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Resumo: O suco extraido das folhas de Bryophyltum Calycinum Salisb (Crassulaceae) possui uma atividade anti-histaminica HI periférica. A histamina
enddgena interfere na liberagio de LLH e FSH. O presente trabalho tem por objetivo ¢ estudo do efeito do suco das felhas de B. Calycinum sobre o
comportamento de ratos Wistar adultos refacionados ac LH e FSH, utilizando a avaliagdo do efeito da difenidramina (DPD) anti-H1 em ratos controle,
Concluin-se que o suco das folhas de B. Calycinum ¢ a DPD aumentam a receptividade sexual em ratas e prejudica o desempenho sexual quando 0 mesmo

iratamento € aplicado em ratos.

Unitermos: Hipotilamo, Crassulaceae, Histamina, Gonadotrofinas.

1- INTRODUCAO

ryophyllum Calycinum Salisb (Crassulaceae) € uma espécie

vegetal altamente disseminada em dreas ftropicals e

subtropicais (CORREA, 1975; BAKHA, 1976; GAIND &
GUPTA, 1973; PATEL, 1986) ¢ utilizada popularmente em
patologias cutineas de patureza alérgica.

Foi demonstrada (NASSIS et al, 1982) uma atividade
anti-histaminica N1, periférica do suco extraido das folhas de B.
Calycinum. Em relagio ao sisterna histaminérgico central, tem sido
desenvolvidos trabalhos (NASSIS et al, 1991; 1993) com o objetivo
de demonstrar wima agdo da planta a esse nivel.

Existem muitas evidéncias correlacionando os altos
niveis de histamina (HA) no hipotdlamo de vérias espécies animais
com os seus efeitos nas fungbes neuroenddcrinas, como controle da
pituitdria anterior, controle da pituitdria posterior, da tiredide e da
liberagio de esterdides ovarianos e testiculares (FORTIER, 1951;
RUDOQLPH et al, 1979; BUGAJSKI & JANUZ, 1983; BUGAJSKI
& GADEK, 1983: BOWERS et al, 1975; BENNET & KEELING,
1980; CHARLI et al, 1978).

Foi estabelecido (PRAST et al, 1991), que a
noradrenalina (NA) liberada de neurdnios noradrenérgicos do
hipotdlamo modula a liberagio de HA dos neurdnios
histaminérgicos por estimulacio dos ALFAZ-adrenoceptores
localizados nos nervos histaminérgicos.

ALVARES et al, (1987), verificou que a HA na édrea
pré-optica exercia uma influéncia inibidora no comportamento
motor geral.

ITOW et al, (1987) estudaram os efeitos da HA no
comportamento alimentar.

BEALER et al, (1992) demonstrou que a HA no micleo
paraventricular por ativagfio de receptores H1.

ONO et al, (1992) estabeleceram que os efeitos de
agentes colinérgicos no K+ provocaram liberagfio de HA endégena.

SOE-JENSEN et al, (1973) estzbeleceram o papel dos
neurbnios  hipotaldmicos  histaminérgicos na  regulagio
neuroenddcrina da secrec@o do hormdnio hipofisdrio.
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TAMY A, (1991) verificou que a HA tem virias funcdes fisiolégicas
com ¢ ritmo bioldgico e regulacdio autonémica. Constatou que a
substincia P e o neuropeptidio Y e aferéncias glicinérgicas exercem
influéncias  monossindpticas no  sistema neuronal  ceniral
histaminérgico.

PRAST et al, (1990} estabeleceram que a taxa de HSA
liberada variava de acordo com o clico, que pode ser ultradiano e
cicadiana.

RUSSEL et al, (1990) verificaram que a HA enddgena
pode ser liberada pelo hipotdlamo posterior, interferindo na
liberagio de LH e FSH. O presente trabalho tem por objetivo o
estudo do efeito do suco extraido de B. Calycinum sobre o
comportamento  relacionade &  estas  gonadotrofinas, o
comportamento sexual de ratos adultes, utilizando a avaliagio do
efeito de difenidramina (anti-HI} sobre os parimetros que definem
tal comportamento como controle para anélise dos resultados.

2 - MATERIAL E METODOS
2.1 ANIMAIS

oram utilizados ratos Wistar, machos e fémeas, obtidos de
Fcruzamentos sucessivos no biotério da Disciplina de

Farmacologia aplicada e Toxicologia da Faculdade de
Medicina Veteriniria e Zootecnia da Universidade de Sdo Paulo,

Os animais foram alojados em gaiolas de pldstico com
tampa de metal medindo 30 x 37 x 18 cm; foram mantidos, par
gaiola, duas fémeas adultas e um macho sabidamente fértil até o dia
da cdpula (constatada através da presenga de espermatozdides no
tavado vaginal), deixando-se dai em diante, apenas uma prenhe por
gaiola,

Os filthotes provenientes destas f&émeas foram
desmamados aos 21 dias de idade, mantendo-se oito animais por
ninhada, sendo quatro machos e quatro #meas. Estes filhotes foram
mantidos nas gaiolas de pldstico até o trigésimo dia de vida, sendo a
partir desse experimento, em gaiolas de metal medindo 16 x 30 x 18
cm, ou em gaiolas pldsticas.

As gaiolas foram mantidas em salas com temperatura
ambiente aproximadamente constante (22 + 2 C), controlada por
meio de aparelhos de ar condicionado, em um ciclo de doze horas de
claro e escuro, com luz ligada 4s 6:00 horas.

O ciclo de luz foi parcialmente invertide no experimente
em que se estudou o comportamento sexual; neste a luz foi ligada as
22:00 horas e desligada ds 10:00 horas, permanecendo os animiais
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nesse novo cliclo, por no minimo s semanas antes de qualquer
observagiio comportamental. Agua e comida foram fomecidas ad
libitum durante todos os experimentos,

2.2 - DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

s animais foram tratados por via subcutinea, uma vez por
Odia, sempre entre 9:00 horas e 9:00 horas e 30 minutos,
durante dezesseis semanas, a partir da segunda semana de
vida, da seguinte forma:
Grupo I: Solugdo salina
Grupo 2: DPD (20,0 mg/ka)
Grupo 3: Suco (4,0 mg/kg)

2.2.1-ESTUDO DO COMPORTAMENTO SEXUAL

Os testes foram feitos em sala de ciclo parcialmente
invertido, conforme descrito em 2.1.

O comportamento sexual foi observado em uma caixa de
madeira medindo 56 x 35 x 31 em, pintada de cinza, provida na sua
parte superior de tampa mével e parede frontal de vidro. Uma
camada de maravalha no interior da mesma servia de cama para os
animais. As observagtes comportamentais foram realizadas na fase
escura do ciclo, das 14:00 as 18:00 horas. Nesse perfodo, utilizou-se
para a iluminagfo da sala uma limpada de 40 wats, provida de filtro
vermelho. Dois observadores colocados em posigGes diferentes em
fe]agﬁo 4 caixa de observagio, anotavam simultaneamente o
comportamento dos animais em estudo; essas anotagdes foram
comparadas ap6és cada observacbes, sendo desprezadas aquelas
discordantes.

2.2,1.1. - EM FEMEAS

As ratas foram previamente ovariectomizadas ¢ alojadas
em gaiolas na sala com o ciclo de claro-escuro parcialmente
invertido.

Apds um periodo de trés semanas, tempo necessdrio
para a metabolizagdo ¢ eliminagdo dos hormdnios (DORFMAN &
UNCAR, 1965, RAMIREZ et al 1979), as mesmas foram tratadas
com 30,0 mgkg de 17 — BETA-ESTRADIOL e 2,0 mg/kg de
progesterona 54 e © horas, respectivamente, antes do pareamento
com o macho,

Para as observacGes comportamentais, as fémeas foram
colocadas na caixa de observagio com um mache sexualmente
ativo, permitindo-se a realizagdo de dez montas. Anotou-se em cada
uma a presenca ou nio de lordese. Defini-se como o ate das fémeas
curvar. ¢ dorso para baixo, a0 mesmo tempo que a cauda se ergue,
expondo assim, a genitilia.

Com estes dados, calculou-se para cada rata, ©
coeficiente de lordose (CL) como especificado abaixo:

nimero de lordose

CL= x 100

nimero de montas

Cada fémea foi testada uma nica vez.

2.2.1.2- EM MACHOS

O procedimento para a quantificagio do comportamento
sexual de machos foi baseado no descrito por AHLENIUS e
LARSSON (1984).

No estudo do comportamento sexual de machos,
utilizaram-se ~ fBmeas especialmente preparadas para cada
pareamento. Assim, essas ratas foram ovariectomizadas e alojadas
na sala com ciclo de claro-escuro parcialmente invertido, sendo
tratadas trés semanas apds a castragio com 50,0 mg/kg de 17-ETA-
ESTRADIOL e 2,0 mg/kg de progesterona, 54 e 6 horas
respectivamente antes do inicio do teste.

Cada rato a ser estudado foi colocado individualmente
na caixa de observagio cinco minutos antes da rata preparada para o
pareamento, para adaptacdo & nova situacio. Colocada a fémea
registraram-se 0§ seguintes parimetros comportamentais.

a) presenga ou ndo de menta nos dez minutos subsequentes;

b) presenca ou nic de ejaculagio nos quarenta minutos
subsequentes;

¢) laténcia para a primeira monta;

d) laténcia para primeira intromissgo

e} laténcia para a ejaculagio

f)  mimero de intromissées até a efaculagfio;

g) ndmero total de montas (montas incompletas + iniromisses)

hy laténcia para a primeira monta pés-ejaculagio;

i) latncia para a primeira intromiss@o pés-ejaculacio;

) mimero de gjaculacdes apds a primeira intromissdo observado

por um perfodo de trinta minutos,

Inferiu-se a ocorréncia da intromissdo peniana através da
presenca conjunta dos seguintes sinais: monta com duragio superior
a dois segundos, lordose da fémea e limpeza genital do rato apds a
monta. A ejaculagdo foi observada através dos pardmetros de monta
e parada de alguns segundos, o0s animais que ndo foram retirados do
pareamento.

2.2 -DROGAS

a} Difenidramida, cloridrato de (Squibb)
b) 17-BETA-ESTRADIOL {Sigma}
¢) Progesterona (Sigma)

A DPD foi dissolvida em solucgo fisioldgica (NaCl) a
0,9%, a apomorfina em dgua deionizada imediatamente antes da
administragio ¢ os hormdnios diluidos em dleo de amendoim.

As solucdes foram administradas por via subcutdnea
{sc), na regifio do dorso dos animais, em volumes nunca superiores a
2,0 ml/kg,

Os animais do grupo controle receberam volumes ignais
de sotugdo de NaCl a 0,9%.

2.4 - TRATAMENTO ESTATISTICO DOS DADOS
Foi utilizado o teste “t” de Student (SIEGEL,1972) com
nive] critico de 1% (<0,01).

Para a comparagio entre os coeficientes de lordose
utilizou-se o teste “U” de MANN-WHITNEY (p<0,01).
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3 - RESULTADOS

tabela 1 mostra o coeficiente de lordose de ratas, tratadas

ou ndo, por trés semanas, com DPD (20,0 mgfkg/dia), ou

suco das folhas de B, Calycinum (4,0 gfkg/dia). O teste “U”

de MANN-WHITNEY realizado entre os trés grupos
mostrou que o coeficiente de lordose dag ratas do grupe DPD foi
significativamente mator (p,0,01) em relagéo aquele das fémeas do
grupo controle. Da mesma forma, as ratas que receberam o suco
apresentaram coeficiente de lordose maior (p<0,01) que as do grupo
controle. ‘

A tabela 2 mostra os parimetros do comportamento

sexual de machos tratados ou nio com DPD ou suco. Pode-se
observar um aumento significativo (p<0,01) na laténcia para
ejaculacio dos animais tratados em relagio aos controle; além disso
verificou-se que o nimero de montas até ejaculagio e os niimeros de
ejaculacdes foram, respectivamente, maiores ¢ Menores nos grupos
tratados do que os controle.
TABELA 1 — Coeficiente de lordose de ratas tratadas por dezesseis
semanas com DPD (20,0 mg/kg/dia) ou com suco das folhas de B.
Calycinum (4,0 g/kg/dia) e observada aos 120 dias de idade. Sdo
apresentadas as medianas e respectivos limites fiduciais inferiores ¢
superiores.

GRUPOS CL
Controle 38(17-100)
DPD 66(45-100)*
SuUCO T5(52-100)*

*Diferengas significativas entre os grupos tratados e controle (teste
“U” de MANN WHITNEY, P<0,01)N=20

TABELA 2 — Comportamento sexual de ratos, tratados ou nio por
dezesseis semanas com DPD ou com suco, observados ao 120 dias
de idade.

Qs resultados sdo apresentados em termos de média + erro padrdo
da média.

GRUPOS
PARAMETROS CONTROLE DFD SUCO
% de animais que em 82,0 FO0,0 100,00
10 minutos montam
laténcia para a primeira 90,0+ 122 745+83 81,4+10,8
monta(s)
faténcia para a primeira | 112,5+ 15,6 104,8+16,1 | 1094 + 122
intromisséo
% de animais que
ejaculam em 40 §0,0 74,0 78,0
minutos apds a monta.
laténcia para | 612,2+1014 1580,6 + 1610,5 +
ejaculagio(des) 124,8 1292
montas incompletas até 10,0+ 2,5 28,0 +4,1 25,0+ 3,8
ejaculacio
total de montas
(incompletas + 25,0+4,8 38,0+50 35,0+4.2
intromissio) até a
gjaculagiio
laténeia para primeira | 290,6 + 30,2 3104+16,8 | 306,7+15,9
monta pds-cjaculacao
laténeia para a primeira
intromissio apés | 288,2+296 3060,2+4154 | 307.4+16,1
gjaculaciio
ejaculagdes apés a
primeira  intromissdo 3,1+04 1,5+0.2 19+0,2
em 30 minutos

4 - DISCUSSAO

Um grande nidmero de observacdes sugere que a HA
possa estar envolvida no controle da liberagdo de gomadotrofinas
(LH e FSH). Nesse sentido, demonstrou-se que a administragio
intracerebroventricular de HA induz ovulagio e aumento dos
niveis plasmaticos de LH em coelhos (ENDROCZI & HILLARD,
1965; SAWYER, 1955} ¢ aumento no niveis plasméticos de LH em
ratas no prestro ou ovarieclomizadas com estro induzido por
estrégeno/progesterona (DONOSO, 1978; DONOSO & BANZAN,
1976). Ao contririo, LIBERTURY & McCANN ( 1976 )
observaram somente um pegqueno aumento no LH plasmitico e
nenhum efeito no FSH em ratas ovariectomizadas e induzidas com
esterdides. DONOSO & BROITMAN (1979) encontraram
diminuigio da receptividade sexual de ratos ap6s administragio
intercerebroventricular de prercursores histaminérgicos.

Embora esteja claro que a liberagio do LH pela HA nio
seja mediada por uma acgfio direta na pituitdria (ENDROCZI &
HILL.ARD, 1965); LIBERTUM & McCANN, 1976), essa amina
também nio € capaz de liberar LHRH de “slices” do hipotélamo
médio basal, in vitro (CHARLI et al, 1978 a,b).

Antagonistas de receptores H1  administrados
intravenosamente, pedem diminuir os niveis de PRL (PANTIROLI
et al, 1981) e quando administradas na fase perinatal, diminui a
poténcia sexual de filhotes machos observados na idade adulta e
aumenta o CL de filhotes fémeas observadas na idade adulta (LEE,
1966).

No presente trabalho, verificou-se que, a DPD
administrada cronicamente durante o perfodo de maturagfio sexual
de ratos, aumentou a receptividade das fémeas e diminuiu a poténcia
dos machos, resultados estes compativeis com os apresentados
acima, indicando uma relagio consistente entre agio anti-
histaminica. H4 aumento dos niveis sérios de gonadotrofinas.

O suco extraido das folhas de-B. calycinum apresentou
resultados comparaveis aos da DPD e que se constitui num dado
consistente, embora ndo conclusivo, com a hipotese de sua agio
anti-HI central.

5 - CONCLUSOES

a) O suco extraido das folhas de B.calycinum ¢ a DPD
quando administradas por via subcutinea, uma vez ao dia,
durante dezesseis semanas consecutfivas, as ratas a partir de duas
semanas de idade, aumentam o coeficiente de lordose (receptividade
sexual).

b) O mesmo tipo de tratamento, aplicado a ratos,
demonstrou prejudicar o desempenho sexual, diminuindo as
ejaculagtes pds-intromissdo, aumentando a laténcia para a primeira
gjaculagiio, aumentando o nimero necessirio de montas até a
primeira ejaculagdo.
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SUMMARY: The juice extracted from the leaves of Bryophyllum calycinum has a peripheral anti-histamine H1 receptor activity. The endougencus
histamine alters achieve the study of the eff ect of the leaves juice of B.calycimum in the behaviour of adults Wistar rats in relation with LH and
FSH, using the evaluation of effect of diphenhydramine anti-H1 receptor in controle rats. It has concluded that the leaves juice of B.calycinum and
diphenhydramine increases the sexual receptivity in female rats and injuries the sexual activity when the same treatment is given to male rats.

Key Words: H ypothalamus, Crassulaceae, Histamine, Gonadotrophines.
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