, com a
funcdo motora do reflexo medular de endireitamento que € um dentre os varios
reflexos relativamente complexos que estdo associados a postura, os quais sao
parcialmente integrados na medula onde a substancia cinzenta € uma zona de
integracdo para os reflexos medulares e outras fungbes motoras (FRIDE;

WEINSTOCK, 1984; LARINI, 1997; GUYTON, 1997, HOLEMANS, 2003).
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7 CONCLUSOES

Todos os testes utilizados para a avaliacdo da existéncia ou ndo da atividade
analgésica central do CS, apresentaram o efeito analgésico, induzido pelo
extrato, estatisticamente significante, observando-se para os mesmos o

resultado (p< 0,05).

O extrato hidroacodlico das folhas do CS apresentou uma atividade
analgésica central, caracterizada pelo bloqueio da agao analgésica pela
naloxona, apresentando assim uma ag¢do semelhante as drogas
morfinomiméticas, ja que a agao do extrato promoveu um efeito de tolerancia

quando administrado diariamente por 30 dias.

O extrato hidroalcodlico do Cissus sicyoides L. apresenta toxicidade durante os
periodos de pré-implantagao e organogénese, sendo, desta forma, inadequado
para uso em periodo gestacional. Contudo analises bioquimicas e
hematoldgicas serdo necessarias para complementacdo deste estudo no

intuito de avaliar o real efeito do extrato no organismo animal.

Por outro lado, ndo ocorreram alteragdes no tempo de gestagdo, variagao
ponderal do peso materno e numero de filhotes por ninhada, sendo desta
forma possivel sugerir que o extrato hidroalcodlico do Cissus sicyoides L. ndo

exerce efeito significativo sobre a fertilidade materna.



Foi observado ainda que durante a fase de crescimento dos filhotes o peso
esteve reduzido em um intervalo de avaliagao, porém nao repetido nos demais,
e que o reflexo postural esteve comprometido em todas as dosagens, nos
intervalos de avaliagdo do primeiro e sétimo dia, o que inspira maior
preocupacao apesar de tais resultados nao interferirem no parametro
fisiolégico de abertura dos olhos como também na deambulagdo que

representa a fase marcante do desenvolvimento fisico dos animais.
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ANEXO A

Universidade Federal de Pernambuco
Centro de Ciéncias Biolégicas

Av. Prof. Melsen Chaves, s/n
50670-420 / Recife - PE - Brasil
fones: (5% 81) 2126 8840 | 2126 B33l
fax: {55 81) 2126 8350
weaw.cck . ufpe.br

Oficio n® 136 /2004 Recife, 07 de julho de 2004.

Da Comisséo de Etica em Experimentagdo Animal (CEEA) da UFPE
Para: Prof, Edvaldo Rodrigues de Almeida
Departamento de Antibidticos CCB/UFPE

Os membros da Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal do Centro de Ciéncias
Bioldgicas da Universidade Federal de Pernambuco (CEEA-UFPE) avaliaram a resposta de V.
Sa. referente ao primeiro parecer da CEEA sobre o projeto de pesquisa intitulado
“|dentificagio dos Possiveis Efeitos analgésicos, Toxicolégicos e Embriofetotoxico do
extrato das folhas de Cissus sieyoides”, processc n® 008390'2004-85

Concluimos que os procedimentos descritos para a utilizagio experimental dos animais
encontram-se de acordo com as normas sugeridas pelo Colégio Brasileiro para
Experimentacdo Animal e com as normas internacionais estabelecidas pelo National Institute of
Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals as quais s8c adotadas como critérios de
avaliacdo e julgamento pela CEEA-UFPE.

De acordo com as normas vigentes no Brasil, especialmente a Lei 9.605 — art. 32 e Decreto
3.179-art 17, de 21/09/1999, que trata da questdo do uso de animais para fins cientificos.

Diante do exposto, emitimos um parecer favoravel aos protocolos experimentais realizados.

Atenciosamente,

,J',LL.:,\(.J (;.‘,L s AN
Prof® Silene Carneiro do Nascimento
Presidente da CEEA/UFPE



ANEXO B

T e A Scientific Joumal of the College of Pharmacists of the Province of Buenos Alres, Argenlina
; PR Publicacion cienlifica del Golegio de Farmacéuticos de la Provincia de Buenoa Aires, Argenting
{farmacéutica ] Calle 5 N* 966, La Plata 1900, Argentina, Tel. (54 221) 429 0900
. bgnacrcnsc - hittp-fiwww.actafarmbonaeranse.com.ar

La Plata, 28 de diciembre de 2005

Dr. Edvaldo Rodrigues de ALMEIDA.

Universidade Federal de Pernambuco,

Departamento de Antibidticos

Campus da UFPE. CEP 50670-301 Recile - Pernambuco
Brasil

E-mail: ealmeida@ufpe.br
Ref.: AFB 103705

Estimado Dr. Almeida:

Tengo el agrado de dirigimme a usted con el objeto de poner en su
conocimiento el informe del arbitro que analizd 1a nueva version de su trabajo “The action of
extract of the dry ieaves of Cissus sicyoides in pregnant rats”, de Edvaldo Rodrigues de
ALMEIDA®, Jodo Ricardo Gongalves de OLIVEIRA, Flavia F. Raquel LUCENA, Renata Patricia
de Freitas SOARES & Geraldo Bosco Lindoso COUTO. Adjunto el informe del arbitro, quien de
todos modos considera que ef trabajo es aceptable para su publicacion en AFB. Oportunamente
je enviaremos la prueba de impresion por correo electronico y le haremos conocer ¢l ndmero en
¢! que sera incluido el trabajo.

Al tiempo de agradecer su colaboracion, hago ‘propicia la oportunidad:
para saludar a usted con las expresiones de mi mayor consideracion.

Dr. Néstor Q. Caffini, Editor
E-mail: caffini@biol.unip.edu.ar



ANEXO C

Edvaldo Almeida

De: <lewandowski.c@att.net>

Para: "Edvaldo Almeida" <eralmeida@oi.com.br>
Enviada em: sexta-feira, 10 de margo de 2006 00:27
Anexar: Re__ Carrections to PB 5.386.eml
Assunto: Re: Corrections to PB 5.386

Dear Dr. Almeida,

The corrected manuscirpt has been received. It will be processed for typesetting and is tentatively
scheudled to appear in Pharmaceutical Biology vol. 44, ssiue 4, 2006, which closes March 15. You
should receive the page proofs about 6-8 weeks after that date.

Sincerely,
Carol Lewandowski
Managing Editor

—————————————— Original message from "Edvaldo Almeida" <cralmeida@oi.com.br>; —-m--nmnn-nux

Dear Dr2.

Carol Lewandowski

Managing Editor

The correclions to PB 5.386 was made,

Sincerely,

Edvaldo Almeida
eralmeida@oi.com.br

—-- Original Message —---

From: lewandowski.c@att. net

To: gralmeida@oi.com.br

Sent: Wednesday, March 01, 2006 4:50 PM
Subject: Corrections to PB 5.386

Dear Dr. Almeida,

The review of PB MS 5.386 has been completed. The paper has been accepted, however
there are some corrections that must be made before the paper can be processed for
publication. Specifically:

1. If all the authors are at the same address, then the
eliminated.

2. On page 2, and throughout the text, 3-0-rhamnoside should be 3-O-rhamnoside.

3. On page 8, the reference for Mundey et al. (2000) contains in the title “. . ileum

produced by u-opioid receptor...” What is “u-opioid”? If this is a typo, please correct

it.

On page 8. the reference for Yeh & Mitchel (1971) contains in the title .. oripavine

«]”

after each name can be

bl



