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RESUMO

Tillandsia usneoides, também conhecida como barba-de pau ou barba-de-velho, é uma
bromeliacea presente em grande parte do territorio brasileiro, e em areas Umidas desde
o sudoeste dos EUA até o centro da Argentina e Chile. Relatos de criadores de animais
relacionam essa planta a ocorréncia de abortos em éguas e vacas. O objetivo deste
trabalho foi avaliar o potencial de toxicidade reprodutiva do extrato hidroalcodlico de
Tillandsia usneoides em coelhas expostas durante a gestacdo, além de analise
fitoquimica de partes totais dessa planta. Em analise fitoquimica observou-se a
presenca de flavonoides, esterdides, antraquinonas, cumarinas, micotoxinas,
antocianinas, saponinas, acidos fixos, taninos e aminogrupos. Em experimento com o
extrato hidroalcodlico liofilizado dado a coelhas gestantes os resultados foram
inconclusivos devido a ocorréncia da pseudogestacao e da alta variacdo da quantidade
de filhotes paridos dentro dos grupos de estudo, inviabilizando estudos estatisticos.
PALAVRAS-CHAVE: Tillandsia usneoides; coelhos; barba-de-pau; reproducéo;
analises fitoquimicas.



ABSTRACT

Tillandsia usneoides L., also known as Spanish moss, is a Bromeliaceae present in a
large extent of the Brasilian territory, and in humid areas from southeastern U.S.A. to
Chile and central Argentina. Farmers report a relation of this plant to the occurrence of
abortions in mares and cows. The objectives of this study were the phytochemical
analysis of total parts of Tillandsia usneoides and the evaluation of the toxical
reproductive potential of its hydroalcoholic extract in female rabbits. The phytochemical
analysis showed flavonoids, steroids, antraquinons, coumarins, micotoxins, antocianins,
saponins, tannins, and aminogroups. The results of administration of the lyophilized
hidroalcoolic extract to pregnant rabbits were not conclusive due the occurrence of
pseudopregnancy and the high variation in number of younglings born within the studied
groups.

KEY-WORDS: Tillandsia usneoides, Spanish moss, rabbit, reproduction, phytochemistry
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1 INTRODUCAO:

Plantas toxicas de interesse pecudrio sdo aquelas que, quando ingeridas
espontaneamente pelos animais domésticos, em condi¢des naturais, causam danos a
salde e até a morte destes (RIET-CORREA et al., 1993).

A importancia econémica das plantas toxicas deve-se a quatro fatores: perdas
por mortes de animais; perdas por diminuicdo da producédo; perdas por medidas de
controle e profilaxia, perdas reprodutivas (RIET-CORREA et al., 1993).

A ocorréncia, frequéncia e distribuicdo geogréfica das intoxicacdes, segundo
RIET-CORREA et al. (1993) depende de:

- Palatabilidade: contrariamente a crenca popular de que as intoxica¢des por plantas
ocorrem somente por espécies ndo palataveis quando ingeridas por animais que nao as
conhecem,muitas plantas toxicas sdo extremamente palataveis. Outras plantas, pelo
contrario, por serem pouco palataveis, sdo consumidas apenas em ocasifes especiais.
- Fome: este fator é importante, uma vez que muitas plantas téxicas sdo ingeridas
somente quando os animais estdo com fome devido a escassez de forragem ou apos
periodos de privagéo de alimentos.

- Desconhecimento: algumas plantas sdo ingeridas apenas por animais que as
desconhecem, por terem sido criados em locais em que nao existe a planta.

- Acesso a planta téxica: folhas que o animal s6 tem acesso ap0s as arvores terem sido
derrubadas pelo vento ou cortadas.

- Dose toxica: a quantidade de planta necesséria para causar intoxicacdo é muito
variavel de uma planta a outra. Algumas causam intoxicagdo quando ingeridas em
guantidades minimas, enquanto outras sO apresentardo problemas se fizerem parte da
quase totalidade da dieta.

- Periodo de ingestédo: algumas plantas podem produzir intoxicagbes apdés uma Unica
ingestdo, enquanto outras devem ser ingeridas por um tempo mais ou menos

prolongado.



- VariacOes de toxicidade: podem existir variactes de toxicidade dentro de uma mesma
espécie, devido a diversos fatores: variedades, épocas do ano, fase de crescimento,
fase do ciclo de vida do animal, entre outros (RIET-CORREA et al., 1993).

Tillandsia usneoides é uma Bromeliaceae presente em grande parte do territorio
nacional, estando presente em todas as regides; presente também em areas umidas
desde o sudoeste dos Estados Unidos até o centro da Argentina e Chile. E considerada
uma planta epifita e aparece com abundéancia devido a seu método de proliferacéo, em
gue pedacos quebrados sdo carregados pelo vento, se fixam em outros galhos e
crescem. Sua aparéncia peculiar e sua localizacédo, fixada a galhos de arvores, deram-
lhe o nome popular de Barba-de-Velho, ou Barba-de-Pau. Nativos americanos a
denominavam “Itla okla”, que significa “cabelo de arvore”. Exploradores franceses a
compararam com as longas e negras barbas dos exploradores espanhois, mudando-lhe
0 nome para “Barbe Espagnol”, ou “Spanish Beard”. Os espanhois, considerando o
termo ridiculo, modificaram seu nome para “Cabello Francés”, mas o termo “Spanish
Beard” prevaleceu por muitos anos, vindo, posteriormente a ser denominada “Spanish
Moss” (MARTINEZ, 1997; ADAMS, 2004). Sua ampla distribuicdo geografica faz com
gque essa planta esteja presente em, praticamente, toda a regido neotropical.
(ENCYCLOPAEDIA BRITANNICA, 2004). Com isso, torna-se comum sua presenca em
pastagens animais, com facil acesso destes aos ramos da planta.

Devido a casos comuns de abortos e problemas reprodutivos, sem causas
conhecidas, em criacfes animais em pastagens com acesso a T. usneoides, torna-se
necessario um estudo a respeito de suas faculdades abortivas e toxicologicas. Ha
casos de observagcdes populares que relacionam a ingestdo da planta por fémeas

gestantes com a ocorréncia de abortos.



1.2 OBJETIVOS:

1.2.1 Obijetivo Geral:

Desenvolvimento de protocolo de estudo de toxicidade reprodutiva de plantas
comuns em pastagens de propriedades em que ocorrem abortos em animais sem

causas aparentes.

1.2.2 Obijetivos Especificos:

Este trabalho tem como objetivo avaliar o potencial abortivo do extrato
hidroalcodlico de Tillandsia usneoides em coelhas expostas durante a gestacao, e
elucidar classes de metabdlitos secundarios presentes nesta planta através de andlises

fitoquimicas.

1.3 JUSTIFICATIVA
Levam ao desenvolvimento deste trabalho:
- O grande namero de abortos ocorridos em criacdes animais sem causas definidas, em
que tudo indica causas ambientais;
- A ampla distribuicdo geografica da Tillandsia usneoides;
- A facilidade de acesso dos animais em pastoreio a essa planta;
- Os prejuizos econdmicos gerados por distlrbios reprodutivos na pecuaria;
- A observacdo de casos de fémeas gestantes em varias espécies animais que

abortaram apés a ingestdo continua e espontanea da Tillandsia usneoides.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 ASPECTOS BOTANICOS:

Tillandsia usneoides € uma planta epifita, angiosperma e monocotiledénea, da
familia Bromeliaceae. N&o possui raizes e absorve agua e sais por intermédio de
pequenos pélos existentes nas folhas, acumulando umidade entre elas (GARTH, 1964).
Tem flores do tipo trimeros e sementes com um sO cotilédone, com albumem cujo
parénquima acumula reservas. E uma espécie cinérea, pendente, com folhas finas e
alongadas que formam extensos fios, que se distribuem por todo foréfito, formando
verdadeiras “cortinas” (ALENCAR- BARROS, 1944).

As plantas epifitas sdo responsaveis por grande parte da diversidade floristica
das florestas tropicais Umidas, incluindo a Mata Atlantica. Cerca de dez por cento de
todas as plantas vasculares sao epifitas. Estas pertencem, geralmente, a familias
consideradas avancadas em termos morfologicos. Como exemplos, a familia
Orchidaceae possui setenta por cento de seus membros epifitos e a Bromeliaceae em
torno de cinquienta por cento. Em termos fisioldgicos, tem se verificado que as epifitas
apresentam varias adaptacdes que as capacitam a ocupar o dossel da floresta. Este
contém uma variedade muito grande de microhabitats, desde os que possuem
disponibilidade continua de nutrientes e de umidade, até os mais instaveis, oligotréficos
e secos. Neste Ultimo caso, as epifitas que o habitam necessitam ter mecanismos
fisiolégicos/bioquimicos eficientes para aquisicdo de nutrientes e de agua. Além disso,
modificacdes morfologicas permitiram a reducdo do corpo da planta, chegando, em
alguns casos extremos, a reducdo total das raizes, como em Tillandsia usneoides
(Bromeliaceae) que s6 possui ramos ou a inexisténcia desses na forma vegetativa de
orquideas ditas acaules do género Campylocentrum, onde sé ha raizes (MERCIER,
2004).

As epifitas, geralmente, encontram na atmosfera sua fonte de nutrientes que
podem resultar da deposicdo seca ou Umida. No Ultimo caso, 0s nutrientes ficam

disponiveis as plantas por meio da agua de chuva, da agua de gotejamento, isto €,



aguela que atravessa o dossel, e da agua de escorrimeto do caule. Ha dados que
demonstram que o nitrato e o amonio, oriundos do escorrimento do caule, sdo as
principais fontes de nitrogénio para as orquideas. Varios estudos tém mostrado que
grande parte das epifitas estdo sujeitas a periodos extensos de seca nos dosséis das
florestas tropicais. Ha, portanto adaptacfes importantes que permitem com que as
epifitas sejam capazes de sobreviver em condi¢cdes de estresse hidrico, como a
existéncia de mecanismo de ajuste osmotico celular (acimulo de sais, acidos organicos
e/ou aglcares), mudanca na conduta estomatica, fixacdo noturna do CO, e aumento da
elasticidade da parede celular, o qual permite um maior ajuste dessa parede ao volume
do protoplasma, a medida que ocorre perda d’agua, evitando a plasmolise irreversivel e
a consequente morte celular (MERCIER, 2004).

A fixacdo do carbono atmosférico por meio do metabolismo CAM (Metabolismo
Acido das Crassulaceas) é outra caracteristica que muitas epifitas apresentam e que
as auxiliam a sobreviver em situacdes de seca. Existem as epifitas CAM facultativas
gue mudam sua via fotossintética de acordo varia¢cfes da intensidade luminosa e/ou do
grau de umidade que o ambiente apresenta. O metabolismo acido das crassulaceas,
comumente designado CAM, evoluiu independentemente em muitas plantas suculentas,
incluindo os cactos (Cactaceae) e crassulaceas (Crassulaceae), e bromeliaceas como Tillandsia
usneoides. As plantas séo consideradas CAM se as suas células fotossintetizantes possuem a
capacidade de fixar CO, no escuro via PEP (fosfoenolpiruvato) carboxilase. O acido malico
assim formado é armazenado no vacuolo. Durante o periodo seguinte de luz, o &cido malico €
descarboxilado e o CO é transferido para a RuBP (Ribulosel,5-bifosfato) no ciclo de Calvin, no
interior da mesma célula. As plantas CAM sédo amplamente dependentes da acumulacéo
noturna de dioxido de carbono para a realizacdo de sua fotossintese porque seus estdmatos
permanecem fechados durante o dia, retardando desta maneira a perda de agua. Obviamente
isto é vantajoso nas condi¢Bes de alta intensidade luminosa e de estresse hidrico sob as
guais vive a maioria das plantas CAM. Se toda a absor¢éo de CO, atmosférico nas plantas
CAM ocorre a noite, a eficiéncia no uso da agua apresentada por estas plantas pode ser
muitas vezes maior do que aquela encontrada nas demais plantas. Durante os periodos de

seca prolongada, algumas plantas CAM podem manter seus estdmatos fechados durante o



dia e a noite, mantendo taxas metabdlicas baixas por intermédio da refixagdo do CO,,
respiratorio durante a acumulacéo de acido mélico no escuro, seguida pela fixacdo de CO, via
ciclo de Calvin no dia seguinte (STRASBURGER et al., 1994; RAVEN et al., 1996).

A T. usneoides aparentemente se desenvolve melhor em arvores mortas do que
em vivas; e demonstra preferéncia por arvores que crescem em solos ricos em
calcareo. GARTH (1964) cita que essa espécie procura terrenos mais Secos,
necessitando de periodos regulares de secas. O género Tillandsia é considerado o
mais primitivo e mais xerdfito entre as Bromeliaceae (GARTH, 1964).

Seu nome cientifico foi ditado por Carolus Linnaeus (Carl Von Linné, 1707-1778,
pai do Sistema de classificacdo Binomial). O nome do género, Tillandsia, deriva do
nome de outro cientista, Elias Tillands; e o nome da espécie, usneoides, significa
“semelhante a musgo” (ADAMS, 2004).

2.1.1 Distribuicdo Geogréafica

No Brasil, presente desde o Para até o Rio Grande do Sul; presente também em
areas Umidas desde o Sudoeste dos Estados Unidos até o sul da Argentina e Chile.
(GARTH, 1964).

2.1.2 Nomes Vulgares

Tillandsia usneoides é popularmente conhecida como Barba-de-velho, Barba-de-
pau, Samambaia, Barba-espanhola, Barba-de-macaco, Barba-de-pai-ventura, Cabelos-
do-rei, Camambaia, Crina-vegetal, Erva-dos-bardonos, Samambaia-de-norte (BRA);
Hirahuasso, Huahuasso ,Barba-de-monte, Barba de tabaquilla, Barbén, Peluca Cabello
del angel (Argentina, Chile); Greybeard, Three Hair, Spanish moss , Horsehair (Estados
Unidos); Payun-mamell (indigenas mapuches, Argentina) (MARTINEZ, 1997;
ARAMBARRI, 1997).



2.1.3 Sinonimia botanica:

Dendropogon usneoides (L.) Raf., Renealmia usneoides L., Strepsia usneoides
(L.) Nutt. Ex Steud., Tillandsia crinita Willd. Ex Beer, Tillandsia filiformis Lodd., Cat. Ex
Schult.f., Tillandsia pendula hort. Louvain ex Schult.f., Tillandsia trichoides Kunth,
Tillandsia usneoides fo. Cretacea Mez, Tillandsia usneoides fo. Crispa André, Tillandsia
usneoides fo. Ferruginea André, Tillandsia usneoides fo. Filiformis André, Tillandsia
usneoides fo. Genuina André, Tillandsia usneoides fo. Longissima André, Tillandsia
usneoides fo. Major André, Tillandsia usneoides fo. Robusta E. Morren ex Mez,
Tillandsia usneoides var. Cretacea (Mez) DC., Tillandsia usneoides var. Ferruginea
(André) Mez, Tillandsia usneoides var. Filiformis (André) Mez, Tillandsia usneoides var.
Longissima (André) Mez, Tillandsia usneoides var. Robusta (E. Morren ex Mez) Mez
(ARAMBARRI, 1997).

2.2 ASPECTOS FITOQUIMICOS

CABRERA et al. (1996) identificaram entre os componentes presentes na
Tillandsia usneoides vinte e seis triterpendides com o esqueleto do cicloartano (3,4-
seco derivativos), entre eles (22E)- 25, 26, 27-trisnor-3-oxocycloartano-22 en-24- al,
(24E)- 3- oxocicloartano-24-em-26-al, 24 hydroxicycloartano-23-em-3-one, entre outros.

WITHERUP et al (1995) citam investigacdes prévias em que foram identificados
acucares, acido ascorbico e carotendides, anéis de ciclopropano contendo triterpenos e
cadeias de hidrocarbonos, esterdis livres e esterificados, e glicosideos flavbnicos. Em
seu trabalho sobre efeitos hipoglicémicos da Tillandsia usneoides em ratos, identificou
através de cromatografia do extrato aquoso da planta o0 HMG (acido 3- hidroxi-3-
metilglutérico), com acédo hipoglicemiante. De acordo com WITHERUP et al. (1995), o
HMG foi patenteado em 1971 como agente anti-colesterol. Ele atua como inibidor por
competicdo da HMG CoA Redutase em sistemas bacterianos, e foi demonstrada

inibicdo in vitro do sistema microssomal da HMG CoA redutase no figado e intestinos. A



regulacdo enzimatica da biossintese do colesterol depende exclusivamente enzima
HMG CoA redutase, que converte o HMG CoA em acido mevalbnico.

SENA et al. (1996) identificaram em andlise fitoquimica na fracdo acetato de
etila a presenca de taninos flobafénicos e catéquicos, flavononas, flavonéides, flavonas,
xantonas, esteroides livres e tracos de bases quaternérias.

LLEWELLYN et al (1988) isolou fungos presentes naturalmente na planta, sendo
encontrados Aspergillus flavus, A. niger, Penicillium sp., Clodosporium sp., Mucor sp. e

Mycelia sterilia.

2.3 ASPECTOS ETNOFARMACOLOGICOS

HOEHNE (1939) descreve o uso popular de Tillandsia usneoides contra
engorgitamento do figado; em forma de banhos como anti-hemorroidal. Segundo ele,
guimicamente foi constatada a presenca de boa percentagem de cumarina presente na
planta. BALBACH (1972) também cita 0 uso do suco da planta, de maneira tdpica,
contra hemorroidas.

Entre suas aplicacdes, o cha de T. usneoides é referido por WITHERUP et al.
(1995) no tratamento da dor reumatica e abcessos. No passado, ja se referiu 0 seu
uso no tratamento de diabetes tipo mellitus, principalmente no sul de Louisiana.

Em 1995, KORBES descreve o uso popular de Tillandsia usneoides em forma de
infusdo para rins, catarro da bexiga, blenorragias, e seu xarope contra bronquite
cronica. Externamente, como cataplasmas sobre o figado.

SENA et al. (1996) descrevem seu uso popular como anti-reumatica e
desobstruente do figado, e COSTA et al. (1989) propde seu uso na medicina popular

como analgésico.

2.4 ASPECTOS FARMACOLOGICOS:

Em estudos a respeito de plantas de uso popular como analgésicos, COSTA et al.

(1989) comprovou efeitos analgésicos significativos do extrato hidro-alcodlico da



Tillandsia usneoides quando testada em ratos. Em seu experimento, foram
administradas doses equivalentes a 1g de extrato solido por kg de peso vivo, em ratas
albinas, por via oral. Dois testes foram feitos: testes de verificacdo de resposta a dor
guando aplicados os extratos 30, 60, 90 e 120 minutos apds injecdo intraperitoneal de
perdxido de benzoila em benzoato de benzila; teste de tempo de reacdo basal apos
imers@o de um terco da cauda do rato em agua a 51° C por 180 segundos. Tillandsia
usneoides obteve reacdes positivas significativas em ambos os testes, sendo que suas
respostas foram consideradas muito pronunciadas quando comparadas as das outras
17 plantas testadas. No entanto, andlises qualitativas para deteccdo de radicais
fendlicos que poderiam explicar essas respostas analgésicas resultaram negativas.

Também com ratos, WITHERUP et al. (1995) descreveram a caracteristica do
extrato hidroalcodlico em provocar efeitos hipoglicémicos. Eles isolaram um composto
denominado HMG (acido 3-hidroxi-3-metilglutarico) desse extrato, um composto
reconhecidamente causador de efeitos hipoglicemiantes e anticolesterolémicos, capaz
de reduzir niveis sanguineos de glicose e colesterol (WITHERUP et al., 1995; SAVOIE
e LUPIEN, 1975).

Devido a presenca desse composto, a T. usneoides também tem acdo como
protetora na arterioesclerose. Em estudos com animais, 0 HMG mostrou acéo efetiva
contra a lipemia e formacao de arteriosclerose. Especificamente, o HMG se mostrou
capaz de atrasar a formacgéo de lesGes arteriais (YOUSUFSAY e SIDDIQI, 1976). Em
estudos com humanos, a administracdo oral de um grama de HMG antes da ingestao
de whisky e carne gorda reduziu significativamente a elevacéo de triglicerideos séricos,
beta-lipoproteinas, fosfolipideos e colesterol (YOUSUFSAY e SIDDIQI, 1976).

Estudos revelam que o HMG é efetivo no tratamento de Diabetes mellitus.
Estudos em animais demonstram que Tillandsia usneoides € capaz de prevenir o
desenvolvimento de diabete experimentalmente induzida, sem alterar os niveis de
insulina circulantes. A administracdo de HMG possibilita a diminuicdo da cetose e
diminui a acidose por cetoacidos, devido a diminuicdo de corpos cetbnicos no sangue
(WITHERUP et al., 1995). De acordo com WITHERUP et al. (1995), esse efeito pode
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levar a um aumento do consumo cerebral de glicose sérica, no lugar de cetoacidos,
levando ao estado de hipoglicemia.

Tillandsia usneoides possui também vitamina C e caroteno, possuindo atividade
antioxidante (WITHERUP et al, 1995).

Em testes utilizando a planta como mensuradora de contaminacao atmosférica,
CALASANS e MALM (1997) descrevem Tillandsia usneoides como bioindicadora de
gualidade de ar atmosférico. Isso ocorre devido a sua capacidade de retirar nutrientes
diretamente da atmosfera, sem contacto com o solo. De acordo com CALASANS e
MALM (1997), quando essa espécie absorve o0s nutrientes, concomitantemente
incorpora varios poluentes. Como essa espécie se adapta bem a climas secos e
guentes, pode ser usada como biomonitor em regides tropicais. CALASANS e MALM
(1997) descrevem concentracbes aumentadas de mercario (Hg) presente
principalmente nas partes mais velhas da planta, quando esta foi transplantada para
regides onde havia indices aumentados de mercurio na atmosfera.

PYATT et al. (1999) comprovaram que a Tillandsia usneoides acumula metais
pesados como manganés, niquel e cadmio, além do enxofre, quando exposta a altos
indices destes na atmosfera. Em estudos comparativos sobre poluentes atmosféricos
em Lousiana, PYATT et al. (1999) comprovaram ser a Tillandsia usneoides mais
eficiente do que o Parmotrema praesorediosum como bio-indicador de poluicdo
atmosférica, acumulando ions de sodio, cloretos, aluminio, silicio, potassio, cromo,
manganés, ferro, niquel e cadmio. Magnésio néo foi detectado, assim como aumento
da quantidade de fésforo, enxofre e calcio com relagdo a atmosfera onde foram
analisadas. No entanto, até o momento ndo foram descritos aspectos relacionados a
intoxicagdes por T. usneoides.

SENA et al. (1996) testaram em ratos a atividade antitumoral da T.usneoides; em
tumores experimentais Sarcoma 180 e Carcinoma de Ehrlich implantados em
camundongos, obtiveram resultados considerados significativos ap6s sete dias de
guimioterapia utilizando extrato de toda a planta em acetato de etila.

LLEWELLYN et al. (1988) testaram o potencial de Tillandsia usneoides, quando

utilizada como material para a producdo de travesseiros e colchfes, em produzir
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micotoxinas. Apos incubacao de partes da planta por 10 dias, LLEWELLYN et al. (1988)
verificaram a presenca de contaminacdo natural por fungos na planta, sendo
identificados Aspergillus flavus, A. niger, géneros Penicillium, Cladosporium, Mucor e
Mycellia sterilia. Destes, maiores quantidades de Mycellia sterilia, Cladosporium e
Penicillium, respectivamente. Quando inoculada com fungos Aspergillus flavus e
Fusarium tricinctum, demonstrou desenvolvimento dos fungos, mas com baixa
producado de aflatoxinas AFG1 e AFB1 quando comparadas com outros materiais para
cama. Isso ocorre, possivelmente, devido a fatores como acesso a nutrientes, pH ou
outros fatores ndo estudados. No entanto, em 90% do material inoculado houve
crescimento do fungo Fusarium tricinctum, e producdo de toxinas T-2 e HT-2
(tricotecenos). De acordo com LLEWELLYN et al. (1988), tricotecenos s&o citados como
causadores de aleuquia toxica alimentar em gatos, causam e reducdo de globulos
brancos em humanos, além de efeitos bioldgicos por niveis baixos de exposi¢cao desde

irritacdo na pele até a morte.
2.5 ANALISE FITOQUIMICA :
2.5.1 Selecéo:

Embora pareca, inicialmente, uma etapa simples, o processo de selecdo é certamente
de extrema importancia para o sucesso do estudo farmacologico das plantas
medicinais. Varios métodos tém sido descritos e empregados para sele¢cdo de plantas
para o desenvolvimento de estudos. Todavia, a literatura mostra com certa frequéncia
que os resultados mais satisfatdrios sdo geralmente obtidos quando a selecdo € realizada
com base em estudos etnofarmacologicos bem elaborados, no qual varios aspectos
relacionados aos usos populares das plantas sdo considerados (YUNES e CALIXTO,
2001).
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2.5.2 Preparo dos Extratos:

Na literatura especializada, podem ser encontradas diferentes metodogias que
permitem preparar extratos para a realizacédo de estudos pré clinicos de plantas. Porém,
€ importante destacar que alguns desses solventes sdo de natureza toxica, o que por si
s0 inviabiliza seus usos nos estudos in vivo em animais de laboratério, possibilitando o
aparecimento de efeitos inespecificos nos testes realizados, tanto in vitro como in vivo,
dificultando, assim, suas interpretacdes. No entanto, varios relatos da literatura, e a experiéncia
de estudos de nosso grupo, mostram que, para a grande maioria das plantas, a extracédo a
frio com etanol-agua (50:50 ou 70:30) por maceragdo prolongada, possibilita uma extracao
bastante exaustiva, capaz de extrair distintas categorias de principios ativos, incluindo
substancias de diferentes graus de polaridade. Pelo menos para os testes iniciais, visando a
confirmacdo das propriedades medicinais de uma planta, o extrato vem produzindo bons
resultados. Naturalmente que, em funcao dos dados especificos obtidos pelas informacdes
etnofarmacoldgicas disponiveis para cada planta, ou dependendo da natureza dos
principios ativos nelas existentes, hd necessidade de preparar outros tipos de
extratos, empregando-se, nestes casos, outras metodologias, ou entdo, usando
diferentes sistemas de solventes (YUNES e CALIXTO, 2001).

25.3 Critérios e Cuidados para Escolha dos Testes Biologicos

Varios fatores devem ser considerados por ocasido da selecdo do modelo
bioldgico adequado ao estudo de uma determinada planta. N&o obstante, alguns
parametros devem ser analisados criteriosamente antes de fazer tal escolha, incluindo,
entre outros, 0s seguintes:

e custos e o tempo que devera ser utilizado para a realizacdo do experimento;

« a quantidade de material vegetal disponivel para a realizacdo do estudo que

pode ser um fator limitante quando se trata de compostos puros;

caseletividade e areprodutibilidade doteste, fatores esses de extrema importancia

(YUNES e CALIXTO, 2001).
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2.5.4 A Interacdo Entre a Farmacologia e a Quimica para o Isolamento do

Principio Ativo

De maneira geral, as pesquisas desenvolvidas com plantas realizadas em varios
laboratérios limitam-se a descrever resultados preliminares e, eventualmente,
confirmar alguns efeitos preconizados algumas espécies vegetais usadas na
medicina popular. Raramente consegue-se isolar e caracterizar quimicamente o(s)
principio(s) ativo(s) responsavel (is) pelo efeito detectado. As razdes que dificultam o
progresso dessas pesquisas sdo de natureza bastante complexa, mas a auséncia
de interacdo entre os farmacdélogos e quimicos é, sem duvida, um dos fatores limitantes.
Soma-se a isso a necessidade de equipamentos modernos e sofisticados,
indispensaveis as andlises quimicas, e a importancia de o farmacélogo dispor de
metodos bioldgicos rapidos e confiaveis, e sempre que possivel econémicos, para
testar um nimero muito grande de fragdes, contendo misturas de compostos, para
permitir o monitoramento e o isolamento do principio ativo. Os testes “in vitro”,
devido sua maior reprodutibilidade, por serem mais rapidos para sua
realizacdo, e por requererem em geral menor quantidade de compostos, devem
ser seriamente considerados na escolha para o monitoramento do extrato no
processo de separacdo e identificacdo dos principios ativos. Contudo, isso nem
sempre é possivel, pois algumas acfes farmacoldgicas requerem a utilizacdo de testes
“in vivo”. Um fator importante a ser considerado nesses estudos € que o fracionamento
quimico do extrato, via de regra, deve ser acompanhado por aumento de sua atividade
especifica. Embora os métodos e as técnicas empregados para o0 isolamento e a
caracterizacao quimica dos principios de plantas tenham sofrido grandes avancos nos
Gltimos anos, a separacdo de misturas complexas, muitas vezes contendo compostos
hidrossollveis, o que ocorre frequentemente nas plantas, constitui ainda uma tarefa
ardua e dificil de ser executada (YUNES e CALIXTO, 2001).
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2.5.5 Principais Classes de Produtos Naturais:

A composicao quimica das espécies vegetais, especialmente das plantas encontradas
nas florestas tropicais, ainda esta longe de ser descrita em sua totalidade. Um enorme
arsenal de constituintes naturais ainda nao foram isolados e estudados do ponto de vista
guimico. Por outro lado, uma grande quantidade de compostos, ja isolados e com
estrutura quimica determinada, ainda ndo foram estudados quanto suas atividades
biologicas, seja em relacdo as suas fungbes para a propria espécie vegetal, seja quanto
suas potencialidades de uso para outras finalidades, especialmente de interesse
terapéutico. Apenas um grupo restrito de substancias possui suas funcdes e atividades
determinadas, mas estamos longe de elucidar o papel desses compostos e muito mais
distantes de completar o quadro de substancias quimicas disponiveis nas espécies
vegetais (DI STASI, 1995).

Os constituintes quimicos, encontrados no reino vegetal, sdo sintetizados e
degradados por inumeras reagbes anabolicas e catabdlicas, que compdem o
metabolismo das plantas. A sintese de compostos essenciais para a sobrevivéncia das
espécies vegetais, tais como: aclcares, aminoacidos, acidos graxos, nudeotideos e
seus polimeros derivados, faz parte do metabolismo primario das plantas. Por outro lado,
0s compostos sintetizados por outras vias e que aparentam, apenas aparentam, nao ter
grande utilidade na sobrevivéncia das espécies, fazem parte do metabolismo secundario,

e portanto denominados compostos secundarios (DI STASI, 1995).

A separacdo dessas duas vias metabdlicas € muito obscura, e a classificacdo dos
compostos em primarios e secundarios depende muito da importancia de determinado
composto para uma determinada espécie, assim como do estagio de desenvolvimento
em que esta se encontra. Ha trés pontos de origem e producdo de compostos

secundéarios (ver Figura 1), diferenciados mediante seus precursores:
A) acido shiquimico, como precursor de inimeros compostos aromaticos;

B) aminoacidos, fonte de alcaldides e peptideos;
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C) acetato, que através de duas rotas biossintéticas origina compostos, como

poliacetilenos, terpenos, esterdides e outros (DI STASI, 1995).

Essa imbricada rede de reacdes compde o metabolismo das espécies vegetais, que é
coordenado por urna série de enzimas e co-enzimas responsaveis pélos processos de
sintese e degradacdo desses compostos, 0s quais estardo diferentemente distribuidos

nas espécies vegetais (DI STASI, 1995).

FIGURA 1: PRINCIPAIS VIAS METABOLICAS DO METABOLISMO VEGETAL SECUNDARIO:
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A Figura 2 demonstra a grande diversidade de metabdlitos secundérios existentes
nas espécies vegetais, e consequentemente podemos considerar que a natureza €
extremamente grande e o0 nUmero de compostos existentes praticamente
desconhecido. Se analisarmos apenas 0s metabolitos secundarios obtidos de espécies
lenhosas e que tiveram alguma atividade bioldgica determinada, encontramos um
numero de 940 compostos naturais ativos, distribuidos em dezenas de classes distintas
de substéncias quimicas. Esses dados ndo incluem os componentes naturais obtidos
de espécies ndo lenhosas, o que provavelmente indicaria a presenca de um numero
bem maior de substéncias (DI STASI, 1995).

FIGURA 2.: DISTRIBUICAO DE SUBSTANCIAS NATURAIS ATIVAS DE ESPECIES LENHOSAS, NAS
CLASSES QUIMICAS DE COMPOSTOS SECUNDARIOS.
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Considerando-se apenas os dados obtidos a partir de espécies lenhosas, podemos
fazer uma distribuicdo dessas substancias nas classes mais conhecidas e importantes de
compostos secundarios. Essa distribuicdo pardal inclui apenas os grupos de
substancias isoladas e que possuem atividade biolégica, especialmente farmacoldgica,
ja descrita na literatura (DI STASI, 1995).

Em ndmeros absolutos e incluindo-se as subclasses de cada uma dessas classes,
podemos verificar quais 0s grupos de compostos com maior nimero de substéncias
naturais ativas. Esses dados demonstram que os alcaldides e terpenos sdo as classes
quimicas com maiores potencialidades de fornecer compostos com atividade
farmacoldgica. Seguem-se a essas classes 0s compostos como: lignanas, flavonoides,
cumarinas e outras. Caso se considerassem os dados de espécies nao lenhosas,
teriamos uma distribuicdo similar dos compostos, com excecdo das lignanas que estédo

presentes em maior quantidade nas espécies lenhosas (DI STASI, 1995).

2.5.5.1 Alcaléides:

Os alcaldides sdo compostos de carater basico que ocorrem naturalmente, sobretudo
no reino vegetal. Esses compostos possuem origem biossintética a partir das vias do acido
shiguimico ou mevalénico em combinacdo com diversos aminoacidos e apresentam uma
enorme diversidade quimica, mas de facil sistematizacdo. A funcdo desses compostos
nas espécies vegetais € pouco conhecida, mas representa uma classe de metabdlitos de
grande importancia como marcadores filogenéticos. A toxicidade de alguns grupos de
alcaldides para a espécie humana esta bem descrita na literatura, assim como sua impor-
tancia na medicina moderna (DI STASI, 1995).

Os alcaldides se subdividlem em inumeras subclasses, com destagque para 0s
alcaldides inddlicos, quinolinicos, isoquinolinicos e tropanos. No reino vegetal, esses
compostos estdo distribuidos em um amplo nimero de familias botanicas, como
Papaveraceae, Berberidaceae, Menispermaceae, Leguminosae, Solanaceae, Liliaceae,
Orquidaceae, entre outras. Entre alcaléides com acdo farmacolégica destacam-se, entre

outros, os alcaldides com nucleo tropano, com compostos como a atropina, obtida através
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da Atropa belladona; a escopolamina, da Scopolia carniolica, e a hiosciamina, do
Hiosciamus niger. Na subclasse com nucleo inddlico, cita-se substancias como a
reserpina, estricnina, ioimbina, e fisostigmina. Ja os alcaldides pirrolizidinicos tem acéo de
protecao da planta contra predadores, sendo substancias muito toxicas, agindo de maneira

deletéria principalmente sobre hepatdcitos (DI STASI, 1995).

2.5.5.2 Cumarinas:

As cumarinas tém estruturas muito variaveis, sendo conhecidas mais de 800
estruturas relacionadas em vegetais superiores. Encontram-se amplamente distribuidas
em todo o reino vegetal, e algumas familias contém grande variedade de cumarinas:
principalmente leguminosas, asteraceas, e sobretudo umbeliferas e rutaceas
(BRUNETON,1991).

As cumarinas livres, sollveis em alcool, se extraem com solventes orgéanicos
como o éter. Seu interesse terapéutico é limitado: atua como venotbnico e protetor
vascular, e como fator vitaminico P. DI STASI (1995) cita efeitos antipiréticos e
inibidores de carcinogénese. A umbeliferona possui ligeiras propriedades antibidticas
frente a Brucella (BRUNETON, 1991), além de acdes antiespasmadica, inibidora de
carcinogénese, antiarritmica e antimutagénica (DI STASI,1995). Algumas furano-
cumarinas sao fotossensibilizantes; podem ser utilizadas no tratamento de psoriases.
Os anticoagulantes cumarinicos utilizados atualmente foram sintetizados a partir do
modelo dicumarinol, derivado cumarinico responsavel por hemorragias observadas no
gado que consome forragem a base de Meliloto (Melilotus officinallis ) mal conservado.
(BRUNETON, 1991; SIMOES et al, 2000). Algumas cumarinas, como a presente na
Artemisia escoparia, tem atividade imunossupressora, relaxante vascular,
hipolipidémica e hipotensora (SIMOES et al., 2000).

As cumarinas sintetizadas por fungos inferiores sédo importantes devido a sua
toxicidade: € o caso das aflatoxinas cancerigenas. Essas toxinas se elaboram por
cepas de Aspergillus sp. que se desenvolvem em determinadas condi¢cdes de

temperatura e umidade. (BRUNETON, 1991). Algumas furanocumarinas usadas desde
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épocas remotas para curtar problemas de pele como psoriase, hanseniase, vitiligo, etc.
estdo relacionadas com a incidéncia crescente de cancer de pele (SIMOES et al.,
2000).

2.5.5.2.1 Micotoxinas:

As micotoxinas sao substancias toxicas produzidas por fungos. Nas
micotoxicoses, a quantidade de fungos consumidos pelos animais € minimo, e o
transtorno é causado quase exclusivamente pela toxina liberada no substrato usado
como alimento (HERRERA e ULLOA, 1990).

Entre as micotoxicoses produzidas pelo género Aspergillus sp. a mais conhecida
€ a aflatoxicose, ocasionasda pelas toxinas de A. flavus e A. parasiticus,
principalmente. As primeiras aflatoxinas estudadas foram designadas com o nome de
B1, B2, G1 e G2, respectivamente, devido a sua fluorescéncia azul (do inglés blue) ou
verde (green), em placas de cromatografia de camada delgada. Posteriormente, se
descobriram aflatoxinas secundarias e toxinas diferentes nas espécies mencionadas e
em outras espécies (HERRERA e ULLOA, 1990).

Grande namero de animais sao infectados pelas aflatoxinas em maior ou menor
grau. Quantidades muito pequenas destas toxinas, quando consumidas com alimentos,
produzem lesGes em varios 6rgaos internos, principalmente no figado, no qual podem
desenvolver-se tumores cancerosos ou hepatocarcinomas. Considera-se que as
aflatoxinas sejam as substancias cancerigenas mais ativas que se conhece. A maior
parte das aflatoxinas ingeridas pelos animais € acumulada no figado, enquanto certa
guantidade se acumula em outros 6rgaos e o resto é expulso com materiais fecais e
urina. Nas fémeas dos mamiferos, sdo excretadas com o leite substancias toxicas
derivadas das toxinas ingeridas, chamadas toxinas M (do inglés milk.) (HERRERA e
ULLOA, 1990).

Quando o rato branco ingere alimentos que contém aflatoxinas em uma
proporcdo de 15 partes por milhdo, esta sujeito a desenvolver hepatocarcinoma em

uma percentagem que chega a 100% dos individuos. Os leitdes, as porcas gestantes,
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0s terneiros, 0os porcos de engorda, o gado bovino adulto, em ordem de sensibilidade,
séo sensiveis aos danos causados por aflatoxinas (HERRERA e ULLOA, 1990).

Outras espécies do género Aspergillus cujas toxinas causam micotoxicoses sao:
A. ochraceus, A. versicolor, A. clavatus, A. oryzae, A. glaucus, e A. fumigatus. Esses
fungos se desenvolvem em grdaos e em alimentos armazenados, produzindo varios
compostos toxicos, entre 0s quais o mais conhecido é a ocratoxina de A. ochraceus,
gue é capaz de provocar hepatotoxicose e nefrotoxicose em frangos, porcos e outros
animais, assim como abortos em bovinos e suinos, e até a morte em ratos e patos
guando testada experimentalmente (HERRERA e ULLOA, 1990). As micotoxicoses
produzidas pelo género Penicillium, na maioria dos casos, sdo ocasionadas por
ingestdo de graos armazenados contaminados por toxinas desse género. As principais
espécies que produzem toxinas desse género sdo P. islandicum, P. viridicatum, P.
citrinum, P. charlesii, P. terrestre e P. cyclopium, e entre suas agles cita-se que séo
hepatotoxicas, nefrotoxicas, cardiotoxicas e cancerigenas (HERRERA e ULLOA, 1990).

As micotoxicoses produzidas pelo género Fusarium sao causadas pela ingestéo
de produtos vegetais quando estes sdo levados a armazenar, ou no proprio campo,
pois sdo parasitos de raizes, flores, talos, folhas, frutos e sementes de plantas silvestres
e cultivadas. Entre as altera¢cfes produzidas pela ingestdo dessas toxinas cita-se sinais
de gastrenterotoxicoses, neurotoxicoses, efeitos estrogénicos e abortivos, podendo ser
mortal para animais de laboratorio (HERRERA e ULLOA, 1990).

Existem micotoxicoses causadas por outros tipos de fungos, como género
Mucor, Rhizopus, Absidia, Phitomices, entre outros, que causam desde edema facial a
fotossensibilizacdo, transtornos hepéticos, hemorragias, entre outros (HERRERA e
ULLOA, 1990).

2.5.5.3 Flavondides:
Os flavondides, compostos fendlicos, sdo em sua maioria pigmentos

responsaveis pela coloracdo de flores e alguns frutos. O elemento comum nesses

compostos esta relacionado com um nucleo basico: o 2-fenil cromano. O termo
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flavondide se aplica a varias estruturas, como 2-fenil cromonas, 2- fenil cromanos,
flavilios, ou antocianos, chalconas e auronas (BRUNETON, 1991; DI STASI,1995).

Os flavondides se encontram amplamente distribuidos no reino vegetal,
geralmente na forma sollvel de heterosideos. Praticamente ausentes nas algas,
aparecem nas briéfitas. Encontram-se nas gimnospermas, mas com pouca variedade
estrutural; e estdo amplamente representados nas angiospermas, onde se apresentam
com sua diversidade estrutural maxima (BRUNETON, 1991).

Como ocorre para varios compostos secundarios, as funcbes dos flavondides
nas plantas sdo pouco conhecidas (BRUNETON, 1991, SIMOES et al., 2000). Alguns
sdo antioxidantes, outros atuam como inibidores enziméticos. As fungbes ecoldgicas
desses compostos sdo mais evidentes: sdo responsaveis pela coloracdo das flores,
favorecendo a reproducao das plantas via polinizacao por insetos (BRUNETON, 1991).

A propriedade biolégica mais importante relacionada aos flavondides € a
propriedade vitaminica P. ainda que nao seja reconhecida como vitamina, sendo
denominado somente como fator P, muitos clinicos reconhecem seus efeitos benéficos,
principalmente em alteracdes circulatorias. Esses compostos sdo capazes de diminuir a
permeabilidade dos capilares e reforcar sua resisténcia. Também tém acdes sobre a
reducdo do &cido dehidroascorbico, aumentando o aproveitamento da vitamina C; efeito
“scavenger”, por captar radicais livres originados na inflamacédo; atividade
antiinflamatoria por inibicdo da peroxidacdo do acido araquidénico; acdo de reforco e
melhoria da qualidade de fibras de colageno; acdo antihialuronidase e antielastase,
diminuindo a permeabilidade vascular; inibicdo indireta da agregacdo e adesividade
plaquetéaria; entre outras (BRUNETON, 1991; SIMOES et al.,2000). A naringenina retine
atividades como anti-PAF, indutora de formacdo de hemoglobina, antiespasmddica e
anti-hepatotéxica ( DI STASI,1995).

2.5.5.4 Derivados antocianicos:

Os antocianos sdo pigmentos hidrossollveis responsaveis pelas coloracdes

rosa, vermelha, azul e violeta de algumas flores e frutos. S&o corantes atoxicos usados



22

na industria de medicamentos e alimentos, com atividade sobre a permeabilidade e
resisténcia dos capilares. S&o amplamente distribuidos na natureza (exceto nas
centrospermas) (BRUNETON, 1991).

Como os flavondides, os antocianos sdo considerados como fatores vitaminicos
P, usados como protetores capilar-venosos. Por outro lado, induzem um aumento da
regeneracdo fisioldgica da purpura retiniana, e demonstra-se por eletroretinografia que

aceleram a adaptacao da retina a visao noturna (BRUNETON, 1991).

2.5.5.5 Taninos:

Historicamente, a importancia dos taninos esta ligada as suas propriedades na
curticdo, ou seja, capacidade de transformar a pele fresca em um material que nao
apodrece: o couro. Essa capacidade se d& devido ao estabelecimento de enlaces entre
as fibras de colageno da pele, conferindo a ela resisténcia a agua, calor e abrasao. Por
isso a definicdo classica de taninos: compostos fendlicos hidrossoluveis que
apresentam, junto as reacgOes classicas dos fendis, a propriedade de precipitar
alcaldides, gelatina e outras proteinas (BRUNETON, 1991).

As aplicacdes das drogas com taninos sdo limitadas e derivam de sua
propriedade adstringente: exercem efeito antidiarréico, e antisséptico; por via externa
impermeabilizam as camadas mais externas da pele e mucosas, protegendo as
camadas adjacentes, com efeito vasoconstritor de pequenos vasos superficiais. Ao
precipitar proteinas, tem efeito antimicrobiano e antifingico. Sdo hemostaticos e, como
precipitam alcaldides, podem servir de antidoto em caso de intoxicacdo (BRUNETON,
1991).

2.5.5.6 Glicosideos antraquinénicos:

As diferentes drogas desse grupo se caracterizam pela presenca de compostos

fendlicos, mais ou menos oxidados (antronas e antrandis, antraquinonas), relacionados

7

com o antraceno. A distribuicdo botanica dessas drogas é restrita: Liliaceae (aloes),
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Poligonaceae (ruibarbos), Ramnaceae (cascara sagrada), Leguminosae (sene)
(BRUNETON,1991).

Em geral, aceita-se a teoria que certas quinonas tenham papel na defesa da
planta contra insetos e outros patégenos (SIMOES et al.,2000).

Segundo a dose administrada, os derivados antracénicos exercem uma acao
colagoga, laxante ou purgante mais ou menos violenta (SIMOES et al.,2000). A
atividade se deve a estrutura desses compostos: os derivados mais interessantes sao
os O-heterosideos de diantronas e antraquinonas, assim como os C-glucosideos. Os
heterosideos de antronas tém uma atividade muito pronunciada, o que explica sua
utilizacdo somente depois de armazenamento prolongado, ou tratamento com altas
temperaturas, durante os quais se oxidam em derivados antraquindnicos. As geninas
livres sdo praticamente inativas. Aquelas que chegam ao intestino delgado séo
absorvidas. Ja& os heterosideos, glicosideos hidrosoluveis, ndo sdo absorvidas nem
hidrolisam a nivel de intestino delgado: quando chegam a nivel de célon, sao
hidrolisadas pelas b-hidroxilases da flora intestinal, dando origem a formas ativas, o que
explica o longo periodo de laténcia entre a ingestdo da droga e seu efeito laxante
(BRUNETON, 1991).

Os heterosideos antraquindnicos diminuem a reabsorcédo de 4gua, sodio e cloro
a nivel de célon, e um dos seus supostos mecanismos de acédo € a inibicao do sistema
Na-K ATPase dos enterdcitos. Por outro lado, provocam um aumento do peristaltismo
intestinal, excitando as terminacdes nervosas do sistema nervoso autdbnomo, e
alterando a mucosa intestinal (BRUNETON, 1991; SIMOES et al., 2000).

2.5.5.7 Terpenos e esterois:

Sao elaborados a partir dos mesmos precursores, e constituem um amplo
conjunto de metabdlitos secundarios. A imensa maioria dos terpenos é especifica do
reino vegetal, mas esta especificidade ndo € absoluta: em animais marinhos

(Celentéreos, Esporangios) nao é rara a presenca de sesquiterpenos e diterpenos de



24

estrutura variada, e os ferorménios monoterpenos presentes em alguns insetos nao
necessariamente sdo oriundos das plantas de que se alimentam (BRUNETON, 1991).

Todos os terpenos tém algo essencial em comum: pode-se considerar que se
formam pelo acoplamento de um numero intero de unidades pentacarbonadas
ramificadas, derivadas do 2-metil-butadieno (BRUNETON, 1991).

Os oleos essenciais, extraidos de algumas espécies de plantas, principalmente
do grupo das espermatdfitas, sdo formados principalmente por mono e sesquiterpenos.
A volatilidade e marcado odor desses 0leos constituem um elemento de comunicagéo
guimica: seu papel na polinizacdo e dispersdo das diasporas € inquestionavel.
Também, constituem um meio de defesa frente a predadores, e parecem ter acao
teletoxica sobre germinacdes. Porém, ainda que se possa conhecer os efeitos dos
mono e sesquiterpenos isolados, os resultados dificilmente pode se imputar ao Oleo
essencial como um todo, por este ser formado por uma mescla complexa e variavel de
compostos. Entre acbes de Oleos essenciais pode-se citar efeito antisséptico,
propriedades irritantes, propriedades espasmoliticas, sedantes, entre outras
(BRUNETON, 1991).

Os dados disponiveis sobre efeitos toxicos dos 6leos essenciais sdo poucos.
N&o se tem estudos sobre possiveis efeitos secundarios, crénicos, nem tampouco
cancerigenos ou teratogénicos desses compostos. No entanto, intoxicagdes agudas
com 6leos com Tuyona (presente na Thuya occidentalis, Salvia officinalis, Artemisia
absinthium) sao relacionadas a efeitos psicoanalépticos que desencadeiam crises
epileptiformes e tetaniformes, transtornois psiquicos e sensoriais. O mentol pode induzir
a espasmo de glote e asfixia reflexa; a esséncia de Sabina, hemorragias uterinas, e a
esséncia de enebro esta relacionada a hematurias (BRUNETON, 1991).

Os sesquiterpenos constituem um grupo numericamente importante de
substancias, anteriormente chamados de “principios amargos”, utilizados como ténicos,
estimulantes do apetite e secrecdes digestivas. A terapéutica atual quase néo se utiliza
dessas drogas porque poucas demonstram atividade real. No entanto, h4 estudos que
comprovam atividade antitumoral e citotoxica, além de atividade antihelmintica e
antiinflamatoria (BRUNETON, 1991).
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Triterpenos e esterdides sdo estruturas sempre policiclicas, normalmente tetra ou
pentaciclica. Quase sempre hidroxilados no 3 apresentam, ao contrario dos demais
terpenos, uma unidade estrutural bastante forte, sendo excepcionais as modificacdes
profundas do esqueleto basico. N&o existe diferenca fundamental entre os triterpenos e
os esterois, considerando-se estes Ultimos como triterpenos tetraciclicos que perderam,
no minimo, trés metilas. A importancia bioldgica dos esteroides € reconhecida, e
apenas algumas células como bactérias podem desenvolver-se em sua auséncia. Nos
vegetais, 0os papeis dos esterdides ndo sdo inteiramente conhecidos. Seu interesse
terapéutico se da pela importancia dos glicosideos cardiotbnicos, que fazem parte
desse grupo; interesse por sitosterol, estigmasterol, saponinas espirostanicas, que
servem de matéria-prima para anticonceptivos, anabolizantes, antiinflamatérios, entre

outras. DI STASI (1995) cita ainda func¢des antitumorais e imunoestimulantes.

2.5.5.8 Saponinas:

Sdo heterosideos com genina esterdidica ou triterpénica, caracterizados
principalmente por sua atividade tensoativa: dissolvem-se em agua formando solu¢des
espumantes, aumentam a permeabilidade de paredes celulares e destroem hemaceas
por hemolise. Esses compostos sdo freqlientes nos vegetais. Salvo algumas excecoes,
as saponinas esteroidicas sdo caracteristicas das monocotiledéneas, enquanto as
saponinas triterpénicas se encontram amplamente distribuidas nas dicotileddneas
(BRUNETON, 1991).

Muitas saponinas tém propriedades antimicrobianas e antifingicas. Também tém
propriedades hemoliticas, que podem ser atribuidas a sua interagdo com o colesterol da
membrana eritrocitaria, sendo toxica para animais de sangue frio, principalmente os
peixes. Nos mamiferos ndo apresentam mais que uma pequena toxicidade por via oral,
gue aumenta significantemente quando administrada por via parenteral. Também ha
relatos de propriedades antiinflamatorias, antitussigenas e expectorantes (BRUNETON,

1991), antiviral e ac&o hipocolesterolemiante (SIMOES et al., 2000). Seu emprego
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farmacéutico esta relacionado a atividades expectorantes e diuréticas (SIMOES et al.,
2000).

2.5.5.9 Heterosideos cianogenéticos:

A cianogénese € a propriedade de certos vegetais de produzir acido cianidrico.
Esse acido, no organismo, tem destino incerto, mas sabe-se que 0s ions cianetos,
absorvidos em pequena proporcao, reagem com um derivado da cisteina para formar
tiocianatos e tiosulfatos. O aumento da quantidade de tiocianato no sangue se relaciona
com aparicao de neuropatias, por caréncia de aminoacidos sulfurados. Em alguns
trevos e leguminosas, podem provocar acidentes em bovinos e ovinos. O sorgo é a
principal forrageira envolvida em acidentes por &cido cianidrico, levando

freqientemente a morte desses animais (BRUNETON, 1991).

2.6 COELHOS:

2.6.1 Alimentacao:

E a parte da criacio que estuda os alimentos mais convenientes a cada animal ou
espécie, de acordo com suas necessidades nutritivas e também sob o aspecto econémico
(SCADIAN, 1991).

A alimentacdo tem como missdo manter a vida dos animais e fazé-los produzir. O
criador deve conhecer as necessidades de seus coelhos e quais os alimentos de que eles
necessitam para darem bons rendimentos de carne, pele, pélo, resistirem as doencas,
manterem a fecundidade em niveis satisfatorios e para a criacdo de laparos, entre outros
(SCADIAN, 1991).

Durante o processo evolutivo, os coelhos se adaptaram a alimentacdo herbivora
mediante a um grande intestino grosso para as fermentacdes, excrecédo seletiva de fibras e
retencdo de particulas pequenas para a fermentacgado, coprofagia e adaptacdes relacionadas

a denticdo. Eles mastigam intensamente os alimentos, de modo que este estd bem moido
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guando chega ao estbmago. Os periodos de ingestdo primarios sdo durante a noite e

madrugada; e a coprofagia comeca trés a oito horas apos as refeicdes (CHEEKE, 1995).

De acordo com SCADIAN (1991), para manter as fun¢des de seu organismo e produzir

tudo aquilo que Ihe é exigido, o coelho precisa dos seguintes nutrientes:

A) Agua: é um elemento indispensavel a vida. Assim, de todas as necessidades do
coelho, essa € uma das mais importantes. O corpo de um coelho adulto contém de 50
a 60% de agua, e o de um coelho novo, até 80%. Uma coelha em gesta¢do consome de
300 a 400 ml de agua; em inicio de lactacédo, de 600 a 800 ml; e coelhas com ninhadas
chegam a beber até 2,5 litros de agua por dia. A 4gua desempenha no organismo uma
série de fungdes: € o dissolvente indispensavel dos alimentos, para que sejam digeridos e
absorvidos; conserva a elasticidade dos 6rgaos e tecidos; regula a temperatura do corpo
pela evaporagcdo e transpiragdo; transporta 0s principios resultantes da digestdo dos
alimentos ingeridos (tudo o que é aproveitado dos alimentos ingeridos e tudo o que resta ou
ndo é aproveitado também é transportado a setores diferentes do organismo) e realiza a
eliminacdo dos produtos da desassimilacdo. A falta de agua causa a nao-ingestdo de
matéria seca, a perda de apetite e até a morte do animal em alguns dias (SCADIAN,
1991).

B) Proteinas: o coelho precisa ndo exatamente de uma determinada percentagem de
proteina, mas de certa quantidade de aminoacidos que ele ndo sintetiza e s&o essenciais
as suas funcgbes fisiologicas. O coelho em crescimento parece se satisfazer com 14 a 15%
de proteina bruta, se esta for boa fonte de aminoacidos (SCADIAN, 1991).

C) Vitaminas: devido a microflora e a cecotrofia, os coelhos adultos ndo apresentam
evidéncias de caréncia das vitaminas C e B. No caso da vitamina A, menciona-se uma
caréncia em animais jovens e adultos. A falta de vitamina A causa, na reproducao, a
gueratinizacdo da mucosa uterina, o que dificulta a fixacdo do ovo para o inicio da
criacdo, diminuindo o niumero de fetos vivos, a reabsor¢cdo fetal etc. Sua falta ainda
atrasa o crescimento, facilita o aparecimento de doencas da visdo (xeroftalmia) e das

vias respiratérias. A vitamina A é encontrada em quantidades satisfatérias no feno, na
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silagem, em raizes como a cenoura, no milho amarelo, nas partes verdes dos vegetais, entre
outros (SCADIAN, 1991).

D) Minerais: indiscutivel € a sua importancia na alimentacdo, pois representam de 3 a 4%
do peso do coelho e, em geral, sdo encontrados em quantidade e propor¢cdes satisfatorios
em todos os alimentos dados a esses animais. Sua falta causa distlrbios e até mesmo a
morte do animal. A falta de célcio em fémeas gestantes causa a paralisia no final da
gestacdo. A falta de fdsforo produz atraso no crescimento, esterilidade, 0ss0s
deformados etc. O leite da coelha é fraco em ferro, 0 que pode ocasionar anemia nos
lactantes, que tém suas reservas diminuidas rapidamente. Para cura-la, certa
quantidade de ferro e de cobre deve ser administrada todos os dias (SCADIAN, 1991).

E) Fibra: a fibra, na alimenta¢do do coelho, € fonte de energia e elemento de base,
evitando problemas digestivos. Na sua caréncia, ocorrem distdrbios intestinais.
Recomenda-se a inclusdo de 12 a 17% de fibra bruta nas racées (SCADIAN, 1991).

F) Energia: é geralmente fornecida por lipideos e glicideos, bem como pelo excesso de
proteina na dieta alimentar (SCADIAN, 1991). E um dos fatores que mais afetam a ingest&o
de alimentos. Quanto maior ao nivel enegético da racdo, menor sua ingestdo, de modo que
0 consumo de alimento seja suficiente para cobrir as necessidades energéticas. O tempo de
permanéncia no ceco das racdes com baixo contetdo de fibras e ricas em carboidratos
solliveis se prolonga, o que limita a ingestéo de alimentos (CHEEKE, 1995).

Uma ragédo balanceada participa em 70% dos custos da criagdo, por isso deve ser
controlada. A racdo devera ser sempre peletizada, pois, se fosse distribuida em forma de
"farelo", possivelmente causaria problemas nas vias respiratorias dos coelhos (SCADIAN,
1991). De acordo com CHEEKE (1995), os coelhos preferem a racéo granulada do que a
racdo em forma de farelo, e o crescimento melhora significativamente ao se administrar
racoes granuladas no lugar de fareladas.

A racao deve estar sempre fresca e bem armazenada, sendo empilhada sobre estrados
até o maximo de sete sacos, evitando-se assim que fique esfarelada. Sua distribuicdo devera
ser feita em horas certas e, de preferéncia uma ou duas vezes ao dia, facilitando a digestéo e
evitando as perturbacdes. E aconselhavel que a racio seja distribuida pela manha e a
tarde, na proporcao de 100 a 110 g de racao ou a vontade (SCADIAN, 1991).
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Uma pratica habitual consiste em restringir os alimentos as fémeas nao lactantes, para
reduzir os gastos e prevenir a obesidade. No entanto, deve-se evitar restricdes nutritivas
severas durante a gestacéo, porque as coelhas submetidas a stress nutritivo podem abortar
aos 20-25 dias de gestacdo, ou podem reabsorver os fetos com 15-20 dias , e até deixar de
se reproduzir (CHEEKE, 1995).

2.6.2 Coprofagia ou Cecotropia:

Coprofagia é o habito que os coelhos tém de comer as suas proprias fezes. E uma das
caracteristicas mais importantes da digestao desse animal, sendo um fenbmeno natural e
uma necessidade fisiolégica. Os coelhos, por sua vez, produzem dois tipos de fezes: as
diurnas (duras e secas), que sdo expulsas, e as noturnas (moles, Umidas e recobertas de
substancias gelatinosas), que séo recolhidas diretamente do anus, sem deixar cair, e
ingeridas (SCADIAN, 1991).

As fezes noturnas sdo muito mais ricas em proteinas e possuem muito menos fibras
que as diurnas. Essas fezes contém ainda residuos de sucos digestivos, descamacdes
celulares e flora intestinal (SCADIAN, 1991).

A coprofagia proporciona um maior e melhor aproveitamento dos alimentos, pois, dos
alimentos ingeridos, quase todos passam por duas digestbes (SCADIAN, 1991).

A coprofagia é comandada por uma secre¢cdo hormonal do cértex da glandula supra-
renal, sendo importante frisar que qualquer stress provoca a suspensao desse processo,
causando diversas anomalias, como a subnutricdo, devido & queda do consumo de
alimentos e o aumento do indice de conversao, além da ocorréncia de doencas, como

consequéncia da paralisacéo do ceco, e também a morte (SCADIAN, 1991).

2.6.3 Reproducéo:

A maturacdo sexual da coelha ocorre aproximadamente aos quatro meses de

idade, e permanecem férteis e responsivas as gonadotropinas até trés anos, apesar de
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ocorrer uma diminui¢cdo de indices reprodutivos com a idade (FOOTE e CARNEY,
2000).

2.6.3.1 Anatomia do sistema reprodutor:

A vagina da coelha mede aproximadamente 10 cm de comprimento; cada corno
uterino ndo gravidico mede aproximadamente 10 a 12 cm, e 0 oviduto completo
(ampola e istmo) tem um comprimento similar. O comprimento pode variar até 30%
entre diferentes racas. O arranjo bipartido do sistema reprodutor da fémea do coelho
faz com que o embrido migre para um corno ou outro, o que facilita estudos de
transferéncia de embrides, ja que cada fémea pode albergar embrides tratados e néo
tratados, para controle, processo muito usado para experimentos tanto em coelhos
guanto em ratos (FOOTE e CARNEY, 2000).

2.6.3.2 Funcao ovérica e ovulagao:

A oogénese continua, na coelha, até duas semanas apds o nascimento. Ndo ha
formacao de novos odcitos apos essa idade. Os foliculos ovarianos crescem e muitos
se transformam em foliculos secundérios até quatro semanas de idade, terciérios até
oito semanas de idade e foliculos de Graaf até 12 semanas de idade. Em algumas
racas, os foliculos de Graaf comegam a aparecer com 12 semanas de idade. No
estégio de foliculo de Graaf, € possivel que ocorra a ovulagéo, e ela também pode ser
induzida através de injecdo de gonadotropinas. Como nao ha ovulacéo relacionada com
ciclo estral, o desenvolvimento do ciclo hormonal ndo ocorre (FOOTE e CARNEY,
2000).

2.6.3.3 Ciclo estral e cio:
O ciclo estral é caracterizado por mudancas periodicas que sofre o aparelho genital

feminino, isso depois da fase da puberdade. O cio aparece e se faz notar pela exaltagdo dos

instintos sexuais, acompanhada de altera¢gfes tanto psiquicas quanto fisicas. As coelhas



31

ficam mais excitadas e com o0s 6rgaos sexuais muito congestionados e em atividade. O colo
do utero fica relaxado para facilitar a penetracdo dos espermatozéides (FOOTE e
CARNEY, 2000).

A duracéo é de dois a trés dias, mas isso ndo significa que elas ndo estardo férteis nos
outros dias. Quando as fémeas entram no cio, ficam agitadas, inquietas, esfregando-se na
gaiola, perdem o apetite, montam suas companheiras , as orelhas ficam quentes, os 6rgaos
genitais inchados, bem vermelhos e até arroxeados e Umidos (SCADIAN, 1991;
PALADINO e PALADINO, 1993).

Contrariamente ao que ocorre na maioria das outras fémeas mamiferas, a coelha nao
tem um ciclo estral periddico. Seu mecanismo fisiolégico neuro-humoral se inicia unicamente
se a coelha esta em estado de cio, aceita 0 macho, e entdo, aproximadamente 12 horas
apoés ocorrido o coito, se rompem os foliculos de Graaf, e se produz a liberacdo do 6vulo
(PALADINO e PALADINO, 1993).

O ciclo envolve dezesseis dias, sendo que nos dois primeiros dias os 6vulos ainda estao
verdes, ficando maduros com o decorrer dos dias. Sao doze a quatorze dias férteis concebidos
pelas coelhas (SCADIAN, 1991; PALADINO e PALADINO, 1993); nos dois Ultimos dias, elas
ndo estdo em condicdes de fecundacdo. Nos machos, a atividade sexual é permanente,
principalmente na primavera, quando suas glandulas sexuais se encontram em plena
atividade (SCADIAN, 1991). Durante o outono, h& dificuldades de reproducéo e pode haver
indiferenca sexual em ambos os sexos (PALADINO e PALADINO, 1993).

2.6.3.4 Acasalamento

Pode ser chamado de cobertura, cobri¢ao, salto, monta, copula ou coito. Nada mais é que
0 ato sexual realizado por animais de sexos diferentes e tem como objetivo principal a
fecundacéo da fémea para dar continuidade a producgédo. O ato sexual se divide em quatro
fases: excitacao, erecéo, ejaculacéo e orgasmo (SCADIAN, 1991).

Na fase de excitacdo hd uma aproximacao entre os animais, que se cheiram; com
essa acao, passam a fase da erecdo, quando o macho comeca a subir na fémea, o que é

o inicio do acasalamento; a ejaculacdo se faz quando o macho consegue penetrar a fémea e
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assim liberar os espermatozoides; no orgasmo, o0 macho ja esta finalizando a ejaculacéo e
da um salto ou impulso, caindo para um dos lados (SCADIAN, 1991).

Alguns cuidados para o sucesso do acasalamento:

» A fémea devera ser levada a gaiola do macho, pois ele, quando esta fora de sua
gaiola, fica assustado e nao realiza a monta. (SCADIAN, 1991; PALADINO e PALADINO,
1993).

» A fémea, quando esta na gaiola do macho, devido ao cheiro de suas glandulas de

ferormonio, fica excitada e facilita 0 acasalamento. (SCADIAN, 1991).

* Nao se deve deixar o0 macho muito tempo com a fémea, pois ele pode se esgotar e
também, numa briga, pode sair muito machucado e até castrado. (SCADIAN, 1991;
PALADINO e PALADINO, 1993).
 Antes do acasalamento, os 6rgaos dos animais devem ser examinados para ver se estao

perfeitos (SCADIAN, 1991).
» Evitar gaiolas com saliéncias, pontas que possam causar traumatismos (SCADIAN, 1991).
» Acasalar sempre nas horas mais frescas do dia (SCADIAN, 1991).
* N&o ministrar mais que duas coberturas diarias ao macho (SCADIAN, 1991).
* Anotar todos os dados sobre a cobertura (SCADIAN, 1991).

2.6.35 Sinais de fecundacao:

A fertilizacdo ocorre na ampola do oviduto. O embrido se desenvolve em mérula
em 48 horas e requer 60 horas para chegar ao utero (FOOTE e CARNEY, 2000).

Nao existem métodos seguros que indiquem, imediatamente, se a coelha esta gestando,
sendo necessarios alguns dias apés o acasalamento para se ter certeza da gestacao
(SCADIAN, 1991; PALADINO e PALADINO, 1993).

A coelha, quando prenhe, torna-se mais calma, com movimentos lentos, engorda,
altera-se a forma do seu corpo, principalmente no ventre. Existem métodos ou mesmo
processos que indicam a gestacéo:

A) Prova do acasalamento: quando a coelha é novamente levada ao macho e néo o

aceita, fugindo e até emitindo sons, é possivel que esteja prenhe. Porém, esse método nao é
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seguro, pois existem coelhas que aceitam o macho até antes do parto. (SCADIAN, 1991).
A coelha deve ser levada ao macho dois a trés dias apés a copula (PALADINO e
PALADINO, 1993).

B) Exame das mamas: logo apds a ovulagéo, as glandulas mamarias se desenvolvem,
principalmente apds a segunda semana de gestacdo. Para examinar, o criador deve
segurar uma das tetas e, com os dedos indicador e polegar, fazer um movimento de vaivem;
se a pele estiver grossa, a coelha esta gestante (SCADIAN, 1991; PALADINO e PALADINO,
1993).

C) Palpacéo ventral: sem duvida, é o método mais seguro para a verificagdo da gestacédo. A
palpacéo é efetuada quinze dias apds o acasalamento. A coelha deve estar com a cabeca
virada para o operador, que, com uma das maos, a contém, segurando-a pelas orelhas e
pela pele do dorso. Com a outra médo, o operador faz uma leve presséo sobre a barriga da
coelha e depois vai fechando, ao mesmo tempo, a mao e os dedos, com movimentos para
a frente e para baixo. Quando a coelha esta prenhe, o operador sente escorregar, entre
0s dedos, alguns carogos arredondados e em cadeia (SCADIAN, 1991; PALADINO e
PALADINO, 1993). Esta prova se realiza aos 12-15 dias apés a cobertura. Alguns
criadores conseguem realizar essa prova com bons resultados aos oito a dez dias apos
a cobertura (PALADINO e PALADINO, 1993).

2.6.3.6 Gestacao:

E o resultado da fecundac&o do 6vulo pelo espermatozoide, formando o ovo. Comeca
logo no momento em que eles se fixam no Gtero. A partir dai, a coelha tem em seu Gtero
ovos em desenvolvimento, passando pela fase de embrido e transformando-se em fetos.
Nesse periodo, os fetos se alimentam e respiram por meio da placenta e, ao nascerem,
pesam em média de 60 a 80 gramas (SCADIAN, 1991)

O periodo de gestacdo da coelha varia entre 28 e 32 dias; em média, ha maioria dos

casos, € de trinta dias, sendo o de menor duracdo entre 0os animais domeésticos. Essa
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duracéo varia de acordo com a precocidade, a raga, a idade dos reprodutores e 0 nimero
de fetos, pois quanto mais laparos, menor a duracgéo, e vice-versa (SCADIAN, 1991).

Durante a gestacao, as coelhas sofrem modificacbes na sua conformacgdo ou anatomia,
principalmente no Utero, que aumenta de volume, modificando sua forma, localizacdo e
consisténcia. Nesse periodo, as fémeas tornam-se mais lentas em seus movimentos e se
defendem dos machos que tentam cobri-las. Procuram locais mais escuros e sossegados e
suas mamas aumentam de volume (SCADIAN, 1991; PALADINO e PALADINO, 1993).

Ainda no periodo de gestacdo, a coelha devera receber uma alimentacdo riquissima,
composta de alimentos nutritivos, proteicos e ricos em vitaminas diversas. As forragens
verdes sao muito importantes, pois, juntamente com a racao balanceada, contribuirdo para a
alimentacdo mais completa da coelha e dos filhotes (SCADIAN, 1991; PALADINO e
PALADINO, 1993).

Durante toda a gestacéo, recomenda-se ndo s6 uma alimentacdo regulada, mas também
dois fatores importantissimos, muita agua e um ambiente sem perturbacéo alguma (SCADIAN,
1991).

2.6.3.7 Pseudogestacao:

Pode ocorrer pseudogestacido até o 18°. dia. Pelo menos um embrido deve se
implantar para que haja manutencao do corpo Luteo. Ele comeca a regredir a partir do
17° dia; e também, um ou dois fetos muitas vezes ndo sdo capazes de requerer toda a
carga hormonal necessaria para que ocorra o parto no 31° dia. Imediatamente apds o
parto, ou o fim da pseudogestacédo, a coelha é fértil e pode ser reinseminada (FOOTE e
CARNEY, 2000).

2.6.3.8 Periodo p6s implantacéo:
O periodo pos implantacdo € definido pelo intervalo entre a implantacdo no dia

sete da gestacao até o fim da organogénese, o que ocorre aproximadamente no dia 20
da gestacdo (FOOTE e CARNEY, 2000).
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Ha poucos trabalhos descrevendo a embriologia de coelhos nesse periodo,
sendo dada énfase maior no periodo proximo aos 30 dias, para testes de toxicidade. De
maneira geral, os estagios embrioldgicos do coelho sdo semelhantes aos do rato, e 0s
estagios basicos de desenvolvimeno dos varios 6rgaos e sistemas se conserva. No
entanto, diferencas entre essas espécies sao bem aparentes quando se considera
tecidos extra-embrionarios, e essas diferencas determinam diferentes respostas a
agentes intoxicantes experimentais. Uma dessas diferencas se refere ao saco vitelinico
(VYS), estrutura extremamente importante por servir de 6rgdo placentario priméario ao
estabelecimento da placenta corioalantoide, e responsavel por acfes teratogénicas. Em
roedores, as células endodérmicas do VYS tem funcdo nutricional por recolher
moléculas via pinocitose, degrada-las em vacuolos lisossébmicos e entrega-las ao
embrido através da circulacdo vitelinica, por um processo referido como Nutricdo
Histiotréfica. Evidéncias limitadas sugerem que o VYS de coelhos tem funcdes
semelhantes, com a evidéncia de sua capacidade de recolher e degradar proteinas,
além de recolher e transportar aminoacidos e vitamina B12 . No entanto, ha diferencas
entre as espécies, e o0 sistema de nutricdo do VYS de coelhos ainda nédo foi
completamente elucidado. Enquanto o embrido do rato e camundongo permanecem
enclausurados no VYS durante a organogénese, a relacdo entre a VYS e o embrido de
coelho alteram-se consideravelmente durante o periodo pos implantacdo (FOOTE e
CARNEY, 2000).

A placenta corioalantéide de coelhos é diferente da dos ratos e camundongos. A
placenta do coelho exibe um crescimento intenso em estagios relativamente precoces
do desenvolvimento . Por exemplo, o concepto de uma coelha no nono dia de gestacao
contém uma placenta duas vezes maior do que o préprio embrido. No entanto, pouco
se sabe a respeito da funcdo da placenta do coelho durante essas fases precoces do
desenvolvimento antes do acoplamento do corioalantdide (FOOTE e CARNEY, 2000;
NODEN e LAHUNTA,1990). NODEN e LAHUNTA (1990) explicam que nos animais de
laboratorio o hipoblasto (endoermo do saco vitelinico ndo rodeado por mesodermo
esplancnico) se estende precocemente e se adere ao trofoblasto; Estas duas

membranas unidas vao formar a onfalopleura bilaminar. A expanséo progressiva do
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endoderma extraembrionario provoca o colapso do saco vitelinico. No coelho, ha
degeneracdo do trofoblasto da onfalopleura bilaminar, permitindo que a capa do
endoderma evertido do saco Vvitelinico, recoberta por dentro pelo mesoderma
esplancnico, entre em contato direto com a mucosa uterina. Assim se forma uma
placenta de saco vitelino invertido (NODEN e LAHUNTA,1990).

A placenta de saco vitelinico invertido é o principal mediador no intercambio de
nutrientes durante a maior parte da organogénese dos coelhos. Numerosos estudos
demonstram que as propriedades fisiologicas desta placenta sdo diferentes daquelas
da placenta corioalantéidea, que se forma nos roedores em fases mais avancadas de
gestacdo (NODEN e LAHUNTA,1990). O amnion deses animais permanece livre de
gualquer unido com o coérion. A vesicula alantdidea € rudimentaria. Pouco depois de
estabelecer-se 0 contato entre o0 revestimento da cripta uterina e da onfalopleura
bilaminar, células derivadas do trofoblasto denominadas células gigantes iniciam a
destruicdo de tecidos uterinos. Deste modo se estabelece uma relacdo hemocorial que
se inicia ja no estado de saco vitelino invertido (NODEN e LAHUNTA,1990).

Mais adiante, um corddo de mesoderma esplancnico da parte caudal do embriao
se une ao mesodermo somatico do cdrion adjacente ao corno ectoplacentario. Como
resultado da reacdo decidual e crescimento do embrido a luz uterina se fecha, entrando
em contacto e fusionando suas paredes. O tecido ectoplacentario e o0s vasos
alantéideos invadem a parede uterina mesometrial e se forma um placentoma
discéideo, e assim se estabelece uma nova placenta corialantdidea e também
hemocorial. Os vasos dessa regido formam uma rede labirintica. Os tecidos
endometriais crescem debaixo da placenta formada pelo saco vitelinico e se
reestabelece a luz uterina (NODEN e LAHUNTA,1990).

A estrutura fetal do coelho tem uma quantidade extremamente grande de fluido,
o que fica evidente no estagio precoce de blastocisto. Como essas alteracdes no saco
vitelinico de coelho pode responder a agentes toxicos € desconhecido, e poucos
trabalhos procuram responder a essa questdo. Trabalhos comparando a
farmacocinética entre coelhos e ratos com etilenoglicol levantaram a hipotese de que as

diferencas do saco vitelinico do coelho podem alterar as respostas a agentes toxicos
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entre as espécies. O etilenoglicol causa anomalias no esqueleto de fetos de ratos
guando administrado em bollus orais , em doses de 1000 mg/kg/dia. No entanto, doses
de 2000 mg/kg/dia ndo desenvolveram efeitos toxicos em coelhos (FOOTE e CARNEY,
2000).

2.6.3.9 Periodo fetal:

No periodo pés-implantacdo as linhas gerais de desenvolvimento sdo similares a
roedores e humanos, com ajustes de tempo. O desenvolvimento e fisiologia da
maturacao da placenta corioalantoide depende de estudos, mas é em muito semelhante
a de ratos e camundongos (FOOTE e CARNEY, 2000).

2.6.3.10 Parto:

E a expulsio do feto do Utero, apds completar o seu desenvolvimento na vida intra-uterina.
(SCADIAN, 1991; PALADINO e PALADINO, 1993). Apesar de nao ter hora certa, acontece,
na maioria das vezes, em horario noturno. Nos partos, as proprias coelhas livram os laparos
de sua envolturas fetais e, lambendo-os, limpam-nos de todas as matérias ou sujeiras da pele.

A placenta é expulsa logo ap6s a saida do ultimo laparo (SCADIAN, 1991).
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3 MATERIAL E METODOS:
3.1 MATERIAL BOTANICO:

Foi utilizado neste estudo a planta inteira, colhida em Campo Largo, Regido
metropolitana de Curitiba, em Abril de 2003. Uma exsicata encontra-se depositada sob
0 numero 45101 , no Herbério da UFPR.

3.2 ENSAIOS FITOQUIMICOS:

Para a determinacdo dos metabdlitos secundarios foram realizados testes

segundo metodologia empregada por NAKASHIMA (1993).
3.2.1 Preparo do Extrato Hidroalcodlico a 20%:

Foram preparados extratos hidroalcodlicos das amostras recebidas para as

analises dos metabdlitos ativos, segundo o fluxograma a seguir:

FIGURA 3: FLUXOGRAMA DE PREPARO DO EXTRATO HIDROALCOOLICO BRUTO DE Tillandsia
usneoides:

Amostras secas fragmentadas
Extracdo com Etanol a 70%

'

Filtrar

v

Extrato hidroalcodlico
Concentracdo no Rotavapor até 1/3 do volume

Extrato concentrado
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A partir do extrato hidroalcodlico bruto procedeu-se a extracdo sucessiva com
éter etilico (fracdo 1), n-hexano (fracdo 2), cloroférmio (fracdo 3), acetato de etila
(fracéo 4) e butanol (fracao 5).

As extracdes foram realizadas em funil de separacdo, onde o extrato bruto,
parcionado em cinco fragbes, foi misturado aos solventes acima citados
(separadamente), e posteriormente submetido a banho-maria a 60° C para evaporagio
de residuos de solventes. No extrato residual (fracdo 6) acrescentou-se etanol a 70%
até o volume de 200 ml.

Com as fracdes (fracdo 1, 2, 3, 4, 5 e 6) obtidas, foram realizadas as pesquisa
dos metabdlitos secundarios: alcaldides, esterdides e/ou triterpendides, glicosideos

flavénicos, glicosideos antraquindnicos, cumarinas e aminogrupos.

3.2.2 Anélises organolépticas e determinacao de pH :

Determinacdo da cor, odor, sabor e pH do extrato hidroalcodlico obtido com

partes totais de Tillandsia usneoides.

3.2.3 Determinacéo do Extrato Seco:

Foram levadas capsulas de porcelana (secas, sem toca-las, previamente
taradas) a estufa e no interior destas, depositados 10 ml das fracbes 1, 2, 3, 4, 5, e 6.
Apés secagem, pesou-se as capsulas e procederam-se os célculos. O resultado é

representado em percentagem/peso de extrato seco em relacdo a amostra do vegetal.

20 oo 10ML o, X g de extrato seco

300 o P UUPPPTTRTR y g de extrato seco.
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3.2.4 Pesquisa de Alcaloides:

Foram evaporados 10 ml das fracdes até secura; os residuos foram dissolvidos
com 1 ml do etanol e entdo adicionados 10 ml de HCI a 1% e transferidos para tubos
de ensaio com aliquotas de 0,5 ml de extrato. Um tubo foi usado como referéncia.

Adicionaram-se entao os reativos gerais de Mayer, Dragendorff, Bouchardat e Bertrand.
3.2.5 Pesquisa de Glicosideos Flavénicos:

Uma aliquota de 1 ml das fra¢gBes foi transferida para tubos de ensaio. Foi
realizada a reacdo de Shinoda ou da cianidina, adicionando 50 mg de limalha de

magnésio e 0,5 ml de HCI fumegante (reacao exotérmica).

3.25.1 Reacao Oxalo-borica

Foram evaporados 2 ml das fracdes a secura em tubos de ensaio, e aos
residuos adicionadas cinco gotas de acetona e 30 mg da mistura de acido bérico e
acido oxalico. Apoés agitagéo, foram evaporados a secura, e aos residuos adicionados 5
ml de éter etilico, e novamente agitados. As solugfes etéreas foram examinadas sob
luz U.V*.

3.2.6 Pesquisa de Esteréides ou Triterpenos:

Foi realizada a pesquisa de esterdides e/ou triterpendides com 0s extratos: éter
etilico, éter, cloroférmico, acetato de etila e o hidroalcodlico. Os extratos foram
evaporados até secura (separadamente), em banho-maria?; e o residuo seco dissolvido
com 5 ml de cloroférmio. Foram entdo separadas aliquotas de: 0,1; 0,5 e 1,0 ml do

extrato cloroférmico para tubos de ensaios e completado o volume para 2,0 ml com

! Chromato Vue Ultra Violet Products INC. USA
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cloroférmio. Apos, efetuou-se a reacdo de Lieberman - Bouchardat (1 ml de anidrido

acético e 2 ml de acido sulfarico concentrado).

3.2.7 Pesquisa de Glicosideos Antraquindnicos:

Foram transferidos para um baldo de fundo chato 250 ml de capacidade, 20 ml
do extrato hidroalcodlico e 5 ml de solucédo aquosa de acido sulfarico a 10%. Acoplou-
se a um condensador® e levou-se ao refluxo durante 30 minutos, filtrando-se ainda
guente com papel de filtro. Apos, adicionou-se 30 ml de agua destilada, e transferiu-se
para funil de separacdo para extracdo com diclorometano. A camada orgéanica foi
separada em um tubo de ensaio para se efetuar a reacdo de Borntraegger. Adicionou-

se 5 ml de solucdo de NH4,OH 6N, agitando-se lentamente.

3.2.8 Pesquisa de Cumarinas :

Em béquer adicionou-se 5 ml de &cido cloridrico 1IN a 20 ml do extrato
hidroalcodlico, reduzindo-se o volume da mistura em banho-maria até 5 ml. Adicionou-
se 5 ml de 4gua destilada, levando a funil de separacdo com éter . O volume do extrato
organico (etéreo) foi reduzido até 5 ml, e trés gotas do extrato etéreo depositadas em
papel de filtro previamente demarcado com grafite formando trés manchas no papel
(um, dois e trés), que se deixou secar. Foi adicionada uma gota de hidréxido de sédio
sobre a mancha um e dois, e levou-se a camara UV. Antes de ligar o aparelho, a
mancha dois foi coberta com uma moeda. Observou-se, sob luz ultra- violeta (365 nm),
0 aparecimento da reacéo.

Em um tubo de ensaio foi transferido o restante do extrato etéreo e
acrescentados 2 ml de NH,OH concentrado. Apds agitagdo, o tubo foi levado a camara

UV, deixando-se exposto por cinco minutos.

% bm Etica Equipamentos Cientificos SA. Brasil
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3.2.8.1 Pesquisa de micotoxinas:

Extracdo de micotoxinas de sementes de milho e amendoim mofados para
posterior comparacédo. Utilizou-se 5 g de sementes moidas em 20 ml de cloroférmio, e
submetidas a agitacdo por 30 minutos. A solucdo foi filtrada em papel filtro e
concentrada em banho-maria a temperatura de 38 a 40° C até o volume de 5 ml. A
solugéo concentrada foi depositada com pipetas capilares em placa para cromatografia
e procedeu-se entdo cromatografia em camada delgada®. Os resultados obtidos foram
comparados com a cromatografia das fracdes n-hexano e extrato hidroalcodlico de T.

usneoides obtidas anteriormente.
3.2.9 Pesquisa de Aminogrupos:

Foram concentrados 5 ml das fracbes até 1 ml a 50°C, e depositados em
cromatoplaca de CCD em pontos previamente determinados, trés gotas das fracdes
concentradas. ApoOs secos, nebulizou-se o reativo de Nihidrina sobre as manchas e
aqueceu-se em estufa® & 90-100°C durante 10 minutos.

3.2.10 Preparo do Extrato Aquoso a 20%:
Maceracao: 20%, duas horas em banho-maria.
Material botanico: 20g
Volume a preparar: 100 ml
Liquido extrator: 4gua destilada ou deionizada

3.2.11 Andlises Organolépticas e Determinacao de pH :

Determinacao de cor, odor,sabor e pH do extrato aquoso.

® Fisatom Brasil LTDA.
* Cromatoplaca Silicagel 60 Merck Art. 1.05553
® Fanem LTDA Brasil.
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3.2.12 Determinacao do Extrato Seco:

Colocou-se uma capsula de Petri (seca) na estufa a 100° C, durante 15 minutos,
transferindo-a posteriormente para um dessecador. Procedeu-se a pesagem para tara.
Adicionou-se 10 ml de extrato aquoso a placa, que foi levada a secura. Apés, colocou-
se em estufa durante 10 min, e ao dessecador, anotando-se entdo o peso. O resultado

€ apresentado percentagem em peso de extrato seco em relacdo a amostra do vegetal.

200 . 100mL
X (29) 10ML o t g de extrato seco
LO0G cc(Y0) i ——————- y g de extrato seco

3.2.13 Pesquisa de Heterosideos Antocianicos :
Separou-se trés porcdes de 2 ml do extrato aquoso em tubos de ensaio.
Tubo 1: foi acidificado com acido sulfurico IN. (pH 3)
Tubo 2: foi alcalinizado com hidréxido de sodio 1N. (pH 10)
Tubo 3: foi neutralizado. (pH 7)

3.2.14 Pesquisa de Heterosideos Saponinicos :

Agitou-se energicamente os trés tubos anteriores (heterosideos antocianicos) por

cinco minutos.

3.2.15 Pesquisa de Heterosideos Cianogénicos :

Transferiu-se para um tubo de ensaio 5 ml de extrato aguoso de modo a nao

umedecer as paredes do tubo e 1 ml de solucdo aquosa de &cido sulfarico 1N. Foi



suspensa uma tira de papel picro-sddico com auxilio de uma rolha de cortica, de modo
gue o papel ndo tocou o extrato. O tubo de ensaio foi levado a banho-maria a 60°C,

durante 30 minutos.

3.2.16 Reacado de Schoembein:

Em uma capsula de porcelana foram adicionados 5 ml do extrato aquoso, 4
gotas de NaOH ou KOH a 10%, cristais de sulfato ferroso e uma gota de FeCl; e

aquececidos até ebulicdo. A mistura adicionou-se uma gota de HCI concentrado.

3.2.17 Pesquisa de Aminogrupos :

Concentrou-se 5 ml de extrato aquoso até 1 ml (a 50 °C). Foram depositadas
em cromatoplaca de CCD em pontos previamente determinados, trés gotas de extrato
concentrado. Deixou-se secar e nebulizou-se Ninhidrina, aquecendo-se em estufa a 90-
100°C durante 15 minutos.

3.2.18 Pesquisa de Acidos Fixos :

Transferiu-se para um baldo 20 ml do extrato aquoso e 2 ml de hidréxido sodio
1IN, e foi acoplado ao condensador de refluxo durante 30 minutos. Apds esfriado
acidificou-se com acido sulfarico. Extraiu-se com éter etilico, trés por¢des de 10 ml. Os
extratos etéreos foram reunidos e tratados com carvao ativo. Filtrou-se e pds-se
evaporar em banho-maria. O residuo foi aquecido por 10 minutos, em estufa a 100°C.
Apoés esfriar, adicionou-se 5 ml de solugdo aquosa de NH,OH N. Filtrou-se e foram
transferidas trés gotas do extrato amoniacal para papel de filtro, de modo a obter uma
mancha com um centimetro de didmetro. A mancha foi seca em estufa a 100°C por 10

minutos, e tratada com reagente de Nessler.
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3.2.19 Pesquisa de Taninos :
3.2.19.1 Reacdes com sais de ferro lll:

Reacdo com cloreto férrico: a 2 ml do extrato aquoso foram adicionadas trés a
cinco gotas de cloreto de férrico (solugcédo aquosa a 1%).
Reacdo com NH4 Fe(SO4),: Em solugdo aquosa a 1%, foi realizado o mesmo

procedimento anterior e observados os resultados.

3.2.19.2 Reacéao de formol-cloridrico

Foram transferidos para um balédo de refluxo de 100 ml de capacidade, 30 ml do
extrato aquoso e 6 ml de formaldeido somados a 4 ml de HCI concentrado. O balao foi
acoplado a um condensador de bolhas e levado a refluxo por uma hora. Apés esfriar, foi
filtrado. O filtrado foi reservado para pesquisa de taninos hidrolisaveis e o residuo do
papel de filtro lavado com EtOH a 70% (v/v). Adicionou-se gotas de solu¢do aquosa de
KOH ou NaOH a 5%.

Ao filtrado, adicionou-se acetato de sédio em excesso (sem agitar) e gotas de

solugéo aquosa de FeCl; a 1%.

3.3 OBTENCAO DO EXTRATO HIDROALCOOLICO BRUTO DE Tillandsia usneoides
PARA PREPARO DO LIOFILIZADO:

3.3.1 Equipamentos:

- Balanca Analitica®

- Rotavapor’

® Mettler Toledo LTDA
"Janke e Kunkel, 1ka Werk, Alemanha.
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- Liofilizador ®
3.3.2 Obtencéo do Extrato Hidroalcodlico para o Tratamento:

O extrato hidroalcodlico das partes totais da T. usneoides foi obtido por
extracdo em solucdo hidroalcodlica (70%) durante 14 dias a partir de 400 g da planta
em cinco litros da solucdo. O extrato obtido foi filtrado e concentrado em rotavapor
(56°). A fracéo restante foi dividida em volumes de 2 ml, congelada e submetida a
liofilizac&o (57° negativos/007 mm TORR).

3.3.3 Animais e Manutenc¢ao:

Para realizacdo dos experimentos necessarios para o desenvolvimento deste
estudo foram utilizadas coelhas pesando entre 3 e 4 kg, criadas e mantidas em gaiolas
individuais. Os animais receberam agua ad libitum, através de bebedouros automaticos
individuais, e racdo controlada (200 g de racdo comercial® divididas em duas porcdes,
dadas pela manhd e ao fim da tarde), além de pasto verde necessario ao

funcionamento intestinal, dado a vontade, uma vez no meio do dia.
3.3.4 Acasalamento e Gestagéo:

Cada fémea foi mantida na gaiola do macho por um periodo de 20 minutos,
observando-se a ocorréncia da copula; o procedimento foi repetido no dia seguinte.
Apos dez dias as coelhas foram submetidas a exame por palpagao para confirmacéo da
gestacdo. O dia da primeira cépula foi considerado o dia zero da gestacao. A partir da
confirmagdo da gestacao iniciou-se o tratamento com o extrato hidroalcodlico liofilizado
de T. usneoides diluido em agua, dado misturado & racdo noturna. A partir do 26° dia

8 llphin Alemanha.
® Racao para coelhos marca Supra LTDA., Brasil.
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foram colocadas a disposicdo das coelhas caixas de madeira com serragem para

servirem de ninhos.

3.3.5 Grupos Experimentais e Tratamento:

Para testes bioldgicos foram utilizados dois ensaios com 16 coelhas, com pesos
entre 3,0 e 4,0 kg, criadas e mantidas em gaiolas individuais. Do segundo ensaio foram
retiradas quatro coelhas, sendo uma de cada grupo, por motivos alheios ao
experimento (problemas com ferimentos e sarna otodécica), perfazendo um total de

sete coelhas para cada dose de extrato e sete controles.

3.3.6 Escolha das Doses de Tratamento:

De acordo com doses obtidas em experiéncias prévias (ndo publicadas) foram
feitas as doses para uso na avaliacéo.
As doses utilizadas foram de:
D1: 1,6 g de planta/ kg PV diluidos em 1 ml de &gua;
D2: 0,8 g de planta/ kg PV diluidos em 0,5 ml de agua;
D3: 3,2 g de planta/ kg PV diluidos em 2 ml de agua.

CONTROLE: 2 ml de 4gua adicionados a racao, simulando a aplicagdo do extrato.

3.3.7 Parametros a Serem Avaliados:

-Taxas reprodutivas:

Taxa de parto — N° de parturientes a termo x 100

N° de fémeas prenhes

Taxa de natalidade — N° de filhotes nascidos vivos x 100

N° total de filhotes nascidos



Peso da Prole-

Peso total de filhotes por coelha

N © de filhotes por coelha.
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4 RESULTADOS:

A andlise fitoquimica da Tillandsia usneoides revelou 0s seguintes compostos

observados nas tabelas 1 e 2:

TABELA 1: ANALISE DE PRINCIPIOS ATIVOS PRESENTES EM EXTRATO
HIDROALCOOLICO DE Tillandsia usneoides

Fracbes Extrato n-hexano  Eter Etilico Cloroférmio Acetato de Butanol Extrato
bruto etila restante
Principios
EtOH 70%
pesquisados
Alcaléides: - - - - - - B
Flavonoides: + - - - T+ ++ +
Esteroides e + ++ ++ - - - -

triterpendides

Antraquinonas - - - - - - -

Cumarinas + + + + - - -
Micotoxinas + + + + - - -
Aminogrupos + _ - - - - ++
Residuo seco 15 0,2 0,525 0,45 0,75 1,2 0,1125
%
Cor: Amarelo- Amarelo Amarelo Amarelo Amarelo  Alaranjado Amarelo
ambar claro claro claro claro escuro
Sabor: Predomina Predomina Predomina Predomina Predomina Predomina Predomina
0 alcool odo odo odo odo odo 0 alcool
solvente  solvente solvente S solvente
Odor: Predomina Predomina Predomina Predomina Predomina Predomina Predomina
o alcool odo odo odo odo odo o alcool
solvente solvente solvente solvente solvente

pH: 5 6 6 5 5 5 5




TABELA 2: ANALISE DE PRINCIPIOS ATIVOS PRESENTES EM EXTRATO AQUOSO DE

Tillandsia usneoides

Principios pesquisados

Resultados

Extrato aquoso

Glicosideos Antocianos:
Glicosideos Sapbnicos:
Glicosideos Cianogénicos:
Acidos Volateis:
Acidos Fixos:
Taninos condensados:
Taninos Hidrolisados:
Aminogrupos:

Residuo seco (%)

+

+

+

+

3.95

Cor: Marrom-ambar
Odor: Semelhante a
mofo
Sabor: Quase insipido,
levemente amargo
pH: entre4eb

Os resultados obtidos no grupo de coelhas estudado foi o que se segue nha tabela 3:

TABELA 3: NUMERO DE FILHOTES VIVOS E NATIMORTOS OBTIDOS DE COELHAS TRATADAS
COM EXTRATO HIDROALCOOLICO LIOFILIZADO DE Tillandsia usneoides

Doses de D1 D2 D3 Controle
tratamento
VIVOS MORTOS VIVOS MORTOS VIVOS MORTOS VIVOS MORTOS
5 0 6 3 0 4 3 0
6 2 5 3 4 0 7 0
0 8 0 aborto 0 0 12 1
0 aborto 0 0 9 0 4 0
6 0 5 0 9 0 1 0
4 0 0 0 5 0 10 0
0 0 0 0 5 0 5 1
Total: 21 10 16 6 32 4 42 2
Peso médio 70479 4800g 6186g 3185g 5532g 56009 5688g 46,009




As taxas reprodutivas observadas estdo descritas na tabela 4:

TABELA 4: TAXAS REPRODUTIVAS OBSERVADAS EM COELHAS TRATADAS COM EXTRATO
HIDROALCOOLICO LIOFILIZADO DE Tillandsia usneoides

Doses de DI D2 D3 Controle
tratamento
TX. reprodutivas
Tx Parto(%) 62,5 37,5 75 87,5
Tx Natalidade (%) 67,7 72,72 88,9 95,45
Peso Prole (g) 62,26+ 11,28 52,24+ 16,71 5541+ 7,34 56,40 + 5,78
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5 DISCUSSAO:

Apesar dos relatos do risco de Tillandsia usneoides serem relativamente comuns
entre os criadores de gado mais antigos, séo raras as publicacdes e estudos a respeito
dessa planta. Pouco se sabe sobre suas propriedades medicinais ou toxicas; assim
Ccomo pouco se sabe a respeito de sua ecofisiologia. Devido a essa falta de bibliografia
especifica, torna-se dificil desenvolver um estudo a seu respeito, desde definir doses,
padronizar os métodos ou comparar resultados.

As andlises fitoquimicas realizadas neste estudo demonstram a presenca de
varios grupos de compostos secundarios no extrato de Tillandsia usneoides. A reagao
de SHINODA, para flavonéides, foi positiva, pois houve desenvolvimento de coloracao
roseo a vermelho. A presenca de flavondides foi confirmada pela reagdo oxalo-bdrica
positiva, com o aparecimento de fluorescéncia.

Na pesquisa de esterbides e/ou triterpendides, o desenvolvimento de coloragéo
azul indica a presenca da funcdo cetona na posicdo C3 e duplo enlace no C5-C6;
enquanto que a coloragéo verde indica funcdo OH na posi¢édo C3 e duplo enlace no C5-
C6. Quando a fracdo n-hexanica do extrato foi evaporada e solubilizada em cloroférmio,
o resultado foi o aparecimento de coloracdo amarela, indicando possivelmente
presenca de -CH3 em C14.

Na pesquisa de cumarinas, o desenvolvimento de fluorescéncia azul ou amarela
esverdeada na mancha exposta a luz UV indica presenca de cumarina. A mancha trés
(controle negativo) e a mancha dois (encoberta) ndo devem apresentar fluorescéncia
devido a falta de exposi¢do a luz ultra violeta. Caso a reacdo seja positiva e houver
demora em analisar e comparar as manchas, a mancha que ndo estava exposta as
radiacbes UV podera absorvé-la e tornar-se fluorescente. Houve desenvolvimento de
coloracéo azul fluorescente, bem fraca, indicando o resultado positivo.

Para a pesquisa de aminogrupos, o desenvolvimento de coloracdo azul-violacea
indica a presenca de aminogrupos. No extrato aquoso, a pesquisa de derivados
antocianicos indicou, em meio acido, o desenvolvimento de cor amarelada, turva; em

meio alcalino, cor castanho escura, limpida; e, em meio neutro, cor semelhante a
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natural, mas pouco mais escura. As antocianinas sdo pigmentos hidrossollveis;
encontram-se na forma de sais; sdo encontradas principalmente nas flores, frutos e
tecidos com coloragcdes que vao do roxo ao violeta e azul. Comportam-se como
indicadores de acido-base. Possuem carater anfotero, com &acidos formam sais de
oxbnio corados de vermelho, e com bases reagem com as hidroxilas fendlicas livres e
adquirem a coloracédo azul devida a estrutura quinodide. A unido do acido ao glicosideo
ocorre através da hidroxila no C3. As colora¢fes dos compostos antocianicos variam
com o pH.

Na pesquisa de heterosideos saponinicos, a espuma persistente com altura
superior a 1 cm indica presenca de heterosideos saponinicos. As saponinas possuem
propriedade emulsiva. As solu¢cbes aquosas sao coloidais e a formacdo de espuma €
devido a tenséo superficial elevada das solucoes.

A pesquisa de aminogrupos no extrato aquoso também foi positiva, sendo que
houve desenvolvimento de coloracdo azul-violacea.

Na pesquisa de &cidos fixos, o desenvolvimento de coloragcdo marrom indicou a
presenca de acidos fixos. O reativo de Nessler identifica a aménia associada em forma
de sal amoniacal.

Na pesquisa de taninos, durante as reacdes de STANISHY, houve
desenvolvimento de coloracdo azul, indicando a presenca de taninos hidrolisaveis.

SENA et al.(1996) também identificaram em andlise fitoquimica a presenca de
taninos, flavonoides, esteroides livres e tracos de bases quaternéarias. Este experimento
confirma os resultados negativos para alcaldides, mas diferiu quanto aos resultados
observados nos grupos de glicosideos antocianicos e saponinas, citadas por ele como
negativos nos seus experimentos. De acordo com BRESOLIN (2003), os constituintes
guimicos presentes em uma espécie de planta podem se diferenciar intensamente de
uma amostra para outra, quanto a qualidade e quantidade de metabdlitos secundarios
bioativos dependendo de sua origem, condi¢cdes de crescimento, qualidade do solo,
variagbes sazonais, influencia climéatica e data da coleta. Ainda de acordo com esse
autor, outro problema que pode ocorrer é a interacdo da planta a ser utilizada com

outras plantas e até com microorganismos, a polaridade do solvente durante a
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extracdo, o modo de extracdo e até a instabilidade da composi¢cdo quimica da
preparacao frente a fatores como luz, calor e solventes.

CABRERA et al. (1996) identificaram ester6is de cadeia semelhante ao
cicloartano em Tillandsia usneoides. A presenca de esterdis também foi confirmada
neste experimento, mas, primariamente, com a metodologia utilizada (reacdo de
Lieberman — Bouchardat) o resultado foi negativo, pois utilizava-se, para essa reacao, a
fracao cloroférmica do extrato, obtida posteriormente a fracdo n-hexanica. Repetindo-se
a reacao utilizando-se a fracdo n-hexanica evaporada e posteriormente diluida em
cloroférmio a reacado foi positiva. Isso possivelmente ocorre devido a forma como se
encontram os esteréides nessa planta, tendo afinidade com o n-hexano. Isto se explica
devido a forma de extragdo, em que, neste experimento, foram feitas extracdes
liquido/liquidocom solventes de polaridades crescentes.

WITHERUP et al. (1995) citam investigacdes prévias em que foram identificados
anéis de ciclopropano contendo triterpenos e cadeias de hidrocarbonos, esteréis livres
e esterificados, e glicosideos flavonicos, confirmando os resultados obtidos.

Durante a andlise, verificou-se a presenca de cumarinas no extrato hidroalcodlico
de Tillandsia usneoides e na fragcdo n-hexanica. Como as toxinas produzidas por fungos
pertencem, em grande parte, ao grupo das cumarinas, e LLEWELLYN et al. (1988)
verificaram a presenca de contaminacgéo natural por fungos na planta, optou-se por uma
analise comparativa entre as cumarinas presentes no extrato de T. usneoides e aquelas
presentes em sementes de amendoim e milho, sabidamente portadoras de aflatoxinas.
Comparativamente, as cumarinas presentes no extrato hidroalcodlico e na fragédo
hexanica quando cromatografados mostraram-se muito semelhantes aquelas presentes
nas sementes mofadas de milho, indicando que possivelmente sejam devidas a
presenca de micotoxinas nos extratos. Em contrapartida, a cromatografia de semente
de amendoim nao foi semelhante a obtida nos extratos da planta. Em analises
laboratoriais feitas no Centro de Diagndsticos Marcos Enrietti foram identificados fungos
do género Aspergillus sp. e Penicillium sp. nas sementes de milho utilizada para
comparacdo. LLEWELLYN et al. (1988) identificaram contaminagdo natural por

Aspergillus flavus, A. niger, géneros Penicillium, Cladosporium, Mucor e Mycellia sterilia



55

em amostras de T. usneoides. Quando inoculada com fungos Aspergillus flavus e
Fusarium tricinctum, demonstrou desenvolvimento dos fungos, mas com baixa
producado de aflatoxinas AFG1 e AFB1 quando comparadas com outros materiais. 1sso
ocorre, possivelmente, devido a fatores como acesso a nutrientes, pH ou outros fatores
nao estudados. No entanto, em 90% do material inoculado houve crescimento do fungo
Fusarium tricinctum, e produgdo de toxinas T-2 e HT-2 (tricotecenos) (LLEWELLYN et
al., 1988).

Ha, no entanto, necessidade de mais estudos para se verificar se ha ou néo
atividades bioldgicas em qualquer dessas fracdes, sejam elas medicinais ou toxicas.

Os resultados obtidos no experimento com coelhos em busca de alteragdes
reprodutivas ndo obtiveram significancia estatistica devido a grande quantidade de
coelhas que néo pariram, apesar de terem sido cobertas mais de uma vez, e aos 10
dias terem diagndstico positivo para gestacdo. Em duas delas, no decorrer do
experimento, chegou—se a visualizar secre¢des vaginais sanguinolentas, em datas
anteriores as esperadas para o parto, indicando possiveis abortos. Mas na grande
maioria ndo houve sinais visiveis de aborto, apesar do que, deve-se levar em conta que
as coelhas parem principalmente durante a noite, e tem como habito comum ingerir os
filhotes mortos. Devido a isso os sinais de aborto ficam menos evidentes. Como
agravante, varios autores (SCADIAN, 1991; PALADINO e PALADINO, 1993; FOOTE e
CARNEY, 2000) citam o fendbmeno da pseudo-gestacdo em coelhas, que na verdade
vem a ser uma reabsorcdo fetal, ocorrendo principalmente préximo ao 18° dia de
gestacao.

A significancia estatistica também fica prejudicada pela grande variabilidade de
filhotes nascidos por coelha, dentro dos grupos do experimento. Por exemplo, no grupo
controle, houve coelhas que pariram apenas um filhote; e coelhas parindo 13 filhotes.
Assim, em analises de variancia, chegou-se a valores com o coeficiente de variacao de
206,98%, inviabilizando as analises.

Apesar das andlises estatisticas ndo resultarem em significancia, os resultados
obtidos no experimento levam a crer que realmente ha alteracdbes em taxas

reprodutivas devido a ingestdo do extrato hidroalcodlico de Tillandsia usneoides. Em
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experimento piloto desenvolvido (ndo publicado), a planta foi ministrada picada a um
lote de trés éguas a partir do segundo terco da gestacdo, na dose de 0,5 g por kg de
peso vivo. Como resultado, duas das trés éguas abortaram proximo ao sétimo més de
gestacdo, mimetizando o resultado ocorrido no caso clinico que levou ao
desenvolvimento deste estudo: 17 abortos ocorridos em um lote de 11 éguas, no
decorrer de dois anos, que estavam em um piquete onde havia Tillandsia usneoides ao
seu alcance, e relatos de sua ingestao. Quando as éguas foram retiradas do piquete os
abortos cessaram. Uma delas, sendo recolocada no piquete, voltou a abortar.

Em estudo desenvolvido com lote de 16 coelhas, distribuidas em quatro
grupos de quatro coelhas, sendo um grupo (DIP) com a dose de 0,5 g da planta na
forma de extrato hidroalcodlico, um grupo (D2P) com a metade dessa dose, um grupo
(D3P) com o dobro da dose inicial, e um grupo controle (CP), administradas conforme
0s meétodos descritos neste experimento, os resultados obtidos, apesar de néo
significativos estatisticamente, assemelham-se aos verificados no estudo: a taxa de
natalidade verificada em D1P foi de 94,35%, D2P 50,2%e D3P 33,3%, contra 100%
verificada no grupo controle.

Com isso, verifica-se que as coelhas nado foram viaveis para uso como animais
de teste para este tipo de experimento, devido a dificuldade em se detectar os abortos
ocorridos nesta espécie, e devido a grande variabilidade encontrada no nimero de

filhotes por coelha, inviabilizando testes estatisticos.
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5 CONCLUSAO:

Pouco se conhece a respeito de Tillandsia usneoides, que esta presente em
grande parte do territério nacional, e facilmente acessivel a animais de criagdo em
pastoreio. Através deste experimento, demonstrou-se a grande variedade de classes de
compostos fitoquimicos produzidos por esta planta, ainda pouco estudados.

S&o poucas as referéncias na literatura quanto a propriedades medicinais e
toxicas da T. usneoides, e casos observados a campo levam a crer que sua ingestao
continuada possa levar a abortos. Neste experimento demonstrou-se, ainda que nao
com significAncia estatistica, que o extrato hidroalcodlico de Tillandsia usneoides,
guando administrado em coelhas gestantes, pode levar a alteracdes de taxas
reprodutivas.

Dados os resultados inconclusivos do presente experimento, mas com indicios
de efeitos negativos sobre as taxas reprodutivas causados pelo extrato de Tillandsia
usneoides em coelhas, observa-se a necessidade de mais estudos, com,
possivelmente, novos modelos experimentais e outras espécies animais, para

comprovacao das suspeitas induzidas por este trabalho.
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