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RESUMO

A espécie Caesalpinia ferrea cresce em todo o Brasil, sendo largamente
utilizada nas regiées Norte e Nordeste no tratamento de tosse crénica, asma, ulcera
gastroduodenal e tuberculose. Tradicionalmente é sugerida no tratamento sintomatico
de lesbes cuténeas e de mucosas, assim como no tratamento de glicosuria. O objetivo
do trabalho foi realizar ensaios pré-clinicos da exposicao materna a Caesalpinia ferrea
a fim de estudar os efeitos dos extratos hidroalcodlicos secos reconstituidos de cascas
e sementes da Caesalpinia ferrea na evolucao da gestacao de ratas. Para isso, as
ratas prenhes foram expostas, durante todo o periodo de gestacao, as doses de 1,0
g/kg/dia (por via oral) aos extratos hidroalcodélicos secos reconstituidos da casca do
lenho (GCas), das sementes (GSem), e o grupo controle recebeu solugcédo salina
(0,9%) - GC. Para a avaliacao de toxicidade pré-clinica foram utilizadas analises
bioquimicas de alanina aminotransferase - ALT, aspartato aminotransferase - AST,
creatinina, ureia, calcio, glicose, triglicérides, colesterol total, lipoproteinas de alta
densidade - HDL; indices hematimétricos; dosagens de glutationa reduzida - GSH,
catalase e glutationa peroxidase - GPx; e analises de capacidade reprodutiva. Os
resultados da avaliagao materna indicaram que nao houve alteragbées na capacidade
reprodutiva, entretanto houve aumento dos niveis de creatinina (F=3,996, p<0,05) e
uma reducao plaquetaria (F=15,141, p<0,01) no GSem, indicando uma provavel
toxicidade materna. A toxicidade fetal foi demonstrada através de alteracbes
encontradas no liquido amniético e na placenta dos fetos. A analise do liquido
amniético indicou um aumento de AST no GSem (F=3,93, p<0,05), aumento nos niveis
de glicose em GCas e GSem (F=11,26, p< 0,01), além de reducao dos niveis de calcio
no GSem (F=6,095, p<0,05). A analise de placentas indicou um aumento dos niveis
de triglicérides no GCas (F=5,032, p<0,005). Estes dados, tomados em conjunto,
sugerem que o extrato hidroalcodlico seco reconstituido de sementes de Caesalpinia
ferrea nao é seguro quando administrado durante o periodo de gestacao de ratas.
Palavras-chave: Caesalpinia ferrea. Dosagens bioquimicas. Estresse oxidativo.

Toxicologia da reproducao. Ensaio in vivo.



ABSTRACT

The Caesalpinia ferrea species grows in Brazil and is widely used in the North
and Northeast in the treatment of chronic cough, asthma, gastroduodenal ulcer and
tuberculosis. Traditionally it has been suggested in the symptomatic treatment of skin
and mucosal lesions, as well as in the treatment of glycosuria. The objective was to
conduct pre-clinical trials of maternal exposure to Caesalpinia ferrea to study the
effects of the dry hydroalcoholic extracts reconstituted skins and seeds of Caesalpinia
ferrea the course of pregnancy in female rats. For this, female rats were exposed
during the entire period of gestation at the doses of 1.0 g/kg/day (orally) to the
reconstituted dried hydroalcoholic extracts of the bark of the log (GCas), seeds (GSem)
and the control group received saline (0.9%) - GC. For the evaluation of preclinical
toxicity were used for biochemical analyzes alanine aminotransferase - ALT, aspartate
aminotransferase - AST, creatinine, urea, calcium, glucose, triglycerides, total
cholesterol, high density lipoproteins - HDL; RBC indices; dosages of reduced
glutathione - GSH, catalase and glutathione peroxidase - GPx; and analysis of
reproductive capacity. The results of evaluation mother showed no changes in
reproductive capacity, however, there was an increase in creatinine levels (F=3.996,
p<0.05) and a platelet decrease (F=15.141, p<0.01) GSem, indicating a probable
maternal toxicity. Fetal toxicity was demonstrated by changes found in amniotic fluid
and placenta of the fetus. The analysis of the amniotic fluid indicated an increase of
AST GSem (F=3.93, p<0.05) increase in blood glucose levels GCas and GSem
(F=11.26, p<0.01), and reduction of calcium levels in GSem (F=6.095, p<0.05). The
placentas analysis indicated an increase in triglyceride levels in the GCas (F=5.032,
p<0.005). These data, taken together, suggest that the reconstituted Caesalpinia ferrea
dry hydroalcoholic extract are not safe when administered to rats during the gestation
period.

Keywords: Caesalpinia ferrea. Biochemical measurements. Oxidative stress.

Reproduction toxicology. In vivo assay.
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1 INTRODUCAO

A espécie vegetal Caesalpinia ferrea é constante da Relagdo de Plantas
Medicinais de interesse ao Sistema Unico de Saide — SUS. Em 2006, duas
importantes politicas que dizem respeito a Plantas Medicinais e Fitoterapicos foram
publicadas - Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares no SUS
(PORTARIA GM N° 971, DE 02/05/2006), que prevé em especial a insercao de servigos
relacionados as Plantas Medicinais e Fitoterapia, e a Politica Nacional de Plantas
Medicinais e Fitoterapicos (DECRETO PRESIDENCIAL 5.813 DE 22 DE JUNHO DE 2006),
cujo objetivo € garantir a populacao brasileira o acesso seguro e o uso racional de
plantas medicinais e fitoterapicos, promovendo o uso sustentavel da biodiversidade,
o desenvolvimento da cadeia produtiva e da industria nacional.

No intuito de definir as agdes, os prazos, os recursos e os Ministérios e 6rgaos
gestores envolvidos com a implantacéo da Politica Nacional de Plantas Medicinais e
Fitoterapicos, foi elaborado o Programa Nacional de Plantas Medicinais e
Fitoterapicos, aprovado em 10 de dezembro de 2008, por meio da Portaria
Interministerial n® 2.960. Entre as a¢des previstas no Programa Nacional de Plantas
Medicinais e Fitoterapicos, destacam-se: a garantia do monitoramento da qualidade
dos fitoterapicos; o incentivo a pesquisa e desenvolvimento de plantas medicinais e
fitoterapicos, priorizando a biodiversidade do pais; promog¢ao do uso racional de
plantas medicinais e dos fitoterapicos no SUS; acompanhamento e avaliacdo da
insercao e implementagao das plantas medicinais e fitoterapia no SUS.

Nao ha monografias em Farmacopeias Oficiais Brasileiras para os derivados
da Caesalpinia ferrea, embora possua notificacdo para droga vegetal (com indicagcao
para o uso oral e prolongado) e solicitagdes de registro no Instituto Nacional da
Propriedade Industrial (INPI). Portanto, torna-se necessaria a realizagcao de outras
avaliacdes biologicas para comprovacéao de sua indicagao terapéutica e de seguranca.

Desta forma esta pesquisa se propds a realizar testes de toxicidade pré-clinica,
0S quais sao necessarios para a avaliacao de seguranca da exposi¢cao sobre a mae e
sobre o concepto (FIOL; GERENUTTI; GROPPO, 2005; GERENUTTI; SPINOSA,
BERNARDI, 1992) afim de auxiliar na normalizagcdo da Caesalpinia ferrea como droga
vegetal (BRASIL, 2010).
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2 Caesalpinia ferrea

2.1 Identificacao

A Caesalpinia ferrea Mart. (Caesalpinia ferrea Martus ex. Tulasne var.
leiostachya Benth; sinonimia botanica: Libidibia ferrea) pertence a Familia das
Leguminosae (Fabaceae Lind.), e a Subfamilia: Caesalpinioideae (LORENZI, 1998;
MOBOT, 2012).

Figura 1 — Foto da Caesalpinia ferrea var. leyotachia Benth

Nota: A: vista parcial. B: detalhe de um ramo, com inflorescéncia. C: inflorescéncia com botdes

florais.

Fonte: Adaptado de Zaia HABA. Desenvolvimento floral de Caesalpinia echinata LAM, Caesalpinia
peltophoroides BENTH e Caesalpinia ferrea var. leyotachia BENTH. (Febaceae/
Caesalpinioideae) [dissertagao]. Piracicaba: Universidade De S&o Paulo, Escola Superior de
Agricultura “Luiz De Queiroz”, 2004.



Figura 2 — Representacao esquematica da Caesalpinia ferrea

Nota: A: fruto. B: semente. C: fases de germinagéo. D: planta jovem -30 dias. E: muda - 120 dias;
legenda: rp: raiz principal, t: tegumento, rd: radicula, rs: raiz secundaria, m: metafilos, h:
hipocétilo, ep: epicdtilo, c: cotilédones.

Fonte: Adaptado de Braz MSS. Morfologia, germinagéo e produgédo de mudas de leguminosas
arbdreas ocorrentes na mata do Pau-Ferro, Areia, Paraiba [tese]. Paraiba: Universidade
Federal da Paraiba/Areia, 2007.

16



17

No Brasil, a espécie Caesalpinia ferrea é conhecida popularmente como pau-
ferro, juca, ibira-obi, imira-ita, muira-obi, muiré-ita; sendo uma espécie que cresce em
todo o pais e é largamente distribuida nas regides Norte e Nordeste, principalmente
em Pernambuco e no Ceara. A arvore € bastante ornamental, podendo ser empregada
na arborizacao de ruas e avenidas e, aproveitada para plantios em areas degradadas,
além de fornecer lenha e madeira para construgéo civil (PIO CORREA, 1984). Além
disso, o pau-ferro € considerado uma forrageira importante no Nordeste, tanto pela
sua adaptacao natural a regido, como também por fornecer forragem durante a seca
(DE OLIVEIRA, 2008).

2.2 Informacgées botanicas

2.2.1 Descricao macroscopica

E uma espécie vegetal de grande porte, com tronco liso e cerne duro, podendo
chegar a 10-15 metros de altura, com tronco de 40 a 60 cm de didmetro o qual possui
manchas claras; folhas bipinadas com foliolos oblongos, ovalados ou obovais; frutos
de cor marrom escura, do tipo legume (vagem) com sementes escuras; flores
amarelas pequenas e em cachos (LORENZI, 1998).

As folhas sao bipinadas paripinadas, opostas, medindo 14 — 20 cm. Os foliolos
sao opostos a bubopostos, sésseis, 6-8 jugados, lamina de 0,5 a 0,7 cm de largura e
0,9 a 1,3 cm de comprimento, obovada, de apice retuso a obtuso, de base inequilatera,
margem inteira, verde opalescente nas 2 faces, venagado curvivenia, com nervura
central ligeiramente impressa na face superior e algo saliente na face inferior. As
nervuras secundarias, em numero de 7 a 8 pares, sdo opostas ou subopostas, pouco
proeminentes na face abaxial. Pulvinos e pulvinulos sao evidentes (CURY, 2002).

A casca do lenho apresenta parénquima axial visivel somente sob lente de 10x,
paratraqueal califorme linear, confluente, formando faixas longas estreitas e
irregulares e também confluente em trechos curtos. Raios visiveis somente sob lente
de 10 x, finos e poucos. Poros visiveis somente sob lente de 10 x, pequenos, pouco

numerosos, porosidade difusa, solitarios e multiplos. No plano longitudinal tangencial
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0s raios sao visiveis somente sob lente de 10x, baixos, estratificados, e linhas
vasculares irregulares. No plano longitudinal radial, o espelhado dos raios é
contrastado. Camadas de crescimento distintas individualizadas eventualmente por
linhas finas de parénquima confluente e zonas fibrosas tangenciais mais escuras
(CURY, 2002).

A superficie externa do caule das partes aéreas, de menor diametro, apresenta
coloracao marrom com diferentes lenticelas de forma lenticular. No caule de 1 a2 mm
de diametro, em secc¢éao transversal e longitudinal, observada a vista desarmada ou
com auxilio de lupa, encontram-se 4 regides de coloracao distinta onde se pode
destacar a medula e poros difusos (CURY, 2002).

A vagem apresenta legume bacodide, liso, achatado, seco, negro na maturagao
indeiscente com mesocarpo polposo, pesando de 4,41 a 14,24 g, com 3,8 a 9,3 cm
comprimento por 1,02 a 2,93 cm de largura, com uma a quatro sementes. Estas,
subelipticas a oblongas, marrom-escuras a negras, brilhantes, medindo 0,7 a 0,9 cm
de comprimento por 0,4 a 0,5 cm de largura, dispostas transversalmente em relacao
ao eixo longitudinal do fruto. Funiculo com hilo visivel, circular, escuro. Embriao reto,
axial, pardo-amarelado com eixo hipocétilo-radicula reto, cotilédones verdes, planos

de textura foliacea com plumulas diferenciadas em pinas (BRAZ, 2007).

2.2.2 Descrigao microscoépica

A epiderme dos foliolos, em corte transversal, apresenta-se uniestratificada,
constituida por células de contorno retangular, alongadas no sentido periclinal,
revestidas por cuticula lisa. Na regiao de nervura mediana, as células evidenciam-se
aproximadamente arredondadas. As paredes periclinais externas das células
epidérmicas sao espessadas em ambas as faces da lamina, e na face abaxial,
observa-se convexidade evidente. Em vista frontal, o contorno mostra-se sinuoso. A
sinuosidade revela-se acentuada na face abaxial. Tricomas glandulares pluricelulares,
sésseis, localizados em ligeiras depressodes, sdo observados, algumas vezes nesta
face. Estas estruturas nao apresentam espacos conspicuos. A folha é hipoestomatica.
Os estdbmatos que ocorrem no mesmo nivel das demais células epidérmicas
apresentam—se circundados por 2 a 4 células, predominado os paraciticos. O mesdfilo

€ constituido de 4 a 5 camadas de parénquima paligadico. Algumas destas células,
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junto as duas faces, sofrem divisdes periclinais, sendo que as células mais externas
contem drusas de oxalato de calcio. Os feixes vasculares de menor calibre
apresentam bainha cristalifera. No meséfilo encontram-se frequentemente drusas e
raros cristais prismaticos, além de idioblastos com conteudo marrom. Estes ultimos,
apos tratamento com reativo contendo acido sulfurico, adquirem forma cristalina
acircular. A nervura mediana €& aproximadamente plano-convexa. As células
epidérmicas que recobrem esta regido sdo comparativamente menores, observado,
em seguida, 2 a 3 camadas de parénquima palicadico, junto a face axial, encontra-se
células arredondadas de paredes delgadas, delimitando meatos. No xilema, os
elementos de vaso estao dispostos em fileiras radiais e separados por 1 a 2 fileiras de
células parenquimaticas. No floema, observa-se grande numero de drusas.
Externamente a esta regido, observa-se calota fibrosa conspicua. Fendlicos sao
abundantes nas células palicadicas mais externas, principalmente junto a face adaxial
(GONZALEZ, 2005).

A casca do lenho possui vasos com porosidade difusa, arranjo tangencial,
solitarios na maioria, forma da seccao arredondada, placas de perfuracao simples,
didmetro tangencial de 92,6 um, elementos vasculares com 0,3 mm de comprimento,
com auséncia de apéndices, tilos abundantes, depdsitos nos vasos abundantes com
cor marrom escura, pontuagdes intervasculares alternas arredondadas, com didmetro
tangencial de 8,3 um, pontoagcdes radiovasculares semelhantes as intravasculares.
Parénquima axial aliforme losangular confluente, formando faixas em linhas de
parénquima marginal. Fibras com 1,1 mm de comprimento e paredes muito espessas.
Raios bi e trisseriados, com altura de 0,184 mm, homocelulares, com todas as células
procumbentes, estratificados. Cristais em células do parénquima axial. Silica presente
no parénquima radial. Camadas de crescimento individualizadas pela variagao do
lume das fibras (CURY, 2002).

O caule das partes aéreas possui de 1 a 2 mm de didmetro, o suber é
constituido por células espessadas, suberizada, de contorno aproximadamente
retangular, alongadas ao sentido periclinal, intercaladas com faixas de células de
contorno quadrangular. Nesta regido podem ser observadas de cinco a vinte camadas
de células. A feloderme € constituida de até 10 camadas de células espessadas de
paredes celulésicas, achatadas, alongadas no sentido tangencial. Nesta regiéo,
observa-se grande numero de drusas e cristais prismaticos. O parénquima cortical é

constituido de células de diferentes formas e tamanhos, delimitando meatos. Nesta
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regido observam-se frequentemente drusas e raros cristais prismaticos. Externo a
regidao floematica, encontra-se anel esclerenquimatico, continuo, constituido
predominantemente de fibras, intercaladas com esclereides, providos de pontoagdes
simples e ramificadas. O floema é constituido de elementos de conducédo e
parénquima. Os raios floematicos formados 1-3 células em largura, contém
abundantes drusas e raros cristais prismaticos (GONZALEZ, 2005).

O xilema apresenta elementos de vasos geralmente arredondados, solitarios
e/ou multiplos radiais, em arranjo difuso. No material dissociado podem ser
observadas drusas, elementos de condugcdo com espessamento espiralado,
reticulado e providos de pontuagdes areoladas ou guarnecidas. Nos caules de
diametro menor que 2 mm, observa-se no xilema um parénquima axial em faixas
tangenciais, descontinuas, irregularmente espacadas e arranjo paratraqueal escasso
a vasicéntrico, ja em caules de didmetro maior, ha predominancia do parénquima em
faixas continuas. Raios geralmente unisseriados e parénquima radial heterogéneo,
constituido de evidentes células procumbentes e quadradas. O parénquima medular
€ formado de células de diferentes tamanhos delimitando meatos contendo ocasionais

cristais prismaticos e frequentes amiloplastos (GONZALEZ, 2005).

2.3 Controle de qualidade

Frasson, Bittencourt e Heinzmann (2003) apontam que o indice de amargor
encontrado no caule da Caesalpinia ferrea Mart. € de 1,68 unidades/grama, e embora
nao seja considerada “fortemente amarga”; a casca do caule, quando transformada
em droga, apresenta-se inodora, com densidade maior que a agua, e mantém o sabor
amargo e adstringente (GONZALEZ, 2005).

Em analise realizada por Frasson, Bittencourt e Heinzmann (2003) o teor de
cinzas insoluveis em acido foi de 0,153% ou 1,53 mg/kg. Na contagem de
microrganismos viaveis em placas, obtiveram quantidades inferiores a 10 UFC/g para

bactérias e 8,03x102 UFC/g para fungos.
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2.3.1 Prospeccao fitoquimica

A espécie apresenta esterdides (sitosterol), flavonas, flavondis, flavanonas,
flavonondis, saponinas, taninos e xantonas (SOUZA, 2005). No extrato bruto do caule,
Gonzalez (2005) detectou flavonoides e taninos; nas folhas, identificou flavonoides,
taninos, além de antraderivados e cumarinas.

Gonzalez (2005) utilizando método preconizado pela European Pharmacopoeia
(2001) encontrou as seguintes porcentagens de taninos; Extrato bruto das folhas -
7,13%, extrato liofilizado das folhas - 23,95%, extrato bruto do caule - 2,26% e extrato
liofiizado do caule - 11,77%. Bacchi e Sertié (1994) utilizaram o método de
precipitacdo com solugéo de gelatina a 1% e encontraram 9,2% de taninos no extrato
liofilizado do caule. Utilizando o método preconizado pela Farmacopeia Brasileira,
Gonzalez (2005) calculou a porcentagem de flavonoides em relacdo a quercetina e
obteve 0,0095% no extrato bruto e 0,026% extrato liofilizado das folhas; e 0,00014%
no extrato bruto e 0,0017% no extrato liofilizado do caule. Bacchi e Sertié (1994)
utilizaram o método de precipitagdo com éter e obtiveram 4,7% de saponinas no
extrato liofilizado do caule.

Os componentes quimicos descritos para a Caesalpinia ferrea sao terpenos,
taninos e acidos fendlicos, flavonoides C-glicosilados e lectinas. Rivera (1999), em
estudo fitoquimico das folhas de Caesalpinia ferrea, isolou um constituinte amarelo
que, através de analises por Espectrometria de Massa (EM) e por analises, tanto
experimentais, quanto teéricas, de Espectroscopia no Infravermelho (El) e de
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), permitiu caracteriza-lo como o
sesquiterpendide trans,trans-farnesol. Por outro lado, Coelho (2004), em estudo
fitoquimico das folhas de Caesalpinia ferrea, identificou em RMN trés triterpenos:

lupeol, a- e b-amirina (Figura 3).
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Figura 3 — Estrutura quimica de constituintes terpendides isolados das folhas Caesalpinia ferrea

a-amirina Lupeol

HO

Fonte: Coelho RG. Estudo quimico de Zollernia ilicifolia (Fabaceae), Wilbrandia ebracteata
(Cucurbitaceae) e Caesalpinia ferrea (Caesalpiniaceae) [tese]. Araraquara: Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, Instituto de Quimica da Universidade Estadual
Paulista, 2004.

Ueda et al. (2001) isolaram do extrato aquoso dos frutos secos de Caesalpinia
ferrea (500g) o acido elagico 2-(2,3,6-Trihidroxi-4-carboxifenil) (Figura 4), com

capacidade de inibir a aldose redutase.

Figura 4 — Estrutura quimica do acido elagico 2-(2,3,6-trihidroxi-4-carboxifenil) isolado dos frutos da
Caesalpinia ferrea

COCH

OH

Fonte: Ueda H, Kawanishi K, Moriyasu M. Effects of ellagic acid and 2-(2,3,6-trihydroxy-4-
carboxyphenyl) ellagic acid on sorbitol accumulation in vitro and in vivo. Biol Pharm Bull 2004
Oct; 27(10):1584-7.
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Nakamura et al. (2002) avaliaram o extrato metandlico dos frutos de
Caesalpinia ferrea e identificaram dois compostos: o acido galico e galato de metila
(Figura 5), que apresentaram acao in vitro sobre o virus Epstein—Barr; Coelho (2004)
em estudo fitoquimico das folhas de Caesalpinia ferrea, também identificou o galato
de metila, que pode ser o precursor biossintético de metabdlitos secundarios naturais

(cumarinas, lignanas e neolignanas), segundo Dewick (1998).

Figura 5 — Estrutura quimica do acido galico e galato de metila isolados dos frutos e folhas da
Caesalpinia ferrea

Acido galico Galato de metila
COOH COOCH;
HO OH HO OH
OH OH

Fonte: Coelho RG. Estudo quimico de Zollernia ilicifolia (Fabaceae), Wilbrandia ebracteata
(Cucurbitaceae) e Caesalpinia ferrea (Caesalpiniaceae) [tese]. Araraquara: Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, Instituto de Quimica da Universidade Estadual
Paulista, 2004.

Nakamura ES, Kurosaki F, Arisawa M, Mukainaka T, Takayasu J, Okuda M, Tokuda H, Nishino
H, Pastore F. Cancer chemopreventive effects of a Brazilian folk medicine, Juca, on in vivo
two-stage skin carcinogenesis. J Ethnopharmacol. 2002 Jun; 81(1):135-7.

Coelho (2004), em estudo fitoquimico das folhas de Caesalpinia ferrea,
identificou em RMN, trés flavonoides C-glicosilados: isoorientina, orientina e vitexina

(Figura 6).
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Figura 6 — Estrutura quimica de constituintes flavonoides isolados das folhas da Caesalpinia ferrea

-CH:OH CHAOH
P & sCHOH

s
\ OH /V OH
o OH _
3 OH OH
{-

Vitexina Orientina

Isoorientina

Fonte: Coelho RG. Estudo quimico de Zollernia ilicifolia (Fabaceae), Wilbrandia ebracteata
(Cucurbitaceae) e Caesalpinia ferrea (Caesalpiniaceae) [tese]. Araraquara: Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, Instituto de Quimica da Universidade Estadual

Paulista, 2004.

Nozaki et al. (2007) isolaram o Pauferrol A (Figura 7), uma chalcona precursora
da via de biossintese de flavonoides, da fracdo etandlica do extrato do caule de

Caesalpinia ferrea Mart., que se apresenta como um pé amarelo e amorfo.

Figura 7 — Estrutura quimica de constituintes pauferrol A (Chalcona) isolado do caule da Caesalpinia
ferrea

OH

HO

H
o
HO / \
— "
H
HO
Pauferrol A

Fonte: Nozaki H, Hayashi K-i, Kakumoto K, lkeda S, Kido M, Tani H, Matsuura N, Takaoka D, linuma
M, Akao Y. Pauferrol A, a novel chalcone trimer with a cyclobutane ring from Caesalpinia
ferrea mart exhibiting DNA topoisomerase Il inhibition and apoptosis-inducing activity.
Tetrahedron Lett. 2007; 48(47):8290-92.
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Os terpenos (Lupeol e a-amirina) e flavonoides (isoorientina, orientina e
vitexina) parecem ser os principios majoritarios ou ativos (COELHO, 2004; DEWICK,
1998; NAKAMURA et al., 2002; UEDA et al., 2001).

Bacchi e Sertié (1994) citam que as formas habituais de uso da Caesalpinia
ferrea Mart. sao o infuso, o decocto, o extrato fluido e a tintura, neste sentido, os
principais derivados utilizados séo o extrato aquoso e o extrato hidroalcodlico da casca

do lenho.

2.4 Seguranga e eficacia

2.4.1 Usos populares/tradicionais

No Piaui, a espécie é utilizada para tratamento de feridas e contusbes e, em
Alagoas, é utilizada para a tosse crénica, asma e como cicatrizante (PIO CORREA,
1984). Bacchi e Sertié (1991) citam que a Caesalpinia ferrea Mart. €, ha muito tempo,
utilizada na medicina popular como cicatrizante e no tratamento de Ulcera
gastroduodenal; Carvalho (1993) ressalta a utilizagdo popular desta planta em varios
processos inflamatérios. Storey e Salem (1997), em estudo etnofarmacolégico
realizado no estado do Amazonas, indicaram que a Caesalpinia ferrea era uma das
treze plantas mais utilizadas para o tratamento da tuberculose. Além disto, seu uso
tradicional sugeria a utilizacdo para tratamento sintomatico de lesdes cutaneas e de
mucosas, bem como o tratamento de glicosuria (CARVALHO et al., 2010).

Segundo Braga (1960) a casca é utilizada como adstringente e cicatrizante. O
decocto € usado internamente como antidisentérico. O preparado da casca com 1 litro
de agua e 1 kg de acgucar, aquecido até formar um xarope, € utilizado contra asma e
bronquite. Ainfusdo conjunta da raspa da casca com folhas de manga € utilizada como
antigripal e antitussigena, enquanto que os preparados das cascas de juca, cascas
de jatoba, folhas de manga, agucar e agua, apés aquecimento, sao utilizados como
anticatarral e no tratamento de feridas.

Casca e sementes do pau-ferro sao usadas na medicina popular, na forma de

cha e de garrafadas, para emagrecer, como depurativo e para contusdes (BARROS,
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1982). Nakamura et al. (2002) estudaram nas cascas dois componentes extraidos do
Pau ferro, o acido galico e metil galato, que apresentaram atividade antitumoral e
antiviral (DE SOUZA, 2009).

O decocto das folhas na regidao Amazodnica, é utilizado externamente contra
hemorroidas, enquanto que o uso interno desta decocgao é util contra amebiase e
problemas hepaticos, além de ser usado como fortificante para criangas. O sumo das
folhas € usado internamente para problemas cardiacos. A infusao de folhas e de frutos
€ utilizada para o tratamento de inflamagdes do figado e tuberculose. Na regido da
Mata Atlantica, a infusdo das folhas da espécie € usada para problemas respiratérios,
especialmente bronquites, além do uso comum contra gripes, resfriados e tosses (DI
STASI et al, 2000).

O fruto combate a anemia e as afec¢des hemoptisicas pulmonares (tosses
seguidas de sangue), além de possuir propriedades béquicas e antidiabéticas (REIS,
2001). As raizes tem acao febrifugas e antidiarreica (REIS, 2001). A vagem in natura é
utilizada contra tosse, inflamagdes do figado e bago, desarranjo menstrual, problemas
renais e menstruais (SANGUINETTI, 1989).

2.4.2 Ensaios pré-clinicos

Gonzalez (2005) e Souza et al. (2006) realizaram estudos de toxicidade aguda.
O estudo de Gonzalez (2005) foi realizado com o extrato bruto de folhas e caule com
camundongos Swiss, enquanto Souza et al. (2006) testou o extrato aquoso dos frutos
em ratos Wistar. Ambos relatam que a Caesalpinia ferrea nao apresentou toxicidade
aguda para as doses utilizadas. Neste sentido, Gonzalez (2005), Silva (2008) e
Cavalheiro et al. (2009) utilizaram os extratos brutos das diversas partes vegetais:
folhas, vagens e sementes, respectivamente; todos os ensaios foram realizados com
camundongos. A DL50 em todos os ensaios ficou acima de 2,5 g/Kg, com indicacao
dos autores de baixa toxicidade da Caesalpinia ferrea.

Estudos de toxicidade subcrénica foram realizados por Gonzalez (2005) com o
extrato bruto de folhas e caules, por Bacchi et al. (1995) com extrato de caule e por
Souza (2005) com droga vegetal diluida em agua. Nos trés estudos, a espécie

estudada foi o rato Wistar (machos e fémeas); os parametros de toxicidade subcrénica
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incluiram avaliagbes: anatomopatoldgicas, bioquimicas, ensaios comportamentais e,
ensaios sobre a reproducgéo, os autores afirmam que os resultados indicaram baixa
toxicidade subcrénica da Caesalpinia ferrea.

Lucinda et al. (2010) em estudo de toxicidade crénica utilizando o extrato
aquoso dos frutos observaram uma auséncia de toxicidade sobre o aparelho
reprodutor masculino em ratos.

Foram realizados ensaios in vivo com a Caesalpinia ferrea, utilizando modelos
de avaliagdo das atividades: cicatrizante, antitumoral e imunossupressora, anti-
inflamatéria, antidlcera, colerética, hipoglicemiante e anti-hiperglicemiante,
hipotensora.

Carvalho et al. (1996) avaliou a atividade anti-inflamatéria da Caesalpinia
ferrea, utilizando o extrato aquoso dos frutos na dose de 300 mg/kg em ratos e
camundongos pelo método de edema de pata (analgesia e inflamagao) induzida por
carragenina. Um estudo com o extrato bruto aquoso e de uma fragao (F80) da vagem
da Caesalpinia ferrea foi feito por Silva (2008) em camundongos com peritonite
induzida por carragenina e contor¢ées abdominais induzidas por acido acético. Ja
Silva (2009) estudou a lectina isolada e o extrato bruto das folhas para avaliar o
potencial. Todos os ensaios de avaliagdo da atividade anti-inflamatéria, de acordo com
os autores, apresentaram resultado positivo, ou seja, uma redugcao do processo
inflamatorio e um potencial de analgesia.

Foram encontrados trabalhos de Da Silva (2009), Queiroz et al. (2001) e
Nakamura et al. (2002) onde os autores avaliaram a atividade antitumoral e
imunossupressora da Caesalpinia ferrea. O extrato bruto foi administrado em
camundongos por Da Silva (2009) para avaliar a diferenciacdo dos precursores
hematopoiéticos da medula 6ssea (MO) para a série granulédcito-macréfago (CFU-
GM) através da utilizagdo de um modelo tumoral (tumor de Ehrlich) e de um modelo
de infeccao (Listeria monocytogenes), resultando em um aumento da resisténcia dos
animais devido ao aumento nos numeros de CFU-GM da MO. Queiroz et al. (2001)
utiizando o extrato aquoso da Caesalpinia ferrea, em ratos e camundongos,
evidenciaram aumento da resisténcia dos animais inoculados com tumor de Ehrlich,
bem como, observaram protecao contra a dose letal de Listeria monocytogenes.
Camundongos em estagio 2 de cancer de pele receberam acido galico e metil galato,
compostos isolados dos frutos, e apresentaram uma diminuicdo significativa no
numero de papilas tumorais (NAKAMURA et al., 2002).
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A atividade cicatrizante da Caesalpinia ferrea, foi realizada por De Oliveira
(2008) que utilizou as cascas secas em preparagao com vaselina em caprinos e por
Gonzalez (2005) que utilizou extrato bruto de caule e folhas em roedores; nos dois
estudos a via de administracao foi topica. O modelo farmacologico de avaliacdo da
atividade cicatrizante consiste na aplicacao das preparacdées de Caesalpinia ferrea
sobre as areas de incisdo. Nos ensaios realizados, apenas em caprinos foi observado
efeito significativo sobre a cicatrizacao.

Bacchi e Sertié (1994) e Bacchi et al. (1995) estudaram o extrato hidroalcodlico
do caule da Caesalpinia ferrea em ratos Wistar a fim de estudar sua atividade
antitlcera. Gonzalez (2005) utilizou o extrato bruto de caule e extrato bruto de folhas
também em ratos para avaliar a lesdo gastrica induzida pela administracido de uma
solucéao 0,3 M de acido cloridrico com etanol a 60%, como agentes ulcerogénicos.
Bacchi e Sertié (1994), Bacchi et al. (1995) e Gonzalez (2005) relataram diminui¢ao
de secrecao gastrica, redugéo da ulceragcao e aumento de fibras de colageno em seus
estudos.

Para a avaliar a atividade hipoglicemiante, Almeida e Agra (1986), realizaram
administragdo por via oral dos extratos etandlicos e aquosos da folhas em ratos, e
utilizaram o método da ortuluidina. Ueda, Kawanishi e Moriyasu (2004) administraram
composto isolado dos frutos (acido elagico) em ratos diabéticos induzidos por
estreptozotocina. O extrato aquoso foi administrado em ratos diabéticos aloxano-
induzidos em estudo realizado por Carvalho et al. (2010). Os autores nao encontraram
efeito hipoglicemiante. A atividade hipoglicemiante foi observada apenas por Souza
et al. (2009) ap6s a administracao oral de extratos aquosos da casca do caule a ratos
diabetes aloxano induzida.

A inducao de hipotensao e da vasodilatacao de artéria mesentérica em ratos
normotensos, promovida pelo extrato aquoso da casca do caule de Caesalpinia ferrea,
foi observada por Menezes et al. (2007).

Pavan et al. (2009) em ensaios de atividade antimicrobiana realizados in vitro
com a Caesalpinia ferrea definiram a Concentragéo Inibitéria Minima (CIM) para a
Mycobacterium tuberculosis como 4000 ug/mL e Sampaio et al. (2009) observaram
que o extrato aquoso da fruta foi capaz de inibir o crescimento de organismos
patégenos orais. Os ensaios destes achados corroboram com a utilizacao popular da

Caesalpinia ferrea no tratamento de lesbées de diversas naturezas.
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Dois artigos indicaram a IC50 da Caesalpinia ferrea, em células humanas
(eritrécitos e células leucémicas), utilizando compostos isolados do fruto (acido
elagico) (UEDA; KAWANISHI; MORIYASU, 2004) e do caule (pauferrol A) (NOZAKI et al.,
2007). Gonzalez (2005) avaliou e confirmou a atividade antioxidante, em células de
roedor, do extrato bruto do caule e folhas; e Cavalheiro et al. (2009) que avaliou a
atividade do extrato bruto das sementes em eritrocitos de rato, indicando atividade
celulasica, amilasica e anticoagulante.

Os extratos de Caesalpinia ferrea apresentaram atividade anti-inflamatoéria,
cicatrizante, antitumoral e antimicrobiana em testes pré-clinicos in vivo. Os ensaios in
vitro evidenciaram o potencial terapéutico para a utilizacado em uso tépico dos diversos

extratos de Caesalpinia ferrea.

2.5 Formas farmacéuticas e formulagoes descritas na literatura

Preparagdes contendo o extrato das folhas de Caesalpinia ferrea nao sao
frequentes. Alguns autores citam o Fimatosan solugdo, um composto com
apresentacdo em associagao de extratos: extrato fluido de juca (Caesalpinia ferrea)
0,100 mL; extrato fluido de agrido (Nasturtium officinale) 0,030 mL; extrato fluido de
guaco (Mikania glomerata) 0,030 mL; extrato fluido de cambara (Lantana camara)
0,030 mL; extrato fluido de maracuja (Passiflora alata) 0,020 mL; extrato fluido de erva-
silvina (Polypodium vaccinifolium) 0,030 mL; extrato fluido de oéleo-vermelho
(Myrospermum erytroxilon) 0,020 mL (DE MELLO e DE MELLO, 2006).
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As patentes nacionais (IPNI, 2008) e internacionais (LATIPAT, 2011; EUROPEAN
PATENT OFFICE, 2011) encontradas estao citadas na Figura 8.

Figura 8 — Patentes solicitadas para a espécie vegetal Caesalpinia ferrea

No Brasil — INPI
Registro Data Titulo
P10705224-3 A2 28/09/2007 Uso do extrato de pau ferro (Caesalpinia ferrea Mart.)
em formulagdes cosméticas e farmacéuticas como
agente despigmentante/clareador da pele
P10506067-2 A2 15/04/2005 Valor nutricional do pau- ferro (Caesalpinia ferrea, Mart)

como fonte de sulfato ferroso para suplementagdo
alimentar e combate a anemia humana e animal

Paises Ibero-americanos - Latipat

Registro Data Titulo

BRPI0705224 (A2) 11/11/2009 Uso do extrato de pau ferro (Caesalpinia ferrea Mart.)
em formulagcdes cosméticas e farmacéuticas como
agente despigmentante/clareador da pele

BRPI0O506067 (A) 12/12/2006 Valor nutricional do pau- ferro (Caesalpinia ferrea, Mart)
como fonte de sulfato ferroso para suplementagdo
alimentar e combate a anemia humana e animal

Escritério Europeu - European Patent Office
Registro Data Titulo
JP2006342078 (A) 21/12/2006 Agente para prevenir e tratar alergias

Fonte: European Patent Office. 2011 [acesso em 06 de janeiro 2015]. Disponivel em:

www.european-ip-attorneys.org.

IPNI. The Internacional Plant Name Index. 2008 [acesso em 06 de janeiro 2015]. Disponivel
em: http://www.ipni.org/ipni/pantnamesearchpage.do.
Latipat. 2011 [acesso em 06 de janeiro de 2015]. Disponivel em: Ip.espacenet.com/.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Realizar ensaios pré-clinicos da exposicao materna a Caesalpinia ferrea a fim
de estudar os efeitos dos extratos hidroalcodlicos secos reconstituidos de cascas e

sementes da Caesalpinia ferrea Mart. na evolugcao da gestacao de ratas.

3.2 Objetivos Especificos

Avaliar a capacidade reprodutiva de ratas.
Avaliar a toxicidade materna por meio de analises bioquimicas, hematologicas
e de biomarcadores de estresse oxidativo.

Avaliar a toxicidade fetal.



4 MATERIAL E METODOS

4.1

O presente estudo foi desenhado na forma de um projeto principal, envolvendo

iniciacao cientifica e mestrado. O fluxograma (Figura 9) apresenta seu delineamento

Delineamento experimental

experimental, detalhando as etapas realizadas neste trabalho.

Figura 9 — Fluxograma do estudo
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Fonte: Elaborac&o propria.
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4.2 Material vegetal e obtencao do extrato

A Caesalpinia ferrea Martius foi coletada no Estado do Rio Grande do Norte,
identificada e catalogada no Herbario da Universidade Federal do Rio Grande do
Norte (UFRN), sob o numero 12181 (ANEXO A). As cascas do caule da Caesalpinia
ferrea Mart. foram obtidas por raspagem, e as sementes foram coletadas da vagem
seca. Ambas foram devidamente acondicionadas em sacos plasticos, mantidas sob
refrigeracao, e transportadas até a Universidade de Sorocaba.

As cascas e sementes foram secas em estufa (Marconi® — MAQ035) com
circulacao e renovacgao de ar quente (40°C), durante 72 horas. O material vegetal
seco foi pesado e sua massa registrada foi de 530 g de cascas e 960 g de sementes.
Posteriormente, o material vegetal seco foi submetido a moagem em moinho de facas
e martelos (Marconi® - MA340 Série 0004201) para obtengcédo de um pé fino. Seguiu-
se, entdo, ao método de extragcdo por percolacdo simples (FARMACOPEIA
PORTUGUESA, 2002). Na percolacao, a droga vegetal moida foi colocada em um
recipiente cbénico (percolador), através do qual se passou como liquido extrator o
etanol 70%, a 30 gotas por minuto, até o esgotamento do pé da droga, obtendo-se
19,5 L de extrato percolado das cascas e 11,8 L de extrato percolado das sementes.
O material percolado foi mantido refrigerado até o momento da concentracdo em
rotaevaporador (Sistema de Rotaevaporacao Bichi® R-215, Bomba de Vacuo V-700
e Chiller F-108), para que o alcool fosse eliminado, onde resultou em 5,9 L de extrato
concentrado das cascas e 3,5 L de extrato concentrado de sementes. Posteriormente,
o concentrado foi liofilizado (Liofilizador Thermo Fisher Scientific, SNL216V-115) a fim

de retirar toda umidade, obtendo-se o extrato liofilizado (Figura 10).



Figura 10 — Preparacao do extrato hidroalcodlico seco reconstituido da Caesalpinia ferrea

Nota: A: Secagem. B: Moagem. C: Percolagdo. D: Rotaevaporagédo. E: Liofilizag&o. 1: Cascas.
2: Sementes.
Fonte: Elaboracao propria.
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4.3 Animais

Ratos Wistar (machos pesando entre 250 e 300 g e fémeas pesando entre 180
e 200 g) com sete semanas de idade, foram adquiridos da Anilab - Animais de
Laborat6rio, Paulinia, Sado Paulo, Brasil (Certificado de Procedéncia - ANEXO B; e
Atestado de Saude - ANEXO C).

Os animais foram alojados e ambientados em isoladores micro ambientais
Alesco® (Figura 11) com troca e renovagao de ar, no Biotério de Experimentacao
Animal do Laboratério de Pesquisa Toxicolégica da Universidade de Sorocaba, pelo
periodo de uma semana. A temperatura (22 £ 2 °C) e o ciclo claro/escuro (12 horas)
foram controlados automaticamente. Os animais receberam racao da marca Purina®
e agua filtrada, ad libitum.

Para experimentagéo, as fémeas prenhes foram divididas em trés grupos de
cinco animais.

O projeto foi submetido a Comissdao de Etica no Uso de Animais da
Universidade de Sorocaba — CEUA/UNISO, Sao Paulo, sendo aprovado com o
protocolo 0001/2012 (ANEXO D).

Figura 11 — Isoladores micro ambientais Alesco®

Fonte: Elaborac&o propria.
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4.4 Avaliagao da evolugao da gestagao de ratas

4.4.1 Acasalamento

Para o acasalamento, alojou-se, no maximo, 02 machos com 05 fémeas por
um periodo noturno de 12 horas. Por meio de observagdes microscépicas
(Microscopio Biolégico, Modelo Axio Lab.A1, ZEISS®), a indicativa do primeiro dia da
prenhez foi a presengca ou ndo de espermatozoides no esfregagco proveniente do
lavado vaginal realizado com solucgao fisioldégica a 0,9% (Figura 12) (GERENUTTI;
FIOL; GROPPO, 2006).

Figura 12 — Espermatozoides no lavado vaginal: Indicativo do primeiro dia de gestacao

Fonte: Elaborac&o propria.

4.4.2 Prenhez e exposi¢ao a droga vegetal

Apoés a confirmacao da prenhez, foi realizada uma divisdo randomizada dos
grupos, onde as ratas foram divididas em trés grupos de cinco animais, alojadas
individualmente e expostas aos tratamentos, diariamente. O grupo controle (GC)

recebeu solucao salina (0,9%) e os grupos experimentais receberam o extrato
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hidroalcoodlico seco reconstituido da casca da Caesalpinia ferrea Mart. (1,0 g/Kg
reconstituido em solucdo salina a 0,9% - GCas) ou o extrato hidroalcodlico seco
reconstituido da semente da Caesalpinia ferrea Mart. (1,0 g/Kg também reconstituido
em solugao salina a 0,9% - GSem).

A escolha das doses administradas foi feita a partir de testes de solubilizagao
do po liofilizado em diferentes concentragdes, sendo a dose mais alta solubilizada em
10 mL de solucao salina a dose de escolha.

A administracao diaria da droga foi realizada por via oral (gavagem), do primeiro
ao décimo nono dia de prenhez, sempre as quatorze horas. A agua e a comida foram
fornecidas ad libitum durante todo experimento. O peso dos animais foi acompanhado

diariamente como descrito por Gerenutti et al. (2008).

4.4.3 Procedimento de cesarea e coleta de sangue materno

No vigésimo dia de prenhez, as ratas foram anestesiadas por via intraperitoneal
com a associagao de xilasina (Anasedan®; 6 mg/kg) e quetamina (Dopalen®; 100
mg/kg). O procedimento de cesarea foi realizado pela incisdo longitudinal na linha

alba para exposigcao do utero e dos ovarios e coleta de sangue (Figura 13).
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Figura 13 — Procedimento de ceséarea realizada ao 20° dia de prenhez

Fonte: Elaboragao propria.

O sangue foi coletado por pungado venosa hepatica (em seringa previamente
heparinizada) e foi imediatamente transferido para dois tubos: (tubo A) contendo
anticoagulante acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) e (tubo B) sem o
anticoagulante e com gel separador.
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4.4 4 Avaliagdo da capacidade reprodutiva, toxicidade materna e toxicidade fetal

Para a avaliagdo da capacidade reprodutiva o utero e os ovarios foram
retirados. Os ovarios foram separados do utero para pesagem e contagem de corpos
luteos (Figura 14). Apds a realizacao do procedimento de cesarea as ratas foram
sacrificadas por aprofundamento anestésico, seguido de perfuragcado do diafragma.

Figura 14 — Retirada de ovarios e contagem de corpos luteos
r +

Fonte: Elaborac&o propria.

Nota: A: Inspecéo do Utero. B: Retirada dos ovarios. C: Retirada e contagem de corpos luteos.
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A toxicidade materna foi avaliada utilizando-se as analises bioquimicas dos
parametros de ALT, AST, creatinina, ureia, calcio, glicose, triglicérides, colesterol total,
lipoproteinas de alta densidade (HDL), realizadas no equipamento Cobas C111
(Roche®); do indices hematimétricos determinados através de hemograma completo
realizado no equipamento XS-1000i (Roche®) e das determinagbes
espectrofotometrias (PerkinElmer®, Lambda 35) de parametros de estresse oxidativo:
glutationa reduzida (GSH), catalase e glutationa peroxidase (GPXx).

Em seguida, o utero foi inspecionado quanto ao numero de fetos, numero de
implantagbes e numero de reabsor¢des visiveis. Os cornos uterinos foram

seccionados para a retirada dos sacos gestacionais (Figura 15).

Figura 15 — Retirada de fetos sem rompimento do saco gestacional

- ( .'.,‘;"-;a F {A

Fonte: Elaboragao prépria.
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O liquido amniético foi coletado do saco gestacional, antes de ser rompido para
a retirada do fetos e da placenta (Figura 16).

Figura 16 — Coleta de liquido amniotico do interior do saco gestacional de fetos de ratas

Fonte: Elaboragao prépria.

A vitalidade fetal foi verificada, os fetos, as placentas e os ovarios foram
pesados em balanga (Shimadzu® - AUW220D). Apo6s pesados, os fetos foram
sacrificados em cuba com halotano.

Para avaliar a capacidade reprodutiva as perdas pré-implantagao, perdas

pos-implantacao, vitalidade fetal e indice placentario foram utilizadas as equacgdes:

Equacao 1:
L . n? de corpos liteos — n2 de implantagdes
% Perdas Pré-implantacdo = X100
n2 de corpos lUteos
Equacao 2:
n2 de implantagdes — n2 de fetos vivos
% Perdas Pos-implantagdo = X 100

n2 de implantagdes
Equacao 3:

n? de fetos vivos
% Vitalidade fetal = X 100

n¢ de total de fetos

Equacao 4:

mediana do peso placentario
Indice placentario =

mediana do peso fetal
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4441 Processamento de material para analise de toxicidade

Todo o material biolégico, sangue, placenta ou liquido amniético, utilizado na
avaliacao da toxicidade da Caesalpinia ferrea foi processado separadamente, de
acordo com as analises especificas a serem realizadas. As amostras foram
armazenadas em biofreezer a -80 °C (REVCO® ULT-1386-3-D) até o momento da
analise, exceto o sangue utilizado para realizagcdo do hemograma.

De modo geral, para a avaliagdo bioquimica foram considerados os seguintes
parametros: funcao renal, funcdo hepatica, niveis de glicose, avaliacao lipidica,

dosagens de eletrolitos e estresse oxidativo.

e Sangue materno

Uma aliquota de 500 uL do sangue total, coletado das ratas durante o
procedimento de cesarea, foi transferida do tubo de coleta A para um tubo tipo
Eppendorf®, para posterior analise de glutationa reduzida (GSH), catalase e glutationa
peroxidase (GPx).

O sangue restante foi imediatamente utilizado para realizagdo de hemograma
completo no Analisador Hematolégico XS-1000i da Sysmex®.

O sangue do tubo de coleta B foi centrifugado em centrifuga refrigerada
(SORVALL® ST 16R) por 10 minutos a 3000 rpm e 22 °C e armazenado em tubo tipo
Eppendorf, para posterior analise dos marcadores ALT, AST, creatinina, ureia, calcio,

glicose, triglicérides, colesterol total e HDL.

e Liquido amniodtico

Um pool de liquido amniético dos sacos gestacionais foi transferido para um
tubo tipo Eppendorf. O processamento das amostras foi feito através de uma
adaptacao do método utilizado por Zogno, Miglino e Oliveira (2004). No momento da
analise, as amostras de liquido amniético foram descongeladas e centrifugadas por
10 minutos a 2500 rpm e 22 °C, o sobrenadante foi coletado e utilizado para realizagéao
das analises de ureia, ALT, AST, glicose, calcio e HDL.
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e Placenta

Para a realizagdo das analises bioquimicas foram escolhidas aleatoriamente
trés placentas por mae, pesou-se 250 mg do pool das trés placentas e adicionou-se 5
mL de cloreto de potassio a 1,15%. As placentas foram sonicadas com auxilio de
processador ultrassénico (Sonics® VCX 130 PB) por dois ciclos de 30 segundos com
35% de amplificacdao. Apdés o processamento, a solugao foi centrifugada por 10
minutos a 3000 rpm a 22 °C e o sobrenadante coletado para posterior analise de ALT,

AST, glicose, calcio, triglicérides, colesterol e HDL.

4.4.4.2 Anadlises bioquimicas automatizadas

As dosagens bioquimicas automatizadas foram realizadas no equipamento
Cobas C111 (Roche®), que utiliza como principio de medicdo a fotometria de
absorbancia. O Cobas C111 foi desenvolvido para laboratérios de pequeno porte,
possui um rendimento de 60 a 85 testes/hora, apresenta como principio de medicao
a fotometria de absorbancia, utiliza doze comprimentos de onda e realiza medi¢cao
monocromatica e bicromatica.

Para as analises, o equipamento foi calibrado com os reagentes C.fa.s.
(Calibrator for automated systems, Roche®) ou o C.f.a.s. Lipides.

O C.f.a.s. ou o C.fa.s. Lipides sado utilizados para realizar a calibragdo dos
reagentes; o controle de qualidade para a monitorizagcao da exatidao e precisao dos
meétodos quantitativos foi realizado empregando-se, antes do inicio das analises, os
reagentes Precinorm U plus ou Precinorm L.

Os reagentes dos kits foram inseridos no disco refrigerado préprio para
reagentes; o segmento de cubetas foi inserido no anel interno; as amostras foram
cadastradas no equipamento e o pedido foi definido. Foram colocados 300 uL de soro
no cup de amostra e o mesmo foi inserido na area de amostras, que tem capacidade
de oito amostras por vez. O equipamento verifica a qualidade da cubeta, pipeta os
reagentes e as amostras, incuba e inicia as medigdes. Os resultados foram calculados
pelo equipamento com base nos resultados de medigao fotométrica que determinaram

a quantidade de absorbancia no fluido.
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e Avaliacao da toxicidade hepatica

O teste de ALTL tem como principio a catalizacao da reacao entre L-alanina e
2-oxoglutarato. O piruvato formado é reduzido por nicotinamida adenina dinucleotideo
hidreto (NADH) numa reacgéo catalisada por lactato desidrogenase (LDH), formando
L-lactato e nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD+). O AST na amostra catalisa a
transferéncia de um grupo amino entre L-aspartato e 2-oxoglutarato, formando
oxoloacetato e L-glutamato. O oxoloacetato reage entdao com NADH, na presenca de
malato desidrogenase (MDH), formando NAD+. A taxa de oxidacdo de NADH é
diretamente proporcional as atividades cataliticas de ALT e AST, determinada medindo
a diminuicao da absorbancia. Ambos os testes possuem um intervalo de medicao de
200-700 U/L e o comprimento de onda utilizado é de 340/378 nm (ROCHE).

e Avaliacao da toxicidade renal

O teste de CREJ2 baseia-se no método de Jaffé, através de um ensaio
colorimétrico cinético. Numa solugao alcalina a creatinina forma um complexo amarelo
avermelhado com picrato. A taxa de formacdo do corante & proporcional a
concentracao de creatinina na amostra O intervalo de medicao do teste € de 0,2-12,4
mg/dL e o comprimento de onda é de 512/583 nm.

O principio do teste UREAL é cinético e baseia-se em duas reacdes.
Primeiramente a ureia € hidrolisada pela urease, dando origem a aménia e carbonato.
Na segunda reacgao, o 2-oxoglutarato reage com amdnia na presenca de glutamato
desidrogenase (GLDH) e da coenzima NADH, dando origem a L-glutamato. O NADH
€ oxidado a NAD, a taxa de diminuicao da concentracdo de NADH é& diretamente
proporcional a concentragdo de ureia na amostra. O teste possui um intervalo de

medicao de 3,0-240 mg/dL e utiliza como comprimento de onda 340/409 nm.

e Avaliacao de disturbio eletrolitico

No teste CA2 os ions de calcio, em condi¢des alcalinas, reagem com 5-nitro-

5-metil-BAPTA (NM-BAPTA) e formam um complexo, que reage na segunda etapa
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com EDTA. A alteracéo da absorbancia & diretamente proporcional a concentragao de
calcio. O intervalo de medigéao do teste € de 0,20-5,0 mmol/L (0,8-20,1 mg/dL) e o

comprimento de onda é de 340/378 nm.

e Avaliacao de glicemia

O teste de glicose - GLUCZ2, utiliza um método enzimatico de referéncia com
hexoquinase. A hexoquinase catalisa a fosforilacao da glucose em glucose-6-fosfato
por ATP. Na presenca de NADP, a glucose-6-fosfato-desidrogenase oxida a glucose-
6-fosfato em gluconato-6-fosfato, sendo que nenhum outro hidrato de carbono é
oxidado. A concentracdo de glucose vai ser diretamente proporcional a taxa de
formacdao de NADPH. Para esse teste o intervalo de medigcao é de 0,11-40 mmol/L
(1,98-720 mg/dL) e o comprimento de onda utilizado é de 340/409 nm.

e Avaliagcao do metabolismo lipidico

O teste TRIGL é um teste colorimétrico enzimatico. O método utiliza uma
lipoproteina lipase de microrganismos para a hidrélise rapida e completa dos
triglicerideos para glicerol, seguida de oxidagcao para fosfato de dihidroxiacetona e
perdxido de hidrogénio. O perdxido de hidrogénio o produzido reage depois com a 4-
aminofenazona e 4-clorofenol sob a agao catalitica da peroxidase, para formar um
corante vermelho (reacdo de ponto final de Trinder). A intensidade do corante
vermelho formado é diretamente proporcional a concentragcdo de triglicérides,
podendo ser medida fotometricamente, utilizando comprimento de onda de 512/659
nm. O teste possui um intervalo de medig¢édo de 0,1-10 mmol/L (8,85-885 mg/dL).

O colesterol (CHOL2) é quantificado através de um método colorimétrico
enzimatico. Os ésteres de colesterol sdo clivados através da acao da colesterol
esterase e produzem colesterol livre e acidos graxos. A colesterol oxidase catalisa a
oxidagao do colesterol para colest-4-em-3-ona e peréxido de hidrogénio. Em presenca
da peroxidase, o peroxido de hidrogénio formado afeta o acoplamento oxidativo do
fenol e da 4-aminoantipirina, formando um corante vermelho de quinona-imina. A

intensidade da cor do corante formado é diretamente proporcional a concentracao de
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colesterol. O intervalo de medicao do teste é de 0,25-20,7 mmol/L (9,7-800 mg/dL) e
o comprimento de onda utilizado 512/659 nm.

O HDLC3 é um teste colorimétrico enzimatico homogéneo. Na presenca de
ions de magnésio, o sulfato de dextrano forma seletivamente complexos
hidrossoluveis com LDL, VLDL e quilomicrons que sao resistentes as enzimas
modificadas por PEG. A concentragdo do colesterol HDL é determinada
enzimaticamente pela colesterol esterase e colesterol oxidase acopladas com PEG
aos grupos amino (cerca de 40%). Sob a influéncia da colesterol esterase, os ésteres
de colesterol sao quantitativamente decompostos em colesterol livre e acidos graxos.
Na presenca de oxigénio, o colesterol é oxidado pela colesterol oxidase a A*-
colestenona e peroxido de hidrogénio. Na presenca da peroxidase (POD), o peréxido
de hidrogénio gerado reage com a 4-aminoantipirina e a sodium N-(2-hidroxi-3-
sulfopropil)-3,5-dimetoxianilina para formar um corante purpuro-azulado. A
intensidade da cor do complexo purpura formado é diretamente proporcional a
concentracao de colesterol HDL e € medida fotometricamente em 583/659 nm. O
intervalo de medicao é de 0,08-3,12 mmol/L (3-120 mg/dL).

4443 Avaliagao de estresse oxidativo

Para os parametros de estresse oxidativo foram determinadas as
concentragdes dos marcadores GSH e catalase, a partir do sangue total coletado, em
espectrofotometro (PerkinEImer®, Lambda 35).

A determinacao de GSH foi realizada através do método de Ellman (1959) e o
resultado foi obtido através da equacao da reta da curva de calibracdo. Para as
analises das amostras de sangue, pipetou-se 150 pL de sangue das ratas prenhes e
adicionou-se 100 pL de triton X-100 a 10% para hemoélise do sangue. Apés, adicionou-
se 100 pL de acido tricloroacético (TCA) a 30%, utilizado para acidificar o meio e para
quebra das proteinas. Posteriormente as amostras foram centrifugadas por 10
minutos a 4000 rpm em centrifuga refrigerada (SORVALL® ST 16R) a 4°C e o
sobrenadante coletado. Para a leitura, 50 uL do sobrenadante foi diluido em 900 pL
de tampao fosfato de potassio (pH 7,4) e em 50 yL de acido ditiobisnitrobenzéico

(DTNB) 10 mM, responsavel pela formacao de um complexo amarelado. As amostras
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foram lidas em 412 nm no espectrofotdmetro (PerkinElImer®, Lambda 35). Os
resultados foram expressos em mM. Durante todo o procedimento as amostras foram
conservadas em banho de gelo.

A atividade da enzima catalase foi determinada utilizando o método de Aebi
(1984). Para isso, foi diluido 10 yL de sangue em 590 uL de tampéao fosfato de potassio
(pH 7,0) e a solugao mantida em gelo durante todo o periodo de analise. Apds, 20 pyL
do sangue diluido foi adicionado em 1910 uL de tampao fosfato de potassio (pH 7,0)
e 70 uL de perdxido de hidrogénio. A leitura foi realizada em 240 nm e o decaimento
na absorbancia, sinal da atividade da enzima, foi acompanhado durante cinco minutos
em espectrofotdbmetro (PerkinElmer®, Lambda 35). Os valores de hemoglobina (g/L),
determinados no equipamento XS 1000i, foram utilizados para calcular, junto com a
constante de Aebi (k), os valores de atividade da catalase, expressos em k/g Hb.

Para dosagem da atividade da enzima GPx foi preparado um sistema
tamponado composto de NADPH, glutationa reduzida e glutationa redutase. As
analises foram realizadas através do método de Paglia e Valentine (1967). As
amostras e reagentes foram mantidos em banho de gelo durante toda a analise. As
amostras foram previamente diluidas na proporcao 1:40 (10 pL de sangue mais 390
ML de tampéo fosfato de potassio com EDTA pH 7,0). Adicionou-se 20 uL de amostra
pré-diluida em 880 pL de sistema e 100 pL de perdxido de hidrogénio. A leitura foi
realizada em 340 nm em um intervalo de dois minutos em espectrofotdmetro
(PerkinElImer®, Lambda 35), onde o decaimento na absorbancia, sinal da atividade da

enzima, foi acompanhado. O resultado foi expresso em nmol Nad/min/mL de sangue.

4.5 Analise Estatistica

Para analise dos resultados foi utilizado o nivel de significancia entre 1 e 5%. A
analise de variancia Anova foi utilizada para os dados paramétricos, seguida do teste
Tuckey-Kramer (Peso dos fetos, peso das placentas, peso dos ovarios, indice
placentario, hemograma, ALT, AST, creatinina, ureia, glicose, calcio, colesterol total,
triglicérides e HDL) ou teste de Duncan (Catalase, GSH e GPx) para comparagdes
multiplas em todos os experimentos realizados. Foi utilizado também o teste de Qui

Quadrado (Perdas pré-implantacao, perdas pés-implantacao e vitalidade fetal).
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5 RESULTADOS

5.1 Efeitos da exposicao a Caesalpinia ferrea sobre a capacidade reprodutiva

A evolucdo do peso das ratas expostas ao extrato hidroalcodlico seco
reconstituido de cascas e ao extrato hidroalcodlico seco reconstituido de sementes de
Caesalpinia ferrea mostra semelhanga ao grupo controle (Figura 17). Os grupos
apresentaram um pequeno ganho de peso do 1° ao 5° dia de prenhez, o que se elevou
do 5° ao 13° dia, apresentando um aumento no ganho de peso ainda mais

consideravel do 13° ao 20° dia.

Figura 17 — Evolucao de peso de ratas expostas ao extrato hidroalcoodlico seco reconstituido de
cascas e ao extrato hidroalcodlico seco reconstituido de sementes de Caesalpinia ferrea
durante o periodo de gestagéo
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Nota: GC (Grupo controle), GCas (Grupo ggg‘@é’ &jeiraesga/pinia ferrea 1,0 g/kg/dia), GSem (Grupo
semente Caesalpinia ferrea 1,0 g/kg/dia).
Fonte: Elaborac&o propria.
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A Tabela 1 mostra os resultados da performance reprodutiva das ratas expostas
ao extrato hidroalcoolico seco reconstituido de cascas e ao extrato hidroalcoodlico seco
reconstituido de sementes da Caesalpinia ferrea durante o periodo de gestagéo. Os
parametros analisados foram: perdas pré-implantacao (equacao 1), perdas pos-
implantacéo (equacao 2), vitalidade fetal (equacgéo 3), indice placentario (equacéo 4),

peso dos fetos, peso das placentas e peso dos ovarios.

Tabela 1 — Performance reprodutiva de ratas expostas ao extrato hidroalcodlico seco reconstituido
de cascas e ao extrato hidroalcodlico seco reconstituido de sementes de Caesalpinia
ferrea durante o periodo de gestagéo

Grupos

Parametros

GC GCas GSem
Perdas pré-implantacao (%) 1,54 5,66 1,82
Perdas pés-implantacao (%) 6,25 10,00 3,70
Vitalidade fetal (%) 100 97,83 98,11
indice placentario 0,191 £ 0,019 0,179+ 0,010 0,191 £ 0,019
Peso dos fetos (g) 2,468 + 0,307 2,471 + 0,203 2,552 + 0,329
Peso das placentas (g) 0,521 £ 0,097 0,456 + 0,082* 0,490 + 0,095
Peso dos ovarios (g) 0,10 £ 0,04 0,09 £ 0,02 0,10 £ 0,01

Nota: GC (Grupo controle), GCas (Grupo casca Caesalpinia ferrea 1,0 g/kg/dia), GSem (Grupo
semente Caesalpinia ferrea 1,0 g/kg/dia). N= 05 animais. *Comparagao ao grupo controle
(p=0,05, Teste de Qui Quadrado e ANOVA seguido de Teste de Tuckey-Kramer multiplas
comparacgoes).

Fonte: Elaboragao prépria.

Para o calculo do percentil de perdas pré-implantacao foram utilizados os
resultados de numero de corpos luteos por grupo (GC= 65, GCas= 53 e GSem=55) e
numero de implantagbées por grupo (GC= 64, GCas= 50 e GSem=54) e utilizada a
equacao 1.

As perdas pos-implantagcao foram calculadas através da equacao 2 utilizando

o resultado do numero de implantagdes por grupo (GC= 64, GCas= 50 e GSem=54)
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e numero de fetos vivos por grupo (GC= 60, GCas= 45 e GSem=52) e representam
as reabsorgdes (Figura 18) e o nascimento de fetos mortos (Figura 19).

O percentual de vitalidade fetal, calculado através da equacao 3, levou em
conta o resultado do numero de fetos vivos por grupo (GC= 60, GCas=45 e GSem=52)
e 0 numero total de fetos por grupo (GC= 60, GCas= 46 e GSem=53). O indice
placentario foi calculado com base nos resultados do peso das placentas e no peso

dos fetos, utilizando a equacéo 4.

Figura 18 — Utero de rata com reabsorcéo fetal

Nota: R: Ponto de reabsorgao fetal. A: utero com os fetos. B: Utero sem os fetos.
Fonte: Elaborac&o propria.
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Figura 19 — Avaliacdo de vitalidade fetal

Nota: FV: Feto vivo. FM: Feto morto. P: Placenta. A: Envolto em saco gestacional. B: Apés retirada
do saco gestacional.
Fonte: Elaborac&o propria.

O peso das placentas do grupo tratado com o extrato hidroalcodlico seco
reconstituido de cascas apresentou uma diminuicao significativa em relagao ao peso
das placentas do grupo controle (F= 6,072, p<0,01). Nao houve alteracao significativa

nos outros parametros estudados.

5.2 Efeitos da exposicao a Caesalpinia ferrea sobre a toxicidade materna

A Tabela 2 mostra as dosagens bioquimicas ALT, AST, creatinina, ureia, glicose,
calcio, colesterol total, HDL e triglicérides realizada no soro das ratas. Os resultados
indicam que houve um aumento dos niveis de creatinina no grupo tratado com

semente em relagao ao grupo controle (F= 3,996, p<0,05).
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Tabela 2 — Analise bioquimica materna realizada em soro de ratas expostas ao extrato hidroalcodlico
seco reconstituido de cascas e ao extrato hidroalcodlico seco reconstituido de sementes

de Caesalpinia ferrea durante o periodo de gestagéo

Grupos
Parametros
GC GCas GSem

ALT (U/L) 67,92 + 16,95 78,35+ 14,11 61,08 + 12,09
AST (U/L) 72,54 + 26,9 76,50 + 24,75 70,78 + 32,92
Creatinina (mg/dL) 0,18 £ 0,04 0,19 £ 0,04 0,25 + 0,05*
Ureia (mg/dL) 42,83 +4.24 44,46 + 5,93 49,88 + 8,09
Glicose (mg/dL) 146,88 + 13,78 158,01 £ 8,11 131,48 £ 9,74
Calcio (mmol/L) 2,17 £ 0,07 2,35+0,10 2,32+ 0,31
Colesterol total (mg/dL) 73,65+ 10,77 73,56 + 11,55 77,27 £10,74
HDL (mg/dL) 26,12+ 10,39 15,26 + 7,88 28,23+ 4,70

Triglicérides (mg/dL) 270,21 £ 108,01 378,57 + 187,02 299,58 + 147,53

Nota: GC (Grupo controle), GCas (Grupo casca Caesalpinia ferrea 1,0 g/kg/dia), GSem (Grupo
semente Caesalpinia ferrea 1,0 g/kg/dia). ALT (alanina aminotransferase), AST (aspartato
aminotransferase), HDL (Lipoproteinas de alta densidade). N= 05 animais; *Comparacao ao
grupo controle (p<0,05, ANOVA, Teste de Tuckey-Kramer multiplas comparagdes).

Fonte: Elaboragé&o propria.

Os indices hematimétricos estao apresentados na Tabela 3 e representam os
valores de hemacia, hemoglobina, hematécrito, volume corpuscular médio (VCM),
hemoglobina corpuscular média (HCM), concentragdo de hemoglobina de corpuscular
média (CHCM), plaqueta, leucécito, linfocito, mondcito e eosindfilo.

O grupo tratado com sementes apresentou uma diminuicdo na contagem de
plaquetas, quando comparado ao grupo controle (F= 15,141, p<0,01).

A série branca apresentou alteracado na contagem de eosinéfilos, sendo que o
grupo tratado com o extrato hidroalcodlico seco reconstituido das sementes teve um

aumento em relagéao ao grupo controle (F= 6,462, p<0,05).
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Tabela 3 - indices hematimétricos de ratas expostas ao extrato hidroalcoélico seco reconstituido de
cascas e ao extrato hidroalcodlico seco reconstituido de sementes de Caesalpinia ferrea
durante o periodo de gestagéo

Grupos
Parametros
GC GCas GSem

Hemacia (10°/pL) 5,33+0,18 5,46 £ 0,15 5,04 £ 0,62
Hemoglobina (g/dL) 10,16 + 0,46 10,54 + 0,34 10,00 £ 1,34
Hematécrito (%) 32,80+ 1,61 34,02+ 0,90 31,90 + 4,04
VCM (fL) 61,52 +2,20 62,30 + 1,54 63,24 + 1,11
HCM (pg) 19,06 + 0,61 19,28 £ 0,41 19,82 £ 0,66
CHCM (g/dL) 30,98 + 0,34 30,96 + 0,32 31,32+ 0,65

Plaqueta (10%/pL) 729,25 + 105,43 814,67 + 117,73 490,33 + 125,03

Leucdcito (10%/pL) 6,59 + 0,85 7,31 2,17 8,66 + 3,37
Linfocito (103/uL) 4,24 + 0,62 5,28 +2,08 5,65+ 1,80
Monécito (10°%/pL) 0,42 +0,15 0,62+0,19 0,50 + 0,06
Eosindfilo (10%/uL) 0,01 + 0,00 0,01 + 0,00 0,02 +0,01*

Nota: GC (Grupo controle), GCas (Grupo casca Caesalpinia ferrea 1,0 g/kg/dia), GSem (Grupo
semente Caesalpinia ferrea 1,0 g/kg/dia). VCM (volume corpuscular médio), HCM
(hemoglobina corpuscular média), CHCM (concentragdo de hemoglobina corpuscular média).
N= 05 animais; *Comparag&o ao grupo controle (p<0,05, ANOVA, Teste de Tuckey-Kramer
multiplas comparacgdes).

Fonte: Elaboragé&o propria.

Para os parametros de estresse oxidativo foram avaliados a atividade da
enzima catalase, a concentracado de GSH e a atividade da enzima GPx. Para o calculo
da concentragdo de GSH foi construida uma curva padrao (Figura 20). Os resultados
estado indicados na Tabela 4 e demonstram que nao houve alteragcao estatisticamente

significante entre os grupos.



54

Figura 20 — Curva padréo utilizada para calculo de concentragéo da GSH
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Fonte: Elaboracao propria.

Tabela 4 — Parametros de estresse oxidativo em sangue de ratas expostas ao extrato hidroalcodlico
seco reconstituido de cascas e ao extrato hidroalcodlico seco reconstituido de sementes
de Caesalpinia ferrea durante o periodo de gestagéo

Grupos
Parametros
GC GCas GSem
Catalase 8,895 + 2,466 8,925 + 1,521 12,014 + 3,164
GSH 0,466 + 0,068 0,554 + 0,148 0,574 + 0,113
GPx 31,651 + 14,54 23,47 + 7,531 25,977 + 8,388

Nota: GC (Grupo controle), GCas (Grupo casca Caesalpinia ferrea 1,0 g/kg/dia), GSem (Grupo
semente Caesalpinia ferrea 1,0 g/kg/dia). GSH (glutationa reduzida), GPx (glutationa
peroxidase). N= 05 animais (p>0,05, ANOVA, Teste de Duncan multiplas comparagdes).

Fonte: Elaboragao propria.

5.3 Efeitos da exposicao a Caesalpinia ferrea sobre a toxicidade fetal

A analise bioquimica fetal realizada no liquido amniético dos fetos de ratas
expostas a Caesalpinia ferrea esta representada na Tabela 5. Os parametros
creatinina, colesterol total e triglicérides foram avaliados, porém a leitura dos

resultados foi menor que os niveis detectaveis pelos testes.
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O grupo que recebeu o extrato hidroalcodlico seco reconstituido de sementes
da Caesalpinia ferrea apresentou um aumento na concentracdo de AST quando
comparado ao grupo controle (F= 3,93, p<0,05).

Houve alteracao significativa nos niveis de glicose, sendo que o grupo tratado
com extrato hidroalcodlico seco reconstituido de sementes (F= 11,26, p<0,01) e o
grupo tratado com cascas (F= 11,26, p<0,001) apresentaram um aumento na
concentragcao em relagao ao grupo controle.

A dosagem de calcio também mostrou alteracdo, sendo que o grupo que
recebeu o extrato hidroalcodlico seco reconstituido de sementes obteve uma

diminuicdo nos niveis de calcio se comparado ao grupo controle (F= 6,095, p< 0,05).

Tabela 5 — Analise bioquimica fetal realizada em liquido amniético de fetos de ratas expostas ao
extrato hidroalcodlico seco reconstituido de cascas e ao extrato hidroalcodlico seco
reconstituido de sementes de Caesalpinia ferrea durante o periodo de gestacdo

Grupos
Parametros
GC GCas GSem

ALT (U/L) 1,19+ 0,35 1,23 £ 0,44 1,49 + 0,65
AST (U/L) 12,20+ 1,38 14,93 + 3,84 16,86 + 5,02*
Ureia (mg/dL) 48,07 £ 2,76 48,58 + 4,93 48,41+ 5,18
Glicose (mg/dL) 36,75 + 3,99 4452 +1,81* 43,35 £ 5,24*
Calcio (mmol/L) 2,34+0,19 2,34+0,10 2,10+ 0,22*
HDL (mg/dL) 1,02 £ 0,35 0,89 + 0,45 1,08 £ 0,30

Nota: GC (Grupo controle), GCas (Grupo casca Caesalpinia ferrea 1,0 g/kg/dia), GSem (Grupo
semente Caesalpinia ferrea 1,0 g/kg/dia). ALT (alanina aminotransferase), AST (aspartato
aminotransferase), HDL (Lipoproteinas de alta densidade). N= 10 amostras. *Comparacao ao
grupo controle (p<0,05, ANOVA, Teste de Tuckey-Kramer miltiplas comparagdes).

Fonte: Elaboragé&o propria.

Os resultados da analise bioquimica fetal realizada no pool de placentas dos

fetos de ratas expostas a Caesalpinia ferrea encontra-se na Tabela 6. Embora a
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dosagem de creatinina tenha sido realizada, o resultado apresentou uma leitura menor
qgue o nivel detectavel pelo teste.

Houve um alteracao significativa nos niveis de triglicérides, onde o grupo que
recebeu o extrato hidroalcodlico seco reconstituido de cascas apresentou um aumento
na concentracao de triglicérides quando comparado ao grupo controle (F=5,032,
p<0,005)

Tabela 6 — Analise bioquimica fetal realizada em placenta de fetos de ratas expostas ao extrato
hidroalcodlico seco reconstituido de cascas e ao extrato hidroalcodlico seco reconstituido
de sementes de Caesalpinia ferrea durante o periodo de gestacdo

Grupos

Parametros

GC GCas GSem
ALT (U/L) 49,62+ 7,43 53,54 + 5,42 57,53 + 11,02
AST (U/L) 832,72 £ 87,42 862,50 + 84,61 763,60 * 40,69
Ureia (mg/dL) 3,10+ 0,34 3,00 £ 0,38 3,27 £ 0,25
Glicose (mg/dL) 6,29 + 1,18 6,72 + 0,68 7,03+0,73
Calcio (mmol/L) 0,11 £ 0,03 0,09 £ 0,02 0,07 £ 0,01
Colesterol total (mg/dL) 13,44 £ 0,57 13,78 £ 1,03 14,11 £ 1,54
HDL (mg/dL) 0,38 + 0,20 0,32+ 0,21 0,44 £ 0,16
Triglicérides (mg/dL) 12,7+ 2,19 16,00 + 2,48* 13,60 £+ 2,53

Nota: GC (Grupo controle), GCas (Grupo casca Caesalpinia ferrea 1,0 g/kg/dia), GSem (Grupo
semente Caesalpinia ferrea 1,0 g/kg/dia). ALT (alanina aminotransferase), AST (aspartato
aminotransferase), HDL (Lipoproteinas de alta densidade). N= 05 amostras. *Comparagéo ao
grupo controle (p<0,05, ANOVA, Teste de Tuckey-Kramer miltiplas comparagdes).

Fonte: Elaboragé&o propria.
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6 DISCUSSAO

Os ensaios que envolvem avaliagdes bioquimicas em animais de laboratério
sao, muitas vezes, controversos. Neste sentido, Dantas e colaboradores (2006) ao
estabelecerem valores de referéncia para seus animais, encontraram variagdes
intraespécies comparando seus resultados com os apresentados na literatura e
concluiram que os laboratérios ou biotérios devem ter estabelecido seus préprios
valores de referéncia, levando em conta a idade, sexo, linhagem e dieta utilizados. Em
nosso estudo a referéncia utilizada foi o GC.

A placenta possui como fung¢ao primaria atuar como uma interface entre a mae
e o feto em desenvolvimento, sendo um importante 6rgao em estudos de toxicidade
reprodutiva e de desenvolvimento (FURUKAWA; KURODA,; SUGIYAMA, 2014). Segundo
Cotechini, Hopman e Graham (2014) alteragdes no tamanho e na forma da placenta
podem evidenciar uma restricdo no crescimento fetal. O grupo tratado com extrato
hidroalcodlico seco reconstituido de cascas apresentou um baixo peso de placenta
quando comparado ao grupo controle, o que pode indicar uma toxicidade sobre o
desenvolvimento dos fetos, embora ndo tenhamos encontrado diferenca significativa
no peso dos fetos (2,468 + 0,307 — GC, 2,471 + 0,203 — GCas e 2,552 £ 0,329 —
GSem) e no indice placentario (0,191 £ 0,019 - GC, 0,179 £ 0,010 - GCas € 0,191 %
0,019 — GSem).

Embora foram encontradas algumas alteragdes placentarias, os resultados
obtidos indicaram que a Caesalpinia ferrea, nas doses estudas, ndao promoveu
alteracdes no ganho de peso das gestantes, nas perdas pré-implantagcdes ou nas
perdas poés-implantagdes, indicando que nao interfere com a capacidade reprodutiva
dos animais.

Apenas a avaliacdo da capacidade reprodutiva dos animais nao garante a
inexisténcia de toxicidade materna ou fetal. A utilizacdo do sangue materno, da
placenta e do liquido amniético, para avaliagdes bioquimicas, foram fundamentais
para a avaliacdo complementar da toxicidade da Caesalpinia ferrea sobre a
reproducdo. Os biomarcadores alanina aminotransferase - ALT, aspartato
aminotransferase - AST, creatinina, ureia, calcio, glicose, triglicérides, colesterol total,
lipoproteinas de alta densidade - HDL, indices hematimétricos, dosagens de glutationa

reduzida - GSH, catalase e glutationa peroxidase — GPx foram avaliados neste estudo.
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A enzima AST é distribuida amplamente no organismo, principalmente nas
células dos musculos cardiacos, musculo esquelético e figado. Quando ha lesao nas
células desses tecidos, a AST ¢ liberada, indicando lesdo hepatica, cardiaca ou de
musculo esquelético (BUSH, 2004). De acordo com Fréjaville e Kamoun (1989), néao
ha variacgdes fisiologicas da AST durante a gravidez.

Neste estudo, obtivemos um aumento de AST no liquido amniético no grupo
exposto ao extrato hidroalcodlico seco reconstituido de sementes em relagéo ao grupo
controle e um aumento na concentragao de triglicérides nas analises de placenta do
grupo tratado com extrato hidroalcodlico seco reconstituido de cascas em comparacgéao
ao grupo controle. No estudo de Vasconcelos e colaboradores (2011), houve uma
diminuicao significante nos niveis de ureia, acido urico, AST e ALT, e um aumento nos
niveis de colesterol total e triglicérides. Diferente de Vasconcelos e colaboradores
(2011), nao obtivemos alteragao nas concentragdes de ureia, ALT e colesterol total.

Kirbas e colaboradores (2014) realizaram um estudo com mulheres gravidas
com colestase intra-hepatica severa e relataram um aumento significativo na
concentracao de AST nessas mulheres em relacdo as mulheres gestantes saudaveis.
No estudo de Asgharnia e colaboradores (2014), comparando gestantes saudaveis e
gestantes com ruptura prematura de membrana, encontraram no fluido vaginal um
aumento nos niveis de AST, concluindo ser este um importante marcador para o
diagnostico de ruptura prematura de membranas, quadro que esta relacionado a
grande porcentagem de partos prematuros.

Importante para o armazenamento de acidos graxos, os triglicérides sao
sintetizados no intestino e principalmente no figado (MOTTA, 2003). A avaliagdo de
triglicérides auxilia no diagnostico de doencas ateroscleréticas e avalia a
metabolizacdo de gordura pelo corpo. Aumento dos niveis de triglicérides estao
presentes principalmente na hiperlipoproteinemia, hepatopatia, insuficiéncia renal,
hipotireoidismo, diabetes melitos e pancreatite (FISCHBACH; DUNNING, 2010).

A quebra da creatina, substancia encontrada nos tecidos musculares, resulta
na creatinina. A excrecao da creatinina ocorre apena por via renal. Quando ha
disturbio na funcao renal a excregéo de creatinina diminui, o que leva a um aumento
da sua concentragao plasmatica (BUSH, 2004; FISCHBACH; DUNNING, 2010; KERR,
2003).

Pereira e colaboradores (2011), em um estudo realizado com ratos Wistar, nao

encontraram alteragées nas enzimas hepaticas ALT e AST e no marcador renal
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creatinina, porém a ureia encontrou-se elevada no grupo tratado com fragdo de
polissacarideos de vagens de Caesalpinia ferrea (0,001 g/kg) em relagcao ao grupo
controle. Ao contrario do apresentado no estudo de Pereira e colaboradores (2011),
nao encontramos alteragao nas concentragdes de ureia no soro, no liquido amniotico
e na placenta, porém obtivemos um aumento nos niveis de creatinina no soro do grupo
tratado com o extrato hidroalcoodlico seco reconstituido de sementes, o que também
indica uma dano renal. Devemos considerar que os autores utilizaram a vagem e nao
as sementes da Caesalpinia ferrea.

Estudando ratas prenhes alimentadas com racbes contendo o alcaloide
monocrotalina a 0,02%, Medeiros, Goérniak e Guerra (2000), realizaram analises
séricas e obtiveram concentracées significativamente maiores dos parametros AST,
ureia e creatinina. O peso dos fetos e placentas foram menores quando comparados
ao grupo controle.

O calcio esta presente principalmente nos ossos e dentes, apenas 1% de calcio
esta presente no plasma. Cerca de metade do calcio plasmatico esta na sua forma
ionizada (fracao biologicamente ativa) e esta envolvido na transmissao de impulsos
nervosos, contragao muscular e coagulagéo sanguinea; a outra metade esta ligada a
proteinas, principalmente a albumina, e quelado com anions (fracéo biologicamente
inativa). Quedas nos niveis de albumina, levam a uma reducao da quantidade total de
calcio, porém sem afetar a forma ionizada do calcio, ndo causando alteragao clinica
expressiva. Apenas a reducado do calcio ionizado pode causar sintomas clinicos
significativos (BUSH, 2004).

Os valores de calcio foram significativamente menores no liquido amniético dos
fetos do grupo de ratas tratadas com semente (2,10 £ 0,22), quando comparado aos
valores apresentados pelos fetos de ratas do grupo controle (2,34 + 0,19). Sabe-se
que os fetos estdo no estagio final de ossificagdo e necessitam do calcio nesse
processo. Uma baixa de calcio nessa fase fetal pode prejudicar a formagao éssea.

Em um estudo realizado com ratas gestantes, LaBorde e colaboradores (1999)
realizaram dosagens bioquimicas e hematolégicas no sangue de ratas Sprague
Dawley saudaveis no final da gestacao e encontraram os seguintes valores (média +
desvio padrao): Leucocitos 10%L (10,4 + 2,9), hemacias 10'%/L (5,99 + 0,52),
hemoglobina g/dL (12,2 £ 0,9), hematocrito % (35,3 £ 2,6), VCM fL (58,2 + 1,8), HCM
pg (20,4 + 0,6), CHCM g/dL (34,8 + 0,8), plaquetas 10%L (824 + 129), colesterol mmol/L
(2,25 £ 0,46), triglicérides mmol/L (5,59 £ 2,68), ALT U/L (66,4 + 12,9), creatinina
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pmol/L (78,5 £ 9,31), ureia mmol/L (6,53 £ 1,52), glicose mmol/L (4,85 + 0,83) e calcio
mmol/L (2,78 + 0,16). Obtivemos valores maiores de VCM, colesterol, triglicérides e
glicose, semelhantes de hemacia e ALT, e menores de leucécito, hemoglobina,
hematécrito, HCM, CHCM, plaquetas, creatinina, ureia e calcio em relacao ao estudo
de LaBorde e colaboradores (1999). Devemos considerar que a espécie de ratas
utilizadas nos estudos sao diferentes.

O liquido amniético € um componente essencial para o desenvolvimento e
manutencao fetal durante o periodo gestacional, possuindo uma funcéo protetora. E
sintetizado a partir da filtracdo do sangue materno e também da prépria atividade fetal,
que desempenha um importante papel em sua composi¢céo bioquimica (FRESNO et
al., 2012). Rico em aminoacidos, o liquido amniético inicialmente é absorvido pelo feto
através da pele nao queratinizada, e apéds, ingerido através da degluticao (GUREKIAN;
KOSKI, 2005).

Olfati e colaboradores (2014) determinaram os valores de glicose (2,62 + 0,19),
ureia (78,1 £ 17,4), creatinina (11,69 + 3,23), proteina total (1,01 £ 0,11), colesterol
(2,95 £ 0,87), triglicérides (0,79 £ 0,07), calcio (3,34 £ 1,08) e fésforo (3,98 + 1,12) no
liqguido amnio6tico de ovelhas iranianas mesticas. Os resultados foram expressos em
mg/dL, média e desvio padrao. Zogno, Miglino e Oliveira (2004) realizaram um estudo
no liquido amniético de fémeas de moco a fim de se obter os valores de referéncia
dos parametros bioquimicos glicose, calcio, creatinina e ureia. Os resultados
encontrados, em mg/dL, expressos em média e desvio padrao foram: glicose (45,87
+22,38), calcio (6,31 + 1,24), creatinina (0,45 £ 0,12) e ureia (34,03 + 5,96). Em nosso
trabalho encontramos como resultado 36,75 mg/dL de glicose (x 3,99), 48,04 mg/dL
de ureia (+ 2,76) e 2,34 mmol/L de calcio (+ 0,019).

A glicose exerce uma funcao importante na nutricdo de embrides. Na fase
embrionaria, a cavidade amniética € uma importante porta de entrada para a glicose
(SHEPARD; TANIMURA; PARK, 1997). Segundo Weiss e colaboradores (1985) a
quantidade de glicose no sangue materno representa o perfil de glicose encontrado
no liquido amniético e que foi transportado para o feto.

Apesar de os niveis de glicose sérico ndo terem apresentado diferenca entre
0s grupos, encontramos um aumento significativo na concentragdo de glicose no
liguido amnibtico das ratas gestantes que receberam os extratos hidroalcodlicos secos
reconstituidos de cascas (44,52 + 1,81) e sementes (43,35 * 5,24), em comparagcao

ao grupo controle (36,75 £ 3,99). Vasconcelos e colaboradores (2011) encontraram



61

uma atividade hipoglicemiante da Caesalpinia ferrea, em um estudo onde o extrato
aquoso da casca do caule da Caesalpinia ferrea nas doses de 300 mg/kg/dia e 450
mg/kg/dia foi administrado a ratos Wistar machos diabéticos induzidos pela
estreptozotocina. Os autores concluiram que o extrato aquoso da casca da
Caesalpinia ferrea € uma boa alternativa para se tratar a diabetes.

O hemograma é um exame comumente solicitado na pratica clinica, auxilia no
diagndstico de diversas doencas e expressa a quantidade de células sanguineas e os
desvios qualitativos relacionados a essas células, resultando na condi¢cao do sangue
periférico naquele momento (VERRASTRO; LORENZI; NETO, 1998).

Os eosindfilos possuem granulos citoplasmaticos ricos em histamina,
importantes na resposta alérgica, e também realizam fagocitose, ingerindo complexos
antigeno-anticorpo (FISCHBACH; DUNNING, 2010). A eosinofilia pode ser encontrada
mais comumente em alergias, parasitoses e hemopatias (MILLER, 1999; VERRASTRO;
LORENZI; NETO, 1998). De acordo com Kerr (2003), a placenta canina possui grande
quantidade de eosindfilos, e na gestacado ou parto recente ocorre um aumento no
numero de eosindfilos circulantes, associado a presenca da placenta dentro do utero.
Encontramos um aumento no numero de eosinéfilos no grupo tratado com extrato
hidroalcodlico seco reconstituido de semente, em comparacgéo ao grupo controle.

As plaquetas, células importantes na hemostasia, exercem fungéo consideravel
na coagulacao sanguinea (MILLER, 1999). Sao responsaveis por manter integro o
endotélio vascular e pela reparacdo do endotélio lesado, auxiliando na coagulacao.
Na trombocitopenia, o endotélio enfraquece e pode ocorrer saida de hemacias pela
parede dos capilares, ocasionando petéquias, equimoses e hemorragia espontanea
(KERR, 2003). Obtivemos uma contagem de plaquetas significativamente menor nas
ratas gestantes que receberam o extrato hidroalcodlico seco reconstituido de
semente (490,33 £ 125,03) em relacao ao grupo controle (729,25 + 105,43).

Embora, ndo obtivemos alteracao na contagem de leucdcitos (6,59 + 0,85 —
GC, 7,31 £ 2,17 — GCas e 8,66 + 3,37 — GSem), Freitas e colaboradores (2012) em
um ensaio anti-inflamatorio (peritonite induzida por carragenina), encontraram um
diminuicéo de leucécitos em camundongos fémeas tratadas com extrato bruto e com
uma fragao parcialmente purificada de vagens de Caesalpinia ferrea na dose de 100
mg/kg, indicando um efeito anti-inflamatoério.

Em outro estudo realizado com ratos Wistar, Pereira e colaboradores (2011)

encontraram atividade anti-inflamatéria de extratos e fragbes de polissacarideos de
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vagens de Caesalpinia ferrea em edema induzido por carragenina, além disso
encontraram também uma diminuicao significativa no niumero de linfocitos (22,14 +
2,19 — Salina, 2,33 £ 0,55 — Caesalpinia ferrea) e aumento no numero de mondcitos
(257 £ 048 - Salina, 73 5 + 2,41 — Caesalpinia ferrea) no grupo tratado com a fragcao
de polissacarideos de Caesalpinia ferrea, o que nao foi encontrado em nosso estudo.
Os autores nao encontraram alteragéo no numero de plaquetas e eosindfilos.

O extrato aquoso de sementes de Caesalpinia ferrea e a porgao lipidica de
Caesalpinia ferrea apresentaram um efeito antinociceptivo dose dependente em
estudo realizado com ratos Wistar machos (SAWADA et al., 2014), demonstrando seu
efeito anti-inflamatério e analgésico.

O estresse oxidativo é determinado pelo aumento da quantidade de espécies
reativas de oxigénio e espécies reativas de nitrogénio, estando presente em muitas
doengas agudas e cronicas e inclusive no processo normal de envelhecimento
(DALLE-DONNE et al.,, 2006). O termo antioxidante & muito utilizado e segundo
Gutteridge (1995) se refere a todas as substéncias que apresentem baixas
concentragdes em comparagao a concentragao presente no substrato que se oxida, e
conseguem retardar ou inibir a oxidacao do substrato. Grandes pesquisas tém sido
feitas em modelos de estudo animal, com enfoque em substancias bioativas naturais
com propriedades antioxidantes (MOHAN et al., 2014).

Em nossos estudos nao foram encontradas alteracdes significativas nos
valores de concentracao de GSH (0,466 + 0,068 — GC, 0,544 + 0,148 — GCas € 0,574
+ 0,113 — GSem) e na atividade das enzimas catalase (0,895 * 2,466 — GC, 8,925 +
1,521 GCas e 12,014 £ 3,164 — GSem) e GPx (31,651 + 14,54 — GC, 23,47 £ 7,531 -
GCas e 25,977 + 8,388 — GSem), demonstrando que o extrato hidroalcodlico seco
reconstituido de cascas e o extrato hidroalcoodlico seco reconstituido de sementes de
Caesalpinia ferrea nao exerce efeito antioxidante.

Apesar de nao termos encontrado em nosso estudo, alteragdes significativas
nos parametros de estresse oxidativo, em estudo realizado por Silva e colaboradores
(2011), o extrato hidroalcodlico de frutos de Caesalpinia ferrea mostrou ter uma grande
atividade antioxidante em ensaios in vitro. Os autores relacionaram essa atividade
antioxidante com o alto teor fendlico presente na planta.

Vasconcelos e colaboradores (2011), também encontraram uma diminuigcéo do

estresse oxidativo, representada pela diminuicdo dos niveis de substancias reativas
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ao acido tiobarbiturico, no soro e no figado dos animais diabéticos expostos o extrato

aquoso da casca do caule da Caesalpinia ferrea.
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7 CONCLUSAO

A Caesalpinia ferrea, na dose estudada, ndo promoveu alteragées no ganho de
peso das gestantes, nas perdas pré-implantagdao ou nas perdas poés-implantacao,
indicando que nao interfere com a capacidade reprodutiva dos animais.

O grupo tratado com extrato de cascas apresentou um baixo peso de placenta,
0 que pode levar a uma toxicidade sobre o desenvolvimento da prole.

Creatinina, plaquetas e eosindéfilos encontraram-se alterados no sangue
materno do grupo que recebeu o extrato de sementes de Caesalpinia ferrea, indicando
uma provavel toxicidade materna.

A toxicidade fetal foi demonstrada através de alteragdes encontradas nos
parametros AST, glicose e calcio no liquido amni6tico, e triglicérides na placenta dos
fetos.

Estes dados, tomados em conjunto, sugerem que o extrato hidroalcodlico seco
reconstituido de sementes de Caesalpinia ferrea na dose utilizada nao é seguro

quando administrado diariamente durante o periodo de gestagao de ratas.



65

REFERENCIAS

Aebi H. Catalase in vitro. Meth Enzymol 1984; 105:121-126.

Almeida RN, Agra MF. Short bibliography of medicinal plants for the treatment of
diabetes and some experimental results. Rev Bras Farm 1986; 67:105-110.

Asgharnia M, Mirblouk F, Salamat F, Ashrafkhani B, Dirbaz Z. Predictive value of
aspartate aminotransferase and alanine aminotransferase levels in vaginal fluid for the

diagnosis of premature rupture of membranes. Iran J Reprod Med. 2014 Apr;
12(4):269-74.

Bacchi EM, Sertié JA. Chromatographic identification and pharmacologic action of
Styrax camporum Pohl and Caesalpinia ferrea Martius. Rev Farm Bioquim. Univ Sao
Paulo 1991; 27(2):137-49.

Bacchi EM, Sertié JA. Antiulcer action of Styrax camporum and Caesalpinia ferrea in
rats. Planta Med. 1994 Apr; 60(2):118-20.

Bacchi EM, Sertié JA, Villa N, Katz H. Antiulcer action and toxicity of Styrax camporum
and Caesalpinia ferrea. Planta Med 1995 Jun; 61(3):204-7.

Barros MAG. Flora medicinal do Distrito Federal. v.12, n.50. Brasilia: Brasil Florestal,
1982.

Brasil. Ministério da Saude. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. Guia para a
conducéao de estudos nao clinicos de seguranca necessarios ao desenvolvimento de
medicamentos. 2010. Disponivel em: <http://portal.anvisa.gov.br/wps/wcm/connect/
Acesso em: 24 julh. 2012.

Braga R. Plantas do Nordeste, especialmente do Ceara. 2. ed. Fortaleza: Imprensa
Oficial. 1960

Braz MSS. Morfologia, germinagéo e producdo de mudas de leguminosas arbéreas
ocorrentes na mata do Pau-Ferro, Areia, Paraiba [tese]. Paraiba: Universidade
Federal da Paraiba/Areia, 2007.

Bush BM. Interpretagao de resultados laboratoriais para clinicos de pequenos animais.
Sao Paulo: Rocca, 2004.



66

Carvalho AA, Menezes IA, Antoniolli AR, Santos MR. Effect of the chronic treatment
with aqueous extract of Caesalpinia ferrea and Chrysobalanus icaco on the vascular
reactivity of diabetic rats. Lat Am J Pharm. 2010; 29(5):845-848.

Carvalho JC, Teixeira JR, Souza PJ, Bastos JK, dos Santos Filho D, Sarti SJ.
Preliminary studies of analgesic and anti-inflammatory properties of Caesalpinia ferrea
crude extract. J Ethnopharmacol. 1996 Sep; 53(3):175-8.

Carvalho JCT. Caesalpinia ferrea (pau-ferro): avaliagdo da atividade anti-inflamatéria
e analgésica [dissertacdo]. Ribeirdo Preto: Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas,
Universidade de Sao Paulo, 1993.

Cavalheiro MG, Farias DF, Fernandes GS, Nunes EP, Cavalcanti FS, Vasconcelos
IM, Melo VMM, Carvalho AFU. Biological and enzymatic activities of aqueous extract
of seeds from Caesalpinia ferrea Mart., Leguminosae. Rev Bras Farmacogn. 2009;
19(2b):586-591.

Coelho RG. Estudo quimico de Zollernia ilicifolia (Fabaceae), Wilbrandia ebracteata
(Cucurbitaceae) e Caesalpinia ferrea (Caesalpiniaceae) [tese]. Araraquara:
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, Instituto de Quimica da
Universidade Estadual Paulista, 2004.

Cotechini T, Hopman WJ, Graham CH. Inflammation-induced fetal growth restriction
in rats is associatedwith altered placental morphometrics. Placenta 2014; 35:575-581.

Cury G. Descrigao da estrutura anatémica do lenho e sua aplicagédo na identificacao
de espécies arboreas do cerrado e da mata atlantica do estado de Sao Paulo
[dissertacao]. Piracicaba: Universidade de Sao Paulo, Escola Superior de Agricultura
Luiz De Queiroz, 2002.

Dalle-Donne |, Rossi R, Colombo R, Giustarini D, Milzani A. Biomarkers of oxidative
damage in human disease. Clin Chem. 2006; 52(4):601-623.

Dantas JA, Ambiel CR, Cuman RKN, Baroni S, Bersani-Amado CA. Valores de
referéncia de alguns parametros fisiolégicos de ratos do Biotério Central da
Universidade Estadual do Maringa, Estado do Parana. Acta Sci. Health Sci. 2006;
28(2): 165-170.

Da Silva FRRP. Efeitos Imunomoduladores do Extrato Bruto de Caesalpinia ferrea
sobre o Crescimento e Diferenciacdo de Precursores Hematopoiéticos da Medula
Ossea em camundongos [dissertagcdo]. Campinas: Universidade Estadual de
Campinas, 1999.



67

De Mello FB, De Mello JRB. Evaluation of antitussive/expectorant effects of two
phyoterapic formulations existent in the brasilian market. Acta Farmaceutica
Bonaerense. 2006; 25(1):64-70.

De Oliveira, AF. Avaliagcao da atividade cicatrizante da Caesalpinia ferrea (tul.) Martius
(Juca) em lesbes cutaneas de caprinos [dissertacao]. Mossord: Universidade Federal
Rural do Semi-Arido, 2008.

De Souza CF. Galactomanana de sementes de Caesalpiniea ferrea var. ferrea:
estrutura, modificacdo quimica e caracterizacdo de propriedades [dissertacao].
Parana: Universidade Federal do Parana,2009.

Dewick PM. Medicinal natural products. Chichester: John Willey & Sons, 1998.

Di Stasi SM, Poggi A, Giannantoni A, Zampa G. Dermatomyositis associated with
testicular germ cell cancer. J Urol 2000 Jan; 163(1):240.

Ellman GL. Tissue sulfhydryl groups. Arch Biochem Biophys 1959; 82(1):70-77.

European Patent Office. 2011. [acesso em 06 de janeiro 2015]. Disponivel em:
WWW.european-ip-attorneys.org.

Farmacopeia Portuguesa. Lisboa: Infarmed Editora, 2002.

Fiol FS, Gerenutti M, Groppo FC. Antibiotics and pregnancy. Pharmazie 2005;
60(7):483-493.

Fischbach FT, Dunning MB. Manual de enfermagem: Exames laboratoriais e
diagnosticos. 8 ed. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan, 2010.

Frasson APZ, Bittencourt CF, Heinzmann BM. Physico-chemical and biological
characterization of Caesalpinia ferrea Mart. Stems. Rev Bras Farmacogn. 2003;
13(1):35-39.

Freitas ACC, Ximenes NCA, Aguiar JS, Nascimento SC, Lins TUL, Magalhdes LR,
Coelho LCBB, Carneiro da Cunha MG, Gongalves Silva T, Correia MTS. Biological
activities of Libidibia (Caesalpinia) ferrea var. parvifolia (Mart. ex Tul.) L P. Quieroz pod
preparations. Evidence-Based Complementary and Alternative Medicine 2012;
2012:1-7.



68

Fréjaville JP, Kamoun P. Manual de exames de laboratério. Sdo Paulo: Editora
Atheneu, 19809.

Fresno L, Rodriguez Gil JE, Rigau T, Pastor J, Rivera del Alamo MM. Modulation of
the biochemical composition of amniotic and allantoic fluids as a control mechanism of
feline foetal development. Placenta 2012; 33:522-527.

Furukawa S, Kuroda Y, Sugiyama A. A comparison of the histological structure of the
placenta in the experimental animals. J Toxicol. Patol 2014; 27:11-18.

Gerenutti M, Fiol FS, Groppo FC. Reproductive performance of pregnant rats and
embryotoxic effects of ciprofloxacin. Pharmazie 2006; 61:79-80.

Gerenutti M, Rollo AFP, Glauzer M, Fiol FS, Oshima-Franco Y, Venancio PC, Groppo
FC. The effect of Cecropia glazioui Snethlage on the physical and neurobehavioral
development of rats. Pharmazie 2008; 63:1-7.

Gerenutti M, Spinosa HS, Bernardi MM. Effects of braken fern (Pteridium aquilinum
L. Kuhn) feeding during the development of female rats and their offspring. Vet Human
Toxicol 1992; 34(5):307-310.

Gonzalez FG. Estudo farmacognéstico e farmacologico de Caesalpinia ferrea Martius
[tese]. Sao Paulo: Universidade de Sao Paulo, 2005.

Gurekian CN, Koski KG. Amniotic fluid amino acid concentrations are modified by
maternal dietary glucose, gestational age, and fetal growth in rats. J Nutri. 2005;
135(9):2219-24.

Gutteridge JMC. Lipid peroxidation and antioxidants as biomarkers of tissue damage.
Clin Chem. 1995; 41:1819-1828.

IPNI. The Internacional Plant Name Index. 2008 [acesso em 06 de janeiro 2015].
Disponivel em: http://www.ipni.org/ipni/pantnamesearchpage.do.

Kerr MG. Exames laboratoriais em medicina veterinaria: Bioquimica clinica e
hematologia. Sao Paulo: Roca, 2003.

Kirbas A, Biberoglu E, Daglar K, iskender C, Erkaya S, Dede H, Uygur D, Danisman
N. Neutrophil-to-lymphocyte ratio as a diagnostic marker of intrahepatic cholestasis
of pregnancy. Eur J Obstet Gynecol Reprod Biol. 2014 Sep; 180:12-5.



69

LaBorde JB, Wall KS, Bolon B, Kumpe TS, Patton R, Zheng Q, Kodell R, Young JF.
Haematology and serum chemistry parameters of the pregnant rat. Lab Anim 1999;
33:275-287.

Latipat. 2011 [acesso em 06 de janeiro de 2015]. Disponivel em: Ip.espacenet.com/.

Lorenzi H. Arvores brasileiras: manual de identificagéo e cultivo de plantas arbéreas
nativas do Brasil. Nova Odessa: Editora do Instituto Plantarum de Estudos da Flora,
1998.

Lucinda LM, Rocha CB, Reboredo MM, Faria VC, Sa RC. Assessment of sperm
production and reproductive organs of Wistar rats to long-term exposure of Caesalpinia
ferrea. An Acad Bras Cienc. 2010 Dec; 82(4):907-914.

Medeiros RMT, Gérniak SL, Guerra JL. Fetotoxicity and reproductive effects of
monocrotaline in pregnant rats. J Ethnopharmacol. 2000; 69:181-188.

Menezes IA, Moreira IJ, Carvalho AA, Antoniolli AR, Santos MR. Cardiovascular
effects of the aqueous extract from Caesalpinia ferrea: involvement of ATP-sensitive
potassium channels. Vascul Pharmacol. 2007 Jul; 47(1):41-7.

Miller O. Laborat6rio para o clinico. 8 ed. Sdo Paulo: Editora Atheneu, 1999.

Mobot. Missoury Botanical Garden. 2012 [acesso em 13 de margo de 2012].
Disponivel em: http://www.mobot.org/.

Mohan S, Thiagarajan K, Chandrasekaran R, Arul J. In vitro protection of biological
macromolecules against oxidative stress and in vivo toxicity evaluation of Acacia
nilotica (L.) and ethyl gallate in rats. BMC Complementary and Alternative
Medicine 2014; 14:257.

Motta VT. Bioquimica clinica: Principios e interpretacées. 4 ed. Sao Paulo: Robe,
2003.

Nakamura ES, Kurosaki F, Arisawa M, Mukainaka T, Takayasu J, Okuda M, Tokuda
H, Nishino H, Pastore F. Cancer chemopreventive effects of a Brazilian folk medicine,
Juca, on in vivo two-stage skin carcinogenesis. J Ethnopharmacol. 2002 Jun;
81(1):135-7.



70

Nozaki H, Hayashi K-i, Kakumoto K, Ikeda S, Kido M, Tani H, Matsuura N, Takaoka D,
linuma M, Akao Y. Pauferrol A, a novel chalcone trimer with a cyclobutane ring from
Caesalpinia ferrea mart exhibiting DNA topoisomerase Il inhibition and apoptosis-
inducing activity. Tetrahedron Lett. 2007; 48(47):8290-92.

Olfati A, Moghaddam G, Kor NM, Bakhtiari M. The relationship between progesterone
and biochemical constituents of amniotic fluid with placenta traits in Iranian crossbred
ewes (ArkharMerino x Ghezel). Asian Pac J Trop Med. 2014; 7(1):S162-S166.

Paglia DE, Valentine WN. Studies on the quantitative and qualitative characterization
of erythrocyte glutathione peroxidase, J. Lab & Clin. Med.1967; 70(1):158-169.

Pavan FR, Sato DN, Higuchi CT, Santos AC, Leite CQ. In vitro anti-Mycobacterium
tuberculosis activity of some Brazilian "Cerrado" plants. Rev Bras de Farmacogn.
2009; 19(1B):204-206.

Pereira LP, Silva RO, Bringel PHSF, Silva KES, Assreuy AMS, Pereira MG.
Polysaccharide fractions of Caesalpinia ferrea pods: Potencial anti-inflammatory
usage. J Ethnophamacol. 2011; 139:642-648.

Pio Correa M. Dicionario de plantas uteis do Brasil e exéticas cultivadas. Rio de
Janeiro: Imprensa Nacional IBDF, 1984.

Queiroz ML, Justo GZ, Valadares MC, Pereira-da-silva FR. Evaluation of Caesalpinia
ferrea extract on bone marrow hematopoiesis in the murine models of listeriosis and
Ehrlich ascites tumor. Immunopharmacol Immunotoxicol. 2001 Aug; 23(3):367-82.

Reis JBC. Composicao quimico-bromatologica de leucena (Leucaena leucocephala
(lam.) de wit) e de pau-ferro (Caesalpinia ferrea Mart.) em trés alturas de corte
[dissertacao]. Teresina: Universidade Federal do Piaui, 2001.

Rivera VVA. Investigagao teédrica da reatividade de trans-trans-Farnesol isolado das
folhas de Caesalpinia ferrea (Juca) [dissertacao]. Amazonas: Universidade Federal do
Amazonas, 1999.

Sampaio FC, Pereira M do S, Dias CS, Costa VC, Conde NC, Buzalaf MA. In vitro
antimicrobial activity of Caesalpinia ferrea Martius fruits against oral pathogens. J
Ethnopharmacol. 2009 Jul 15; 124(2):289-94.

Sanguinetti EE. Plantas que curam. Porto Alegre: Rigel, 1989.



71

Sawada LA, Monteiro VSC, Rabelo GR, Dias GB, Cunha M, Nascimento JLM, Bastos
GNT. Libidibia ferrea mature seeds promote antinociceptive effect by peripheral and
central pathway: Possible involvement of opioidand cholinergic receptors. BioMed
Research Internat. 2014; 2014:1-10.

Shepard TH, Tanimura T, Park HW. Glucose absorption and utilization by rat embryos.
Int J Dev Biol 1997; 41(2):307-314.

Silva ACC. Avaliacdo das atividades citotoxica, antitumoral, antiinflamatéria e
analgésica do extrato bruto e de uma fragdo parcialmente purificada da vagem de
Caesalpinia ferrea Mart [dissertacdo]. Pernambuco: Universidade Federal de
Pernambuco, 2008.

Silva LCN, Silva Junior CA, Souza RM, Macedo AJ, Silva MV, Correia MTS.
Comparative analysis of the antioxidant and DNA protection capacities of
Anadenanthera colubrina, Libidibia ferrea and Pityrocarpa moniliformis fruits. Food and
Chemical Toxicol. 2011; 49:2222-28.

Silva SN. Purificacdo e caracterizacdo de preparagdes lectinicas de folhas de
Caesalpinia ferrea: avaliagao bioldgica [dissertacao]. Recife: Universidade Federal de
Pernambuco, 2009.

Souza SO. A implantacdo do blastocisto em ratos (rattus norvegicus berkenhout,
1769) apds o tratamento com extrato seco de Caesalpinia ferrea Mart. (leguminosae)
[dissertacao]. Juiz de Fora: Universidade Federal de Juiz de Fora, 2005.

Souza AB, Souza LMS, Carvalho JCT, Maistro EL. No clastogenic activity of
Caesalpinia ferrea Mart. (Leguminosae) extract on bone marrow cells of Wistar rats.
Genet Mol Boil 2006; 29(2):380-383.

Souza VH, Barbosa APO, Cardoso GC, Marreto RN, Barreto Filho JAS, Antoniolli
AR, Santos MRV. Evaluation of the antidiabetic potential of five medicinal plants in
rats. Acta Farm Bonae. 2009; 28(4):609-612.

Storey C, Salem JI. Lay use of Amazonian plants for the treatment of tuberculosis.
Acta Amaz. 1997; 27(3):175-82.

Ueda H, Kawanishi K, Moriyasu M. Effects of ellagic acid and 2-(2,3,6-trihydroxy-4-
carboxyphenyl) ellagic acid on sorbitol accumulation in vitro and in vivo. Biol Pharm
Bull 2004 Oct; 27(10):1584-7.



72

Ueda H, Tachibana Y, Moriyasu M, Kawanishi K, Alves SM. Aldose reductase
inhibitors from the fruits of Caesalpinia ferrea Mart. Phytomedicine 2001 Sep; 8(5):377-
81.

Weiss PA, Hofmann H, Winter R, Purstner P, Lichtenegger W. Amniotic
fluid glucose values in normal and abnormal pregnancies. Obstet Gynecol. 1985;
65(3):333-339.

Vasconcelos CFB, Maranhdao HML, Batista TM, Carneiro EM, Ferreira F, Costa J,
Soares LAL, Sa MDC, Souza TP, Wanderley AG. Hypoglycaemic activity and
molecular mechanisms of Caesalpinia ferrea Martius bark extract on streptozotocin-
induced diabetes in Wistar rats. J Ethnopharmacol. 2011; 137:1533-1541.

Verrastro T, Lorenzi TF, Neto SW. Hematologia e hemoterapia: Fundamentos de
morfologia, fisiologia, patologia e clinica. Sado Paulo: Editora Atheneu, 1998.

Zaia HABA. Desenvolvimento floral de Caesalpinia echinata LAM, Caesalpinia
peltophoroides BENTH e Caesalpinia ferrea var. leyotachia BENTH. (Febaceae/
Caesalpinioideae) [dissertacado]. Piracicaba: Universidade De Sao Paulo, Escola
Superior de Agricultura “Luiz De Queiroz”, 2004.

Zogno MA, Miglino MA, Oliveira MF. Analise bioquimica dos liquidos fetais e citologia
do fluido amniético da fémea de Mocéd (Kerodon rupestris). Brazilian Journal of
Veterinary Research and Animal Science 2004; 41:228-235.



73

ANEXO A - Ficha de catalogacao da Caesalpinia ferrea no herbario da UFRN

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO NORTE UFRN
CENTRO DE BIOCIENCIAS -DPTC. BOTANICA, ECOLOGIA E ZOOLOGIA
HERBARIO UFRN 12181

Brasil, Rio Grande do Norte, Cruzeta, fazenda ca. de 10 Km da sede
municipal, na estrada. Caatinga antropizada.
6°21'09" S, 36°47'32" W Alt: 230m

Fabaceae-Caes.
Libidibia ferrea (Mart.) L.P. Queiroz

Det.: Costa-Lima, J.L., 6 outubro2011

Arborescente, ca. 3,0-4,0 m alt.; caule liso, de coloragio cinérea, apresentando manchas
esbranquigadas. Foliolos cartaceos, discolores, face superior verde-escura, inferior glauca. Frutos
imaturos verdes, maduros amarronzados.

Obs.: Casca coletada para estudos farmacoldgicos.

N.V.: "juca"; "pau-ferro"

Costa-Lima, J.L. 601 & Ruiz, R.O.; Santos, E.A.L., 06/10/2011
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ANEXO B - Certificado de procedéncia de animais

l‘ﬁlﬁ)ﬂ . |

Animais de Laboratério Criacdo e Comércio Lida. - EPP
CNPJ.:65.440.612/0001-40
INSC. EST.: 513.020.551.116

Paulinia, 01/09/2014

CERTIFICADO DE PROCEDENCIA DE ANIMAIS

Fornecedor:

Anilab Animais de Laboratério Criagdo e Comércio LTDA.EPP.
Rua: Servidio Quatro, 292, Sdo Domingos, Paulinia-SP.

CEP. 13140-000

Fone/Fax: (019) 3874-4538.

E-mail: anilab@anilab.com.br

Declaro, para os devidos fins, as informagdes referentes aos animais

(Rattus norvegicus, linhagem Wistar) enviados a UNIVERSIDADE DE

SOROCABA.

ESPECIE ANIMAL ADQUIRIDA RATOS WISTAR
Quantidade de Machos 05
Quantidade de Fémeas 30

Total 35
- Data de Nascimento 14/07/2014
Idade dos Animais na Data de Envio 7 semanas
Data de Envio 01/09/2014
Nota Fiscal n° : 002229

Devanir Perecini

Rua Servidao-Quatro, 292 - Fone/Fax (19) 3874-4538 / 9772-1676 - Bairro Sdo Domingos - CEP 13140-000 - Paulinia - SP
email: anilab@anilab.com.br - www.anilab.com.br

J



ANEXO C — Atestado de saude animal
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Animais de Laboratério Criagdo e Comércio Lida. - EPP
CNPJ.:65.440.612/0001-40
INSC. EST.: 513.020.551.116

Paulinia, 01/09/2014

ATESTADO DE SANIDADE ANIMAL

Atesto para os devidos fins que 0os RATOS WISTAR procedentes deste
estabelecimento, CONSTANTES NA NOTA FISCALe 002229 estio em
perfeitas condi¢cbes de saude e livres de doencas infecto-contagiosas,
cumprindo-se, dessa forma, o que determinam os dispositivos legais vigentes,
no que se referem as exigéncias sanitarias para o deslocamento dos animais.

Outrossim, informo que os referidos animais sdo proveniéntes de
matrizes igualmente sauddveis e isentas de quaisquer tipos de tratamento

medicamentoso ou por meio de vacinas

Atenciosamente,

Devanir Peracini
Medice Veterinario

CRMV-SP 32825

Rua Serviddo Quatro, 292 - Fone/Fax (19) 3874-4538 / 9772-1676 - Bairro Sdo Domingos - CEP 13140-000 - Paulinia - SP
email: anilab@anilab.com.br - www.anilab.com.br




ANEXO D - Certificado de aprovagao em CEUA-Uniso

UNIVERSIDADE DE SOROCABA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
CEUA-UNISO

PARECER

Protocolo n® 001/2012

Interessado: Marli Gerenutti

Orientador: -

Titulo do Projeto: Avaliacio biologiva in vitro e in vive do extrato hidroalcoolico de Caesalpinia
ferrea (Libidibia ferrea)

Titulo do Experimento: Avaliagéio biolégiva in vitro e in vive do extrato hidroaleoolico de
Caesalpinia ferrea (Libidibia ferrea)

Apresentado a Comissdo de ética no uso de animais (CEUA) para analise, segundo a Lei No. 11.794, de 8
de outubro de 2008, que regulamenta o inciso VIl do paragrafo 1° do artigo 225 da Constitui¢io Federal,
foi considerado:

[X] APROVADO.

[ ]APROVADO com RECOMENDACAQ, devendo o proponente encaminhar as modificagdes
sugeridas em anexo para complementagio do protocolo;

[ ]1COM PENDENCIA, devendo o proponente readequar os itens do protocolo;
[ 1REPROVADO

Manifestacio do Parecerista:

1° Parecer

Pendéncias:

Revisar niimeros de animais utilizados em cada etapa.

Verificar similaridade entre projeto e formulario Ceua-Uniso.

Rever método de eutandsia, pois nfo est4 de acordo com Resolugdo CRMV n° 1000, de 11 de maio de
2012.

O item 10.2 ndo se aplica.

2° Parecer

Aprovado com recomendacéo:

Baseado no niimero de animais utilizados no projeto existe um grupo onde a propor¢éo indicada néo sera
cumprida.

Verificar os itens: (i) 10.7 onde a cirurgia sera cesaria e, conforme projeto ndo cesariapor moten; (ii) 10.7
o projeto indica exposi¢do dos animais ao extrato em questfo; e (iii) o projeto prevé extragdo de materiais
biolégicos —ttero (feto), ovarios e placenta.

Como o projeto n&o foi executado, solicitamos rever o tempo verbal.

O Projeto pode ter seu andamento cumprido as recomendagdes acima descritas.

3° Parecer

Aprovado

Data: 14/11/2012

Assinatura: T/ Ty
Nome: Valquiria Mijva Hanai Y0shida
Coordenadora da CEUA-UNISO

* Encaminhar copia deste parecer para o e-mail ceua@uniso.br ¢ original assinado para a Se¢io Técnica
Académica
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ANEXO E - Certificado de palestra proferida em curso de graduagao “Curva
de calibracao”

UNISO

Certifico que Thaisa Borim Pickler esteve no dia
30 de outubro de 2013, ministrando palestra sob o
tema “CURVA DE CALIBRACAO”, aos alunos do
Curso de Farmdcia da Uniso. A palestra foi
realizada na dentro do componente Prdticas
Integradas em Farmacologia, Fisiologia e
Bioquimica, ministrado pela Profa. Dra. Marli

Gerenutti.

Sorocaba, 30 de outubro de 2013.

) i )
( )@u;) L %
Curso de Farmacia \ g b

Certificado registrado eletronicamente " ¢
: h ) Prof". M“. Magali Glauzer Silva
Coordenadora do Curso de Farmdcia
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ANEXO F - Certificado de palestra proferida em curso de graduagao
“Farmacos hipoglicemiantes e anti-hiperglicemiantes e determina¢ao da

glicemia”

UNISO

Certifico que Thaisa Borim Pickler esteve no dia
06 de novembro de 2013, ministrando palestra sob o
tema “FARMACOS HIPOGLICEMIANTES E
ANTI-HIPERGLICEMIANTES E
DETERMINACAO DA GLICEMIA”, aos alunos do
Curso de Farmdcia da Uniso. A palestra foi
realizada na dentro do componente Prdticas
Integradas em Farmacologia, Fisiologia e

Bioquimica, ministrado pela Profa. Dra. Marli

Gerenutti.

Curso de Farmacia

Certificado registrado eletronicamente Sorocaba, 06 de novembro de 2013.

Prof". M". Magali Glauzer Silva
Coordenadora do Curso de Farmdcia
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ANEXO G - Certificado de palestra proferida em curso de graduacao “Analise

bioquimica em equipamento Cobas (Roche)”

UNISO

Certifico que Thaisa Borim Pickler esteve no dia
27 de novembro de 2013, ministrando palestra sob o
tema “ANALISE BIOQUIMICA EM
EQUIPAMENTO COBAS (ROCHE)”, aos alunos
do Curso de Farmdcia da Uniso. A palestra foi
realizada na dentro do componente Prdticas
Integradas em Farmacologia, Fisiologia e

Bioquimica, ministrado pela Profa. Dra. Marli

Gerenutti.

Sorocaba, 27 de novembro de 2013.

Curso de Farmdcia

Certificado registrado eletronicamente (%;{ !/ ]
= N
\ :

Prof". M“. Magali Glauzer Silva
Coordenadora do Curso de Farmdcia
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ANEXO H - Certificado de participagao como examinador na banca “Avaliagao
bioquimica da exposi¢cao ao extrato hidroalcodlico de Psidium guajava Linn

durante a gestagao de ratos”

S)

UNISO
Certificamos que Prof'. Denise Grotto, Thaisa

Borim Pickler e Prof". Marli Gerenutti (Presidente
da banca e Orientadora) participaram como
examinadores na Banca de Avaliagdo Final do
trabalho de Prdtica de Pesquisa Ill dos (as) alunos
(as) Larissa Cremer de Moraes e Késsia Monique
Bello intitulado: “AVALIACAO BIOQUIMICA DA
| EXPOSICAO AO EXTRATO HIDROALCOOLICO
DE PSIDIUM GUAJAVA LINN DURANTE A
GESTACAO DE RATOS” ocorrida no dia 14 de
novembro de 2013, no curso de Farmdcia da

Universidade de Sorocaba.

Sorocaba, 14 de novembro de 2013.

Curso de Farmdacia
Certificado registrado eletronicamente

— N
o WM@\

Prof". M‘. Magali Glauzer Silva
Coordenadora do Curso de Farmdcia




ANEXO | — Certificado de participagao como examinador na banca “Analise

fitoquimica e fisico-quimica da Psidium guajava Linn”

UNISO
Certificamos que Prof". Denise Grotto, Thaisa

Borim Pickler e Prof. Marli Gerenutti (Presidente
da banca e Orientadora) participaram como
examinadores na Banca de Avaliacdo Final do
trabalho de Pratica de Pesquisa III dos (as) alunos
(as) Arielly Leme de Goes e Fldavia Gonzales de
Faria  Galdino intitulado: “ANALISE
FITOQUIMICA E  FISICO-QUIMICA DA
PSIDIUM GUAJAVA LINN.” ocorrida no dia 14 de
novembro de 2013, no curso de Farmadcia da

Universidade de Sorocaba.

T a— Sorocaba, 14 de novembro de 2013.

Certificado registrado eletronicamente

Y

)
%M 0 N2

Prof". M". Magali Glauzer Silva
Coordenadora do Curso de Farmdcia
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ANEXO J - Certificado de participagao como examinador na banca
“Avaliagao da concentracao de quercetina em amostras de cha branco e cha

vermelho a base da planta Camellia sinensis”

S)

UNISO
Certificamos que Prof". Denise Grotto, Thaisa

Borim Pickler e Prof'. Marli Gerenutti (Presidente
da banca e Orientadora) participaram como
examinadores na Banca de Avaliacdo Final do
trabalho de Pratica de Pesquisa Il dos (as) alunos
(as) Juliana Carvalho Almeida e Karen Suzane
Zuim intitulado: “AVALIACAO DA
CONCENTRACAO DE QUERCETINA EM
AMOSTRAS DE CHA BRANCO E CHA
VERMELHO A BASE DA PLANTA CAMELLIA
SINENSIS” ocorrida no dia 14 de novembro de
2013, no curso de Farmacia da Universidade de

Sorocaba.

Curso de Farmicia Sorocaba, 14 de novembro de 2013.

Certificado registrado eletronicamente

Prof". M. Magali Glauzer Silva
Coordenadora do Curso de Farmdcia
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ANEXO K - Certificado de apresentacao de trabalho no Toxi-Latin 2014
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ANEXO L — Artigo “Reproductive performance of pregnant rats: Effects of
Morus nigra tincture” publicado na revista Reproductive Toxicology

Reproductive Toxicology

Volume 48, September 2014, Pages 24

42nd Annual Conference of the Eurcpean Teratology Society

Reproductive performance of pregnant rats: Effects of Morus nigra
tincture

Thais F. Almeida & , Daniele O. Benedicto, Giovana Sabadim, Thaisa B. Pickler, Denise Grotto, Marli
Gerenutti

Laboratory for the Toxicological Research (Lapetox), University of Sorocaba, Sorocaba, Sdo Paulo, Brazi
Available online 22 August 2014

M) CrossMark

- Show less

Choose an option to locate/access this article:

Chbes o yeu ha?e EICCESE.I y# Purchase $35.95 Get Full Text Flsewwhers
through your login credentials

or your institution

doi: 10.1016/].reprotox.2014.07.031 4 Get rights and content

& Corresponding author
Copyright ® 2014 Published by Elsevier Inc.
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ANEXO M - Artigo “Skeletal hypoplasia and visceral changes in rats exposed
to Psidium guajava Linn during gestation” publicado na revista Reproductive
Toxicology

Reproductive Toxicology

Volume 48, September 2014, Pages 28

42nd Annual Conference of the European Teratclogy Society

P-14

Skeletal hypoplasia and visceral changes in rats exposed to Psidium
guajava Linn during gestation

Julio C. Vieira & , Karina P. Lopes, Glovana Sabadim, Thaisa B Pickler, Magali G. Silva, Denise Grotto,
M. Gerenutti

Laboratory for the Toxdcological Research {Lapetox), University of Sorocaba, Sorocaba, Sdo Paulo, Brazil
Available online 22 August 2014

W) CrossMark

-] Show less

Choose an option to locate/access this article:

Check if you have access =
y ! : z#t Purchase $35.95 Get Full Texd Elsewhers
through your legin credentials :

aor your institution

doi: 101016/} reprotox.2014.07.042 42 Get rights and content

& Corresponding author
Copyright ® 2014 Published by Elsevier Inc.
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ANEXO N - Artigo “Alterations in the reproductive performance of the female
rats and fetotoxicity of Lentinula edodes (Shiitake)” publicado na revista

Reproductive Toxicology

ARETEE i '
a :‘% Reproductive Toxicology

Volume 48, September 2014, Pages 25

42nd Annual Conference of the European Teratology Society

PG

Alterations in the reprociuctive perfnrmance of the female rats and
fetotoxicity of Lentinula edodes (Shiitake)
italo Frizo & _ Thaisa B. Pickler. Denise Grotto, Marli Gerenuiti

Laboratery for the Toxicological Research (Lapetox), University of Sorocaba, Sorocaba, Sao Paulo, Brazil
Available online 22 August 2014

@ CrossMark

- Show less

Choose an option to locatefaccess this article:

Check if h =
A5 a?e ECC&SS, g8 Purchase $35.95 et Full Test Elseswhers
through your login credentials :

or your institution

dei-10.1016/j.reprotox. 2014.07 034 4> Get rights and content

& Corresponding authar
Copyright ® 2014 Published by Elsevier Inc.
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ANEXO O - Certificado de participagao como examinador na banca “Shiitake

como nutracéutico: Avaliacao da seguranca do seu consumo in vivo através

O}

UNISO
Ceriificamos gue Profa Dra. Denive Grotto

de parametros hematolégicos”

(orientadora), Profa. Dra.  Edilma Maria de
Albuguergne Vasconcelos ¢ Farmacéutica Thuisa
Borim Pickler participaram como examinadoras ng
Banca de Avaliacdo Final do trabalho de Pratica de
Pesguisa I dos fas) afunos (as) Camila de Vive
Gangalves ¢ Gabrielle Pereira Neves Sakamuty

mtitulado: “SHIITAKE COMO NUTRACEUTICO:
AVALIACAO DA SEGURANCA DO SEU
CONSUMO in vivo ATRAVES DE PARAMETROS
HEMATOLOGICOS” ocorvida no dia 04/11/72014

s curso de Farmaota da Universidade de Sorocabe.

Sorocobu, O de aovembre de 2004
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Froft M Mool Gliszer Sifo
Ceavgfemifors do Cnmso de Farmdeta
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ANEXO P - Certificado de participagao como examinador na banca “Avaliagao
da capacidade antioxidante de extratos de frutas usualmente consumidas pela

populagao”

UNISO
Certificamos gue Profa Dra. Denise Grotio

(orientadora), Profa. Dra. Edilma Muaria de
Albuguergque Vasconcelos e Farmucéutica Thaisa
Borim Pickler participaram como examinadoras na
Buncw de Avallacdo Final do trahalho de Pratica de
Pesquisa I do (@) alune (a) Amaada Bentivaglio
Silveira intitulado:  “AVALIACAO DA
. CAPACIDADE ANTIOXIDANTE DE EXTRATOS
| DE FRUTAS USUALMENTE CONSUMIDAS
i PELA POPULACAO?” ocorvida ne dia 04/11/2014

no curso de Farmacia da Universidade de Sorocaba,

{upis s Faraac Serercabho 04 de novemhra de 2044
‘ Cutiticain I||| [ IR TR TR
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Frop MO Magali Glawzer Sitvr
{pordenadors do Cursa de Fuvmdola



