UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAPA
EMPRESA BRASILEIRA DE PESQUISA AGROPECUARIA-AMAPA
INSTITUTO DE PESQUISAS CIENTIFICAS E TECNOLOGICAS DO ESTADO DO AMAPA
CONSERVACAO INTERNACIONAL DO BRASIL
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIODIVERSIDADE TROPICAL
UNIFAP/ EMBRAPA-AP/IEPA/CI-BRASIL/PPGBIO

BEATRIZ MARTINS DE SA

ESTUDO DA TOXIDADE NAO CLINICA DO EXTRATO HIDROETANOLICO DAS
CASCAS DO CAULE DE Endopleura uchi (Huber) Cuatrec.

MACAPA — AP
2014


http://www.iepa.ap.gov.br/

BEATRIZ MARTINS DE SA

ESTUDO DA TOXIDADE NAO CLINICA DO EXTRATO HIDROETANOLICO DAS
CASCAS DO CAULE DE Endopleura uchi (Huber) Cuatrec.

Dissertagdo apresentada ao Programa de Pdés-Graduacdo em
Biodiversidade Tropical da Universidade Federal do Amapa
(UNIFAP) como parte dos requisitos para obtencéo do titulo de
Mestre em Biodiversidade Tropical.

Linha de Pesquisa: Uso sustentavel da biodiversidade.

Orientador: Prof. Tit. José Carlos Tavares Carvalho

MACAPA — AP
2014



Dados Internacionais de Catalogagéo na Publicacdo (CIP)

Biblioteca Central da Universidade Federal do Amapa

615.32
Sllle

S4, Beatriz Martins de.

Estudo da toxidade ndo clinica do extrato hidroetanolico das cascas do
caule de Endopleura uchi (Huber) Cuatrec / Beatriz Martins de S§;
orientador, José Carlos Tavares Carvalho. -- Macapd, 2014.

145 f,

Dissertacdo (mestrado) — Fundagdo Universidade Federal do Amapa,
Programa de P6s-Graduagdo em Biodiversidade Tropical, 2014.

1. Plantas medicinais. 2. Endopleura uchi. 3. Toxidade subcrdnica. 4.
Toxidade reprodutiva. 5. Ratos Wistar. |. Carvalho, José Carlos Tavares,
(orient). Il. Fundacao Universidade Federal do Amapa. Ill. Titulo.




BEATRIZ MARTINS DE SA

ESTUDO DA TOXIDADE NAO CLINICA DO EXTRATO HIDROETANOLICO DAS
CASCAS DO CAULE DE Endopleura uchi (Huber) Cuatrec.

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pds-Graduagdo em
Biodiversidade Tropical da Universidade Federal do Amapéa
(UNIFAP) como parte dos requisitos para obtengéo do titulo de
Mestre em Biodiversidade Tropical.

Linha de Pesquisa: Uso sustentavel da biodiversidade.

Banca Avaliadora:

Prof. Dr. Caio Pinho Fernandes - UNIFAP

Profa. Dra. Deyse de Sousa Dantas - UNIFAP

Orientador:

Prof. Tit. José Carlos Tavares Carvalho (UNIFAP)

Macapa-AP, 25 de agosto de 2014



Dedice este trabialhe i minka famdia, em
especial ac mew espese Danile FHyacienth e em
memdria de meu fillic Bexnarde de Sd
Hyacienth. Bexnarde, vecé centamente sempre
estard em minfas bembrangas e em meu corvagdo.



AGRADECIMENTOS

Ao meu DEUS que com seu manto de amor me protegeu e fortaleceu durante toda

minha caminhada.

Aos amigos da turma de mestrado (2012) do Programa de Pdés-Graduagdo em
Biodiversidade Tropical (Aristides Sobrinho, Cintia Togura, Emanuelle Pinto, Erika Kzan,
Gabrielly Ribeiro, Huann Carllo e Lia Kajiki), pelo companheirismo nos momentos alegres e

dificeis que atravessamos.

A Universidade Federal do Amapa, através do Programa de P6s-Graduacdo em
Biodiversidade Tropical (PPGBIo).

Ao amigo e Prof. Tit. José Carlos Tavares Carvalho, que com humildade e dedicacéo
se tornou um exemplo de pesquisador competente. Obrigada por me orientar desde a iniciacdo

cientifica e hoje me ajudar a subir mais um degrau do conhecimento.

A Professora Dra. Ténia Toledo de Oliveira da Universidade Federal de Vicosa - MG
(UFV), pela parceria na realizacdo do teste subcronico realizado no Laboratério de

Biofarmacos.

Aos meus amados pais Eliete S& e Benedito S& e padrasto Benedito Medeiros pela
presenca constante, pelas palavras afetivas durante os momentos mais dificeis e pelo

carinhoso e inestimavel auxilio e incentivo.

As minhas queridas irmas, Elielma S&, Elizangela S4, Erica S&, Sandra Sa e Cleide
Jane Sa, pelo amoroso convivio, pelo constante apoio, pela compreensdo e pelo auxilio

carinhoso.

Ao meu esposo Danilo Hyacienth, pela paciéncia quando da leitura das versdes ainda
incipientes e pelas criticas pertinentes. Além da companhia as constantes idas ao Laboratorio
de Pesquisa em Farmacos, inclusive sabados, domingos e feriados para a realizagdo dos

protocolos experimentais.



A amiga e companheira de trabalho Clarissa Silva Lima pela ajuda prestada durante a
conducéo desse trabalho.

Gostaria de agradecer aos colegas o estimulo, apoio e ensinamentos. Em especial,
cabem agradecimentos ao grupo de pesquisa do Laboratorio de Pesquisa em Farmacos
(Adriana Maciel, Gisele Custodio, Jonatas Lobato, Helison Oliveira, Uriel Davi, Charles

Barros, Clarice Rocha, Jéssica Vilhena, Benedito Junior, Mayara Tania e Clarissa Lima).
Ao CNPq pela bolsa de mestrado concedida;

A todas as pessoas que me apoiaram e acreditaram em mim, possibilitando a

concretizacao desse trabalho, meus sinceros agradecimentos.



“Porgue sou ew que confiega os plancs que
tenfio para vocés”, diz ¢ Senhor, “plancs de
fazé-las prosperar e nac de blhes causar dane,
plancs de dar-lhes esperanca e um future.”

Jenemias 29:11



RESUMO

O Brasil é considerado o primeiro em megadiversidade, por apresentar uma variedade de
ecossistemas, com destaque para a floresta amazonica, a maior floresta tropical imida do
planeta. Um dos grandes desafios da atualidade é planejar o uso racional e sustentavel da
Amazonia, garantindo assim o desenvolvimento social e econdmico aliado & conservagdo de
sua biodiversidade. Desde as mais antigas civilizacdes que as plantas sdo utilizadas como
fitoterapicos, no entanto, ao longo do tempo percebeu-se que determinadas plantas
apresentavam substancias potencialmente perigosas e, por esta razdo, deveriam ser utilizadas
com cuidado, respeitando seus riscos toxicologicos. Para a maioria das plantas medicinais néo
ha dados sobre a seguranca de seu uso durante a gravidez. Endopleura uchi € uma espécie da
floresta de terra firme. O cha do caule é utilizado na medicina popular para o tratamento de
artrite, reumatismo, colesterol, diabetes e inflamacdes uterinas. Apesar de alguns dados da
literatura demonstrar sua eficacia para varias atividades bioldgicas, até 0 momento os estudos
toxicoldgicos realizados ndo sustentam a seguranca do seu uso. Neste contexto, o0 presente
estudo teve como objetivo avaliar a possivel toxidade ndo clinica do extrato hidroetandlico
das cascas do caule de E. uchi (EHEEuU) com a dose de 500 mg/kg, ap6s longo periodo de
tratamento (toxidade subcrdnica), assim como ap6s a exposicdo durante os periodos de pré-
implantacdo, organogénese e fetal em ratas Wistar (toxicologia reprodutiva). Os resultados
obtidos neste estudo demonstraram que na toxidade subcronica, o EHEEu (500 mg/kg) néo
alterou os parametros bioquimicos, hematoldgicos, desenvolvimento ponderal e consumo de
agua e racdo dos animais. No periodo de pré-implantacdo, o EHEEu ndo interferiu
negativamente nos parametros reprodutivos maternos e contagem dos pontos de ossificacao,
nem causou toxidade materna, embriofetotoxidade e teratogenicidade na prole. Quanto ao
periodo de organogénese, também ndo produziu toxidade nas progénitoras, ndo alterou a
contagem dos pontos de ossificacdo, assim como ndo causou embriofetotoxidade e
teratogenicidade na prole, entretanto, aumentou significativamente o nimero de perdas pos-
implantes. No periodo de desenvolvimento fetal ndo provocou toxidade nas progenitoras, nao
alterou os parametros reprodutivos maternos, ndo afetou o desenvolvimento ponderal, as
caracteristicas gerais dos descendentes e a atividade motora, (campo aberto), porém, as
caracteristicas sexuais das descendentes fémeas foram afetadas significativamente. Portanto,
0s resultados permitem concluir que nos ensaios de toxidade subcrénica o EHEEuU apresentou
seguranca na dose e no periodo em que 0s animais foram expostos. Nos ensaios de toxidade
reprodutiva, o EHEEu também mostrou seguranca no periodo de pré-implantacdo do
blastocisto no Gtero, no periodo de organogénese apesar de alterar as perdas pos-implantes,
ndo alterou significativamente nenhum dos outros parametros analisados. No periodo de
desenvolvimento fetal, mostrou-se seguro, apenas alterando as caracteristicas sexuais das
fémeas. Dessa forma, sugere-se a continuacdo de estudos relacionados a seguranca de E. uchi,
utilizando outras doses e outras espécies de animais.

Palavras-chave: Endopleura uchi. Toxidade Subcronica. Toxicologia Reprodutiva. Ratos
Wistar.



ABSTRACT

Brazil is considered the top one in mega diversity, for presenting a variety of ecosystems,
where Amazon forest is its icon, the largest humid tropical forest of the planet, however, one
of the great challenges today is to plan the rational and sustainable use of the Amazon,
assuring its social and economical development to the conservation of this biodiversity. Since
the most ancient civilizations, plants are used as Phytoterapic, however, along the time it has
been observed that certain plants presented substances potentially dangerous and, for this
reason, they should be used carefully, respecting their toxicological risks. For most of the
medicinal plants there are no data on the safety of its use during the pregnancy. Endopleura
uchi is a type from the terra firme forest. The tea of the stem is used in the folk medicine for
the arthritis treatment, rheumatism, cholesterol, diabetes and uterine inflammations. In spite of
some data of the literature demonstrate its effectiveness for several biological activities; the
accomplished toxicological studies do not sustain the safety of its use so far. In this sense, the
present study had as objective to evaluate the possible non-clinic toxicity hydroethanolic
extract of the peels of the stem of E. uchi (EHEEu) with a dose of 500 mg/kg, after a long
treatment period (subchronic toxicity), as well as after the exhibition during the pre-
implantation periods, organogenesis and fetal in female Wistar rats (reproductive toxicology).
The results showed that in the sub-chronic toxicity, EHEEu (500 mg/kg) did not change the
biochemical, hematological, weighted development parameters and water intake and the
animals” food. In the pre-implantation period, EHEEu did not interfere negatively neither in
the reproductive maternal parameters and counting of the ossification points, nor it caused
maternal toxicity, embriofetuxicity and teratogenicity in the offspring. For the organogenesis
period, it did not also produce toxicity in the progenitors, it did not change the counting of the
ossification points, as well it did not cause embryofoetotoxicity and teratogenicity in the
offspring, and however, it rose significantly the number of losses post-implant. In the period
of fetal development it did not cause toxicity in the progenitors, it did not change the maternal
reproductive parameters, it did not affect the weighted development, the descendants' general
characteristics and the motor activity, (open field), however, the female descendants' sexual
characteristics were affected significantly. Consequently, the results show that in the samples
of subchronic toxicity EHEEu presented safety in the dose and in the period that the animals
were exposed. In the samples of reproductive toxicity, EHEEu also showed safety in the
period of pre-implantation of the blastocyst in the uterus, in the organogenesis period in spite
of changing the losses post-implant; it did not change any of the other analyzed parameters
significantly. In the period of fetal development, safety has been shown; change only the
sexual characteristics of the female. In this sense, it is recommended the continuation of
studies related to the safety of E. uchi, using other dosages and other animal species.

Keywords: Endopleura uchi. Subchronic Toxicity. Reproductive Toxicology. Wistar Rats.
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1 INTRODUCAO GERAL

A biodiversidade € definida como o conglomerado dos seres vivos da flora e da fauna
de uma determinada regido, incluindo ainda os microorganismos, e suas composicoes
genéticas, bem como o0 ecossistema em que vive, compreendendo a variabilidade de
organismos vivos, diversidade de espécies, variedades de funcbes ecoldgicas desempenhadas
pelos organismos nos ecossistemas, e variedade de ecossistemas (CAUPER, 2006).

O Brasil € considerado o primeiro em megadiversidade, tanto em nimero de espécies
quanto em niveis de endemismo (ALBAGLI, 2001), consequéncia da variedade de
ecossistemas aqui existentes, com destaque para a floresta amazonica, a maior floresta
tropical imida do planeta. Porém, um dos grandes desafios da atualidade é planejar o uso
racional e sustentavel da Amazénia, garantindo assim o desenvolvimento social e econémico
aliado a conservagdo de sua biodiversidade (RIBEIRO; LERDA, 2007). Lembrando que na
velocidade em que ocorre o fenbmeno de extingdo das espécies vegetais, um enorme nimero
de plantas (e microorganismos) com propriedades medicinais corre o risco de desaparecer
antes de seu valor ser reconhecido (GARCIA, 1995).

Em consequéncia da disponibilidade desta megadiversidade, desde as mais antigas
civilizagBes que as plantas sdo utilizadas como fitoterdpicos, podendo-se dizer que se trata de
uma das primeiras manifestacbes do homem para compreender a natureza (SILVA;
CARVALHO, 2004). Foi através da observacdo e da experimentacdo pelos povos primitivos
que as propriedades terapéuticas de determinadas plantas foram sendo descobertas e
propagadas de geracdo em geracdo, fazendo parte da cultura popular (TUROLLA;
NASCIMENTO, 2006). E admiravel que este conjunto de conhecimentos tenha subsistido
durante milénios, aprofundando-se e diversificando-se, sem nunca, porém, cair totalmente no
esquecimento (SILVA; CARVALHO, 2004).

Segundo Silva e Carvalho (2004) planta medicinal pode ser considerada toda planta,
que administrada sob qualquer forma farmacéutica e por alguma via a0 homem ou animal,
exerce algum tipo de acdo farmacologica sobre este. Essas plantas, segundo alguns autores,
possuem um sistema imunol6gico rudimentar que proporciona o desenvolvimento de meios
de defesa quimica contra o ataque de fungos, bactérias, insetos e alguns animais
(CARVALHO, 2004). Nesse contexto, os produtos naturais sdo, na maioria das vezes, 0S
metabolitos secundarios das plantas (principio ativo). Na pratica medicinal, esses produtos
tornaram-se agentes terapéuticos e/ou profilaticos uteis (CARVALHO, 1998; CARVALHO,
2004).
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O uso tradicional de diversas plantas medicinais baseado em conhecimentos populares,
aliado a crenca de que, por ser natural ndo causa reacdes adversas, fez com que poucas
especies fossem avaliadas através de estudos pré-clinicos e clinicos, a fim de comprovar sua
eficacia e seguranca (TUROLLA; NASCIMENTO, 2006). Porém, ao longo do tempo
percebeu-se que determinadas plantas apresentavam substancias potencialmente perigosas e,
por esta razdo, deveriam ser utilizadas com cuidado, respeitando seus riscos toxicolégicos
(VEIGA-JUNIOR; PINTO, 2005).

No Brasil, as plantas medicinais da flora nativa sdo consumidas com pouca ou
nenhuma comprovacdo de suas propriedades farmacoldgicas, sendo que a toxicidade de
plantas medicinais é considerada um problema sério de satde publica. Os efeitos adversos dos
fitomedicamentos, possiveis adulteracdes e toxidez, bem como a acdo sinérgica (interacdo
com outras drogas) ocorrem comumente. Esse fato se da devido as pesquisas realizadas para
avaliacdo do uso seguro de plantas medicinais e fitoterapicos no Brasil ainda serem
incipientes, assim como o controle da comercializacdo pelos 6rgédos oficiais em feiras livres,
mercados publicos ou lojas de produtos naturais (VEIGA-JUNIOR; PINTO, 2005).

Vale resaltar que a espécie escolhida para realizacdo da pesquisa (Endopleura uchi
(Huber) Cuatrec.) é bastante utilizada na medicina tradicional. Portanto, diante do exposto,
percebeu-se que até o momento o0s estudos toxicoldgicos realizados ndo sustentam a
seguranga do seu uso, 0 que nos motivou a realizar este estudo. Sendo assim, o presente
estudo teve como objetivo avaliar a possivel toxidade ndo clinica do extrato hidroetandlico
das cascas do caule de E. uchi (500 mg/kg), apés longo periodo de tratamento (toxidade
subcronica), assim como apds a exposicdo durante os periodos de pré-implantacéo,
organogénese e fetal em ratas Wistar (toxicologia reprodutiva).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 BIODIVERSIDADE E USO SUSTENTAVEL

Do ponto de vista brasileiro, acredita-se que a biodiversidade apresenta amplo
potencial, podendo tornar-se uma vantagem comparativa do pais no &mbito da geopolitica
global, levando-se em conta: sua ampla disponibilidade de recursos biogenéticos, a tradicdo
de sua ciéncia na area biologica, além do acervo de conhecimentos tradicionais acumulados
pelas populacdes locais e pertinentes para 0 acesso a natureza e as aplicacbes dessa
biodiversidade (ALBAGLI, 2001). A utilizacdo da biodiversidade pelo homem se confunde
com sua propria existéncia e a domesticacdo de espécies Uteis estd diretamente associada a
civilizacdo (CAVALHEIRO; DURIGAN, 2002).

Desde a decada de 70, vérias iniciativas internacionais vém sendo tomadas para
encontrar e propor novos caminhos na direcdo da exploragdo sustentdvel dos recursos
bioldgicos, culminando com a Convencao sobre Diversidade Bioldgica (CDB), ja assinada e
ratificada por 172 paises, mas com a auséncia dos EUA. Apesar de que ndo exista um
entendimento claro do que seria 0 uso sustentavel da biodiversidade, algumas caracteristicas
desse tipo de exploracdo de recursos bioldgicos podem ser apontadas: o0 uso sustentavel deve
assegurar a manutencdo da diversidade genética das espécies exploradas, assim como, deve
assegurar a manutencdo da diversidade de espécies em areas exploradas. Além de que parte
dos recursos gerados a partir da exploracéo de produtos da biodiversidade deve reverter para a
recuperacao/preservacdo do meio ambiente (CAVALHEIRO; DURIGAN, 2002).

Juntos, os paises latino-americanos possuem grande parte da biodiversidade do
mundo. SO o Brasil possui cerca de 20-22% de todas as plantas existentes e micro-
organismos. Contudo, estima-se que ndo mais de 25.000 espécies de plantas tém sido objeto
de qualquer tipo de investigacdo cientifica. Apesar de muito rico em recursos naturais, estes
paises ndo tem usado corretamente sua grande biodiversidade em beneficio de seu proprio
desenvolvimento (CALIXTO, 2005). Assim, é de grande importancia a valorizacdo da
diversidade bioldgica e da agregagéo de valor econdmico aos produtos naturais provenientes
dessa diversidade (ODALIA-RIMOLI et al., 2000).

No que se refere a busca de novos produtos oriundos da diversidade biolégica — a
bioprospec¢do — permite agregar valor a espécies desconhecidas ou até agora pouco valoradas
e pode ser feita em qualquer area, com qualquer espécie, e de forma suportavel em qualquer

ambiente. Mas, a um novo produto descoberto, pelo menos as trés caracteristicas da
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exploracdo sustentivel apontada acima devem ser consideradas, estabelecendo estudos
adicionais ou complementares que permitam mapear e conservar a diversidade genética da
espeécie, conhecer seu ciclo reprodutivo, estoque natural, potencial econdémico, envolvimento
na cadeia alimentar, papel no ecossistema (ecofisiologia), estudos de manejo, entre outros,
sem 0s quais ndo serd possivel falar em sustentabilidade (CAVALHEIRO; DURIGAN, 2002).

2.2 TERATOLOGIA

O desejo de conceber filhos saudaveis permeia toda a histéria da humanidade, assim
como, a preocupacdo com o uso de alimentos e drogas na gestacdo existe desde os tempos
mais remotos (SCHUMACHER, 2004; JELINEK, 2005). Nesse contexto, a teratologia é o
ramo da ciéncia que estuda as causas, 0S mecanismos e os padrdes de desenvolvimento
anormal. Sendo que um conceito fundamental da teratologia é o de que certos estagios de
desenvolvimento embrionario sdo mais vulneraveis a perturbacdo do que outros (MOORE;
PERSAUD, 2008). Esses defeitos podem ser deformidades, rupturas, displasias ou
malformacdes (HANSEN; YANKOWITZ, 2002). E importante notar que malformac&o n3o
significa apenas formacdo anormal de tecidos, mas também anormalidades biogquimicas,
podendo ser causadas pela acdo direta de um agente toxico sobre o feto ou através de acdo
sobre o organismo materno (BERNARDI, 1999).

Até a década de 1940, acreditava-se que os embribes humanos estavam desprotegidos
de agentes ambientais, tais como drogas e virus, pelas membranas extraembrionarias/fetais
(dmnio e coérion) e pelas paredes abdominal e do Utero da mée. Contudo, em 1941, foram
publicados os primeiros casos bem documentados de que um agente ambiental (virus da
rubéola) poderia provocar perturbacdes graves do desenvolvimento, como catarata, se tivesse
presente no desenvolvimento critico do desenvolvimento dos olhos, coracdo e orelhas dos
seres humanos. Outro caso presente na literatura, diz respeito a anomalias graves dos
membros e de outras perturbacdes do desenvolvimento que foram encontradas em criancgas de
médes que tinham consumido o sedativo talidomida durante o inicio da gestacdo (MOORE;
PERSAUD, 2008).

Esse medicamento era usado para diminuir nauseas em mulheres gravidas. Milhares de
criancas malformadas nasceram de mulheres que ingeriram a talidomida durante a gestagéo.
Defeitos significativos nos fetos foram causados com a ingestdo de uma Unica dose. Os fetos
expostos a talidomida apresentaram intestinos malformados, defeitos na audicdo, auséncia de

orelhas, anomalias renais e oculares. Porém, o fenotipo que mais chamou a atencéo foi a
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focomelia ou meromelia (Figura 1), uma sindrome caracterizada pela aproximacgdo ou
encurtamentos dos membros ao tronco do feto (SMITHELLS; NEWMAN, 1992).

Figura 1 - Menino recém-nascido apresentando membros tipicamente malformados (meromelia —
encurtamento dos membros) causados pelo sedativo talidomida.
Fonte: MOORE; PERSAUD (2008).

Segundo Moore e Persaud (2008) as causas de defeitos ao nascimento ou anomalias
congénitas sdo frequentemente divididas em: fatores genéticos, como anormalidades
cromossOmicas; fatores ambientais, como drogas e virus. Entretanto, muitas anomalias
congénitas comuns sdo causadas por fatores genéticos e ambientais atuando em conjunto —
heranca multifatorial (fatores genéticos e ambientais agindo em conjunto de uma forma
complexa).

Fatores genéticos sdo as causas mais comuns de anomalias congénitas, estima-se que
eles causam cerca de um terco de todos os defeitos ao nascimento. Dois tipos de alteracdes
ocorrem nos complementos cromossémicos: numéricos e estruturais. As alteracbes podem
afetar os cromossomos sexuais e/ou 0s autossomos, contudo em alguns casos ambos 0s tipos
de cromossomos podem ser afetados (MOORE; PERSAUD, 2008).

Embora os embriGes humanos estejam bem protegidos no Utero, agentes ambientais
(teratdgenos), podem causar perturbacfes no desenvolvimento apos a exposicdo da mae a eles
(MOORE; PERSAUD, 2008). Assim, um agente teratogénico ou teratégeno é definido como
qualquer substancia, organismo, agente fisico ou estado de caréncia que, estando presente

durante a vida embrionaria ou fetal, produz uma alteracdo na estrutura ou funcdo da
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descendéncia (OPITZ, 1982). Essas alteragdes podem se refletir como perda da gestagéo,
malformacdes ou alteracGes funcionais (retardo de crescimento, por exemplo), ou ainda
distdrbios neuro-comportamentais, como o retardo mental (KALTER, 2003). Entre os fatores
ambientais existem os agentes infecciosos, como por exemplo, o virus da rubéola,
citomegalovirus e o parasita Toxoplasma gondii; os agentes quimicos, envolvendo farmacos,
por exemplo, talidomida, &cido retinoico, alcool e acido valproico; e os agentes fisicos, como
raios-X e radiacdo atdbmica (FAVERO, 2006).

Os estudos de teratogenicidade séo realizados em sua grande maioria em animais e
com isso, fornecem base de triagem para a verificacdo do potencial teratogénico de um
determinado agente, sendo de grande importancia para a compreensdo dos principios e
mecanismos da teratogénese, porém, nem sempre esses estudos sdo bem sucedidos devido as
diferencas genéticas entre as espécies (SCHARDEIN, 2000).

2.3 DESENVOLVIMENTO EMBRIONARIO E FETAL

Nogueira e Liberman (2002), afirmam que durante a gestacdo, ocorrem mudangas no
sistema neuroenddcrino com o intuito de se manter a salde da mée e de fornecer condicBes
ideais para o desenvolvimento fetal. E necessario que uma complexa sequéncia de eventos
adaptativos e mudancas hormonais sejam bem coordenados, para que assim, a gestacdo seja
bem sucedida.

De acordo com Fritz e Giese (1990), a gestacdo em mamiferos pode ser dividida em
trés periodos: pré-implantacdo, organogénese e fetal. A fase de pré-implantacdo compreende o
periodo que vai desde a fecundacdo até a implantacdo do blastocisto no Utero, na espécie
humana, esse periodo vai até o 17° dia pos-fecundagdo, enquanto que em ratos e
camundongos, até o 6° dia (FRITZ; GIESE, 1990). AlteracGes em estagio na sequéncia desses
eventos podem causar a morte do zigoto (MOORE; PERSAUD, 2008).

A fase de organogénese (onde ocorre a implantagdo do blastocisto no Utero) na espécie
humana vai do 18° ao 57° dia de gestacdo, e no rato, do 7° ao 14°. Esse periodo é caracterizado
por uma intensa proliferacdo e migracdo celular, remodelamento tissular e formacéo
rudimentar das estruturas do corpo (BRENT, 1993). Logo pds a implantacao, o blastocisto em
ratos e seres humanos rompe o epitélio uterino e invade o estroma endometrial, levando a
formacdo da placenta, caracterizada por uma intima relagdo entre as circulacdes fetal e

maternal. Essa implantacdo é também caracterizada por uma pronunciada reacdo estroma-
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endométrio, referida como decidualizagdo (a decidua forma o componente maternal da
placenta) (RASWEILER IV; BADWAIK, 1999; WITORSCH, 2002; GRAY et al., 2004).

E o periodo de maior susceptibilidade, a acfo de agentes teratogénicos e
embriofetotoxicos, no qual o maior nimero de malformacbes pode ser induzido, sendo
considerado o periodo teratogénico classico (Figura 2) (BRENT, 1993). No final desse
periodo, os principais sistemas ja comegaram a se desenvolver, entretanto o funcionamento da
maioria deles € minimo, com excec¢éo do sistema cardiovascular. Com a formacao dos tecidos
e orgdos, a forma do embrido muda, e, no final da oitava semana, o embrido apresenta um
aspecto nitidamente humano (MOORE; PERSAUD, 2008).

Semanas do desenvolvimento humano

Periodo de
sensibilidade maxima ao
desenvolvimenlo anommal

Hisco crascente de anomalas congc:mtas
~— [poca do nascimento

- o -~
0 3 Formacgio de drgios @ Crescimento e maturacio 28
dos sistemas de drgécs

8 Pcdc ocorrer morte do embrido
=21 Pede ocorrer ma-formagao do embrido (p. ex., defeito cardiaco)

B Pode ocorrer perturbacao funcional do feto (p. ex., retardamento mental)

Figura 2 - llustragdo mostrando o risco crescente do desenvolvimento de anomalias congénitas
durante a organogénese.
Fonte: MOORE; PERSAUD (2008.).

A terceira fase, conhecida como fase fetal, é caracterizada por diferenciacdo e
crescimento tissular, maturacdo fisioldgica dos diferentes sistemas e crescimento ponderal do
feto. Compreende o periodo que vai do 57° dia pds-fertilizacdo até o nascimento, e do 16° ao
21° em ratos (FRITZ; GIESE, 1990; ROGERS; KALVLOCK, 2001).

Embora a transformagdo do embrido em feto seja gradual, a mudanca de nome é
relevante, pois significa que o embrido tornou-se um ser humano reconhecivel e que ja se
formaram todos os sistemas importantes. O desenvolvimento durante o periodo fetal esta
basicamente relacionado com o rapido crescimento do corpo e com a diferenciacdo dos
tecidos, Orgdos e sistemas. Uma notdvel mudanca que ocorre durante o periodo fetal é a

diminuicdo relativa do crescimento da cabega em compara¢do com o resto do corpo. A taxa
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de crescimento durante o periodo fetal é muito grande, e, durante as ultimas semanas, 0 ganho
de peso pelo feto € surpreendente (MOORE; PERSAUD, 2008).

Nesse periodo, a sensibilidade frente a malformacfes anatbmicas € extremamente
baixa, contudo é notdrio que a exposicdo a agentes quimicos pode produzir morte celular e
inibicdo da divisdo celular. Assim, essas alteracdes podem interferir com a formacéo dos
sistemas nervoso, endocrino e imunoldgico, promovendo desordens funcionais e de
comportamento (FRITZ; GIESE, 1990; ROGERS; KALVLOCK, 2001).

2.4 TOXICOLOGIA REPRODUTIVA

A toxicologia do desenvolvimento estuda os efeitos adversos que ocorrem nos
organismos em desenvolvimento apds a exposicdo a substancias quimicas antes da concepcéo,
durante o desenvolvimento pré-natal ou pos-natal até a puberdade. Além de englobar a
teratologia e a toxicologia da reproducdo (BARROS; SOLANGE, 1996).

A toxicologia reprodutiva é recente e tem suas raizes relacionadas a teratologia. Os
estudos voltados para esta area incluem malformacGes estruturais, retardo no crescimento,
dano no desenvolvimento e a morte do organismo, assim como também se preocupa com 0
estudo da cinética, mecanismo de acdo toxica, patogénese e as consequéncias da exposicao
aos agentes toéxicos ou condicGes que levem ao desenvolvimento anormal do animal
(ROGERS; KAVLOCK, 2001).

Assim, para avaliar a toxicidade pré-natal causada por agentes quimicos, muitos
fatores devem ser considerados, tais como o periodo da gravidez, a doses administrada, e a
diferenca de sensibilidade que os mamiferos tém quando expostos a estes agentes. Dessa
forma, € muito importante ter em conta tais fatores, podendo-se assim, estabelecer
apropriados protocolos experimentais (ALMEIDA; LEMONICA, 2000).

Vale ressaltar, que o estudo da toxicidade reprodutiva € dividido em trés segmentos
que sdo adaptados de normas da US EPA (Environmental Protection Agency) , além de
serem recomendados pela Food and Drug Administration (FDA) e Organization for

Economic Cooperation and Developmente (OECD), como descrito abaixo:

a) Segmento | - Toxicidade Cronica: avalia os efeitos sobre a fertilidade tanto de machos
quanto de fémeas, formagdo e maturacdo espermaética, acasalamento e fertilizag&o,
sendo os machos tratados antes e durante o acasalamento e as fémeas antes e durante a

prenhez e lactagéo;



34

b) Segmento Il - Toxicidade Pré-natal (teratogenicidade): avalia as possiveis alteracdes

no desenvolvimento da progénie expostas durante a fase de organogénese;

c) Segmento Il — Toxicidade Peri e Pds-natal; avalia os efeitos sobre o desenvolvimento
pré e pos-natal de progénies expostas durante a fase de desenvolvimento fetal e

lactacdo.

A legislacdo recomenda que os testes de toxicidade reprodutiva e teratogenicidade
sejam realizados em pelo menos duas espécies animais. Contudo, os ratos sdo os modelos
preferenciais (MELLO; LANGELOH, 2006). Quanto aos ratos, convencionalmente utiliza-se
a espécie Rattus norvegicus albinus, linhagem Wistar (COBEA, 1996; HOLLENBACH,
2008).

No que se refere as vias de administragdo utilizadas nos ensaios de toxicidade
reprodutiva, a via oral é a mais utilizada, pois além de permitir determinar a dosagem precisa
da substancia teste, permite a padronizacdo dos niveis plasmaticos maternos. Entretanto,
outras vias de administracdo podem ser empregadas de acordo com a exposicao e

caracteristicas fisico-quimicas da substancia em analise (LEMONICA, 2001).

2.5 PLANTAS MEDICINAIS E TOXICOLOGIA REPRODUTIVA

A grande procura por alternativas naturais, para prevenir e curar enfermidades
aumentou o consumo de plantas medicinais sob a forma de chas ou outras preparacfes de
plantas e formas farmacéuticas. Com isso, alguns principios ativos poucos estudados se
tornam um perigo real para a salde da populacdo. Para tanto, os estudos da toxicidade pré-
clinica, além da avaliacdo de seguranca e eficacia dos fitoterapicos se torna de extrema
importancia (HOLLENBACH, 2008).

A utilizacdo de espécies vegetais normalmente sdo para fins terapéuticos conhecidos a
partir de ditos populares e que em alguns casos ha comprovacdo cientifica. Contudo o que
pouco se sabe é que essas mesmas plantas utilizadas para fins terapéuticos podem apresentar
efeitos que sdo desconhecidos e que podem gerar transtornos para gestantes. Assim, 0 UsO
dessas plantas pelas gestantes, deve seguir rigorosamente 0s mesmos cuidados dos
medicamentos alopaticos, ou seja, sempre com o conhecimento médico prévio, ja que, péde-
se observar em achados literarios o fator embriotoxico, teratogénico e abortivo de muitas
especies (RODRIGUES et al., 2011)
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Produtos de origem vegetal possuem constituicdo quimica complexa, sendo possivel
que alguns dos seus constituintes ndo tenham sido identificados ou que ainda ndo se conheca
suas acdes sobre o organismo. Isso faz com que seja necessario um maior cuidado na
administracdo destes produtos. Deve-se levar em conta, também, que as plantas medicinais
podem interferir na atividade de outros medicamentos sintéticos eventualmente utilizados pela
gestante (CLARKE et al., 2007).

Acredita-se que a exposicdo a planta durante a gravidez seja somente responsavel por
cerca de 1% das malformacdes fetais. Embora essa porcentagem pareca pequena, 0S NnUmeros
totais sdo expressivos. Dentre as plantas encontradas com esses efeitos comprovados, as
partes comumente utilizadas sdo folhas, frutos, cascas dos galhos, flores e raizes variando de
planta para planta e de acordo com sua constituicio (RODRIGUES et al., 2011). Os estudos
de toxicologia reprodutiva de produtos naturais ainda sdo incipientes no Brasil, contudo, sdo
necessarios, para que a classe médica possa prescrever 0 uso desses produtos naturais
(CALIXTO, 2005).

Almeida e Lemonica (2000), avaliaram em seu estudo o 0s possiveis efeitos toxicos do
extrato hidroalcoolico de Coleus barbatus B. durante os periodos de pré-implantacdo e
organogénico em ratas prenhes, nas doses de 220, 440 e 880 mg/kg/dia. Os resultados
mostraram que o tratamento com 880 mg/kg/dia do extrato de C. barbatus antes da
implantacdo do embrido causou atraso no desenvolvimento fetal e um efeito anti-implantacéo,
0 que justifica o uso popular deste extrato com fins abortivos. Apo6s a implantacdo do embrido
retardado no desenvolvimento associado a toxicidade materna foi observado nos fetos do
grupo que recebeu 880 mg/kg/dia do extrato.

O estudo realizado por Calliari-Martin et al. (2001), mostrou que a exposicao pré-natal
a Artemisia vulgaris L. em ratas ndo causou toxicidade materna nem aumentou a frequéncia
de malformacdes externas em nenhuma das doses administradas (1500, 3000 e 6000 mg/kg).
Um aumento na taxa de reabsor¢cdes por implantacdo foi observado com 6000 mg/kg,
mostrando que houve perda pos-implantacdo. Portanto, os dados apresentados neste estudo
indicam que a A. vulgaris L. na dose de 6000 mg/kg causou um efeito embriotoxico. E em
doses abaixo de 6000 mg/kg ndo foram observados efeitos adversos que pudessem ser a ela
associados.

Costa-Silva et al. (2006), investigou os efeitos do Oleo extraido das sementes da
Carapa guianensis (OS) sobre varidveis reprodutivas e, ainda, sobre o desenvolvimento da
prole de ratas Wistar nas doses de 0,375, 0,75e 1,5 g/kg, chegando a conclusédo de que na

prole, ndo foram registradas alteragdes, exceto aumento da atividade motora na menor dose do
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OS. Concluindo-se que o dleo de Carapa guianensis ndo interfere na fertilidade de ratas
Wistar e desenvolvimento da prole, entretanto 0 aumento da atividade motora pode indicar
uma possivel acéo sobre o desenvolvimento do sistema nervoso central.

Lima et al. (2011), realizaram um estudo de sobre a performance reprodutiva de ratas
prenhas submetidas ao tratamento com um creme vaginal a base do 6leo de copaiba. Os
resultados deste estudo demonstraram auséncia de toxidade materna e embriofetotoxidade na
dose administrada (2,5% de 0leo resina de copaiba), correspondente a 10 vezes a dose que
sera usada em humanos.

Rocha et al. (2013), avaliaram a toxidade do extrato de Pradosia huberi durante o
periodo de pré-implantacdo de ratos Wistar nas doses de 1.22, 6.1, e 30.5 mg/kg. Os
resultados obtidos revelaram que tal extrato compromete a capacidade reprodutiva durante a
fase de pré-implantacdo embrionaria, sugerindo um possivel efeito toxico sobre o sistema

reprodutivo de ratos Wistar.

2.6 Endopleura uchi (Huber) Cuatrec.

2.6.1 Posicionamento taxonémico da espécie botanica Endopleura uchi (Huber) Cuatrec.

O posicionamento taxondmico de Endopleura uchi (Huber) Cuatrec. estd demonstrado

no Quadro 1.

Quadro 1 - Posicionamento taxonémico de E. uchi.

Reino Plantae

Divisdo Magnoliophyta

Classe Magnoliopsida
Subclasse Magnoliidae

Ordem Malpighiales

Familia Humiriaceae

Género Endopleura

Espécie Endopleura uchi
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2.6.2 Principais caracteristicas da espécie botanica Endopleura uchi (Huber) Cuatrec.

A espécie botanica E. uchi pertence a familia Humiraceae que € constituida por oito
(8) géneros (Duckesia, Endopleura, Hylocarpa, Humiria, Humiriastrum, Sacoglottis,
Shistostemon e Vantanea) que incluem cingquenta (50) espécies de plantas que sdo encontradas
principalmente nas regiGes neotropicais, apresentando como distribuicdo geografica a
América do Sul tropical, Africa tropical, México e Centroamérica (GENTRY, 1993). E. uchi
é originaria da Amazonia brasileira, sendo distribuida por quase toda a Regido Norte (Acre,
Amazonas, Amapda, Par4, Rondbnia e Tocantins) (Figura 3) (MEDEIROS; AMORIM;
HOLANDA, 2014).

Figura 3 — Distribuicdo geografica de Endopleura uchi (Huber) Cuatrec.
Fonte: FLORA DO BRASIL. Disponivel em:
<http://floradobrasil.jbrj.gov.br/jabot/floradobrasil/FB23295>

Apresenta somente Sacoglottis uchi (Huber) como sindnimo botanico, classificada
pelo botanico Jacques E. Huber. No entanto, José Cuatrecasas, também botéanico, observou
grandes diferencas entre uchi e o género Sacoglottis, criando dessa forma E. uchi. Essa
espécie € popularmente conhecida como: uxi, axua, cumate, uxi-ordinario, uxi-pucu, uxi
verdadeiro, uxi-amarelo, uxi-liso, cumaté e pururu. (CUATRECASAS, 1961; PRANCE;
SILVA, 1975).
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Segundo Shanley e Gaia (1998), E. uchi é uma espécie da floresta de terra firme de
dossel alto, as arvores atingem cerca de 25 a 30 metros de altura, e um didmetro de até um
metro (Figura 4), possuem cascas com coloracdo cinza (Figura 5). Essa espécie boténica se
reproduz atraves da semente, levando geralmente de 9 a 10 meses para germinar. As mudas

crescem lentamente, e as arvores comumente ndo frutificam até completar 15 anos.

Figura 4 — Endopleura uchi (Huber) Cuatrec.
Fonte: BRAZILIAN WOODS. Disponivel em:
<http://www.ibama.gov.br/Ipf/madeira/caracteristicas.php?ID=92&caracteristica=76 >

Figura 5 — Casca do caule de Endopleura uchi (Huber) Cuatrec.
Fonte: BRAZILIAN WOODS. Disponivel em:
<http://lwww.ibama.gov.br/Ipf/madeira/caracteristicas.php?ID=92&caracteristica=76 >

O fruto tem uma dupla camada oblongo-elipséide de 5 a 7 cm de comprimento, 3 a 4
cm de didmetro, com peso entre 50 g e 70 g e apresenta coloracdo verde-amarelada quando
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maduro (Figura 6) (SHANLEY et al., 2002). Além do que € apreciado tanto pelas pessoas
como pelos animais, por toda a Amazonia brasileira, o que a torna a favorita dos cacadores
para construir armadilhas de caca, sendo dessa forma, de grande importancia na alimentacéo
dos animais silvestres (SHANLEY; GAIA, 1998).

Figura 6 - Frutos de Endopleura uchi (Huber) Cuatrec.
Fonte: MAX et al. (2002).

2.6.3 Importancia da espécie botanica Endopleura uchi (Huber) Cuatrec.

O fruto de E. uchi era chamado de “fruta do pobre” devido ao seu baixo custo, sendo
assim, acessivel as pessoas de baixa renda. Contudo, hoje é mais valorizado, atingindo bons
precos no mercado, além de ser comido cru, ou na forma de refresco é também consumido
como sorvete ou picolé. O 6leo que € produzido é de boa qualidade e utilizado na comida e
como remédio no tratamento de sinusites em criancas e para prisdo de ventre nos adultos.
Além de que das sementes fazem-se artesanato, defumagdo e amuleto (SHANLEY;
MEDINA, 2004; SHANLEY; GAIA, 1998). Uxi oferece atualmente um retorno rentavel para
muitos colheitadeiras. Em muitas comunidades que cercam Belém, a estacdo de frutificacdo
de 4 meses gera a maior parte da renda em dinheiro doméstico (SHANLEY et al., 2002).

Os estudos com polpa de frutos de E. uchi o indicaram como fonte de &cidos graxos,
fibras, esterdides, sais minerais, vitaminas C e E Sendo que os principais acidos graxos
identificados foram o acido oléico (7,38%) e acido palmitico (3,78%). Vale ressaltar, que a
composicdo do aroma presente nos frutos também foi avaliada, sendo identificados 42
componentes, com predominéncia de 3,3-dimetil-2-butanol (18,8%) e eugenol (14,0%)
(MARX et al., 2002).
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Costa et al. (2010), coletaram frutas e castanhas das regides Norte e Nordeste do Brasil
para determinar o seu conteudo de fitoesterol e tocoferol. As espécies boténicas estudadas
foram Aptandra spruceana M., Bertholletia excelsa H.B.K, Couma rigida M, Euterpe
oleracea M, Maximiliana maripa D, Genipa Americana L, Mauritia flexuosa L. e Endopleura
uchi C. Para os autores, as polpas de maracuja (Couma rigida M), inaja (Maximiliana maripa
D) e jenipapo (Genipa Americana L) apresentaram os maiores teores de fitoesterdis totais. No
entanto, considerando o a-tocoferol equivalentes, as polpas de Buriti (Mauritia flexuosa L)
(346.721 pg g ™) e uxi (Endopleura uchi C.) (200.92 pg g ) continham a maior atividade de
vitamina E. Sendo que dessa forma, sugeriram que tais frutos e nozes séo eficazes para ser
cultivado e comercializado como recursos alimentares alternativos para estes compostos
bioativos.

Corroborando com o estudo de Magalhées et al. (2007) que também inferiu que o fruto
de E. uchi apresenta potencial como alimento funcional, devido a importancia do papel
nutricional dos carotenoides, pois em seu estudo evidenciou através da analise da composicao
do mesmo, a predominancia de B-caroteno (16,57 pg.g™) e isbmeros do B-caroteno, trans-p-
caroteno (89,3%), 13-cis-p-caroteno (8%) e 9-cis-p-caroteno (3%), além do isolamento do
glicosideo bergenina, composto que apresenta bioatividade.

Neves et al. (2012), caracterizaram a atividade antioxidante de oito espécies de frutos
nativos da regido amazonica brasileira, observando que quando a relacdo entre a atividade
antioxidante medida pelo método ORAC e o conteudo de fendlicos totais foram analisados, o
uxi evidenciou o poder antioxidante mais elevado quando comparado aos demais frutos
estudados (Acai, Araca-boi, Caja, Caju, Camu-camu, Inajad e Murici), apesar de apresentar
niveis relativamente baixos no conteddo de fendlicos totais e na atividade antioxidante
medida pelo método ORAC. Dessa forma, segundo os autores, isso significa que existe uma
contribuicdo consideravel desses compostos fendlicos na atividade antioxidante do fruto de E.
uchi.

Além do valor econémico da fruta, as cascas do caule de E. uchi ganharam destaque
através de declaracdes feitas em televisdo sobre a eficacia que tal espécie apresentava para o
tratamento de artrite, reumatismo, colesterol e diabetes (SHANLEY; GAIA, 1998). O chéa de
sua casca também é usado na medicina tradicional como um anti-inflamatorio e contra
tumores e infecgdes uterinas (CORREA, 1984; REVILLA, 2001). A mesma ¢ bastante
apreciada para a carpintaria por apresentarem madeira densa. Sendo que na Amazdnia

oriental, ela é bastante extraida pela industria madeireira. Considerada uma espécie vegetal
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local bastante valiosa que geram conflitos de uso devido a excelente madeira, altos valores
frutiferos, medicinal, além de servir como um atrativo para a caca (SHANLEY; GAIA, 1998).

2.6.4 Constituintes quimicos e atividades bioldgicas da espécie botanica Endopleura uchi
(Huber) Cuatrec.

Segundo Politi (2009), as cascas de E. uchi é constituida principalmente por trés tipos
de metabolitos secundarios: taninos, cumarinas e saponinas. Contudo, outro estudo
fitoquimico realizado a partir do extrato bruto etandlico das cascas, levou ao isolamento de
isocumarinas bergenina e 8,10 dimetoxibergenina (Figura 7 - A e B, respectivamente), além
dos triterpendides pentaciclicos, acido masilinico e o seu éster masilinato de metila (LUNA et
al., 2000).

A

Figura 7 - Estruturas quimicas de Endopleura uchi (Huber) Cuatrec. A) Bergenina; B) 8,10
Dimetoxibergenina.
Fonte: BORGES (2010).

Politi et al. (2011), ao testarem a atividade antioxidante, citotoxicidade e atividade
antimicrobiana de cinco diferentes extratos preparados da casca de E. uchi, selecionados por
seu teor de taninos totais, chegaram a conclusdo de que na atividade antioxidade, os valores
encontrados foram muito semelhantes entre os extratos e os padrdes antioxidantes utilizados
nos ensaios. Ja a andlise de citotoxicidade em células de mamiferos indicaram que todos 0s
extratos testados exibiram 1Csp.com valores maiores do que a maior concentragdo utilizada,
mostrando que eles ndo apresentam um risco quando consumidos sob essas condic¢des. Quanto

a atividade antimicrobiana o extrato foi testado contra cinco cepas bacterianas e uma cepa de
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levedura. Contudo, nenhum dos extratos analisados apresentou efetividade na inibicdo do
crescimento para a os diversos microrganismos testados.

Tacon (2013), realizou um trabalho, cujo objetivo foi estudar a extracdo das cascas de
Endopleura uchi, usando o metodo de maceracdo dindmica, analisando o tempo e a
temperatura de extragéo e a porcentagem de material vegetal utilizada em relagéo ao solvente.
Entretanto, um projeto Box-Behnken foi aplicado para estudar a influéncia desses fatores e as
respectivas superficies de resposta. A caracteriza¢do do extrato foi feita por determinacédo de
sua atividade antioxidante por DPPH; contetdo de polifendis total e conteddo de bergenina.
Em geral, os extratos mostraram boa atividade antioxidante, com a ICsy variando 4,02 - 5,87
pg/mL. O teor de polifendis variaram de 31,89 para 47,82%. Além de que altos niveis de
marcadores quimicos foram observados em todos os extratos, com teor de 35,58% de
bergenina. Para os autores, os resultados mostram que o estudo multivariado de extracdo € um
passo fundamental para o desenvolvimento e padronizagéo de extratos de E. uchi.

No estudo de Bento et al. (2014), um polissacarideo (AGb) obtido a partir das cascas
de E. uchi (decoccdo) foi purificado, adquirindo-se uma arabinogalactana tipo 1l (AG), sendo
que esta foi avaliada pelos seus efeitos citotdoxicos em células HeLa. A arabinogalactana tipo
I1 (5-500 pg/ml) reduziu a viabilidade celular as 48 e 72 h (aproximadamente 20%), mas néo
de uma forma dependente da dose. Observaram também que a proliferacdo celular foi
reduzida por AG, com uma inibicdo de 25% (100 pg/ml) as 72 h. Assim, concluiram que a
citotoxicidade exibido por AG ndo envolve vias relacionadas com o ciclo celular.

Vale ressaltar que a bergenina extraida tanto do fruto como das cascas de E. uchi tém
sido apontada como principal constituinte responsavel pelas diversas atividades bioldgicas
demonstrada na literatura.

Nunomura et al. (2009), isolaram a bergenina pura do extrato metandlico das cascas de
E. uchi e depois determinaram a atividade anti-inflamatéria in vitro pela medida da
concentracdo inibitdria (Cl) da bergenina frente a trés importantes enzimas: COX-1, COX-2
(ciclooxigenases) e fosfolipase A, (PLA;). Sendo que essas enzimas sdo importantes alvos
terapéuticos no processo de descobrimento de novas drogas anti-inflamatérias associadas com
a biossintese das prostaglandinas. A bergenina foi capaz de inibir seletivamente COX-2 (Clsy
= 1,2 umol L™), demonstrando sua importancia como provavel responsavel pela atividade
anti-inflamatoria dos chas das cascas de E. uchi, uma vez que inibidores seletivos de COX-2
tém sido clinicamente validados como drogas anti-inflamatérias por sua eficacia e por nédo
apresentar efeitos gastrintestinais colaterais.Os autores também avaliaram a quantidade de

bergenina no extrato aquoso preparado da forma popular, através do CLAE em fase reversa,
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obtendo um resultado como sendo 3% nas cascas, indicando uma alta concentracdo de
bergenina nos chés e nas cascas de E. uchi.

Silva et al. (2009), também isolaram o constituinte bergenina atraves das cascas de E.
uchi, por meio de cromatografia em coluna e posterior identificacdo estrutural através de
espectros de RMN. Quanto a avaliacdo da atividade antimicrobiana da bergenina, dos extratos
e fragBes de E. uchi, esta foi realizada frente a varios microorganismos isolados clinicamente,
sendo que os resultados revelaram a bergenina como um inibidor seletivo de Candida
albicans, C. tropicalise C. guilliermondii. Nesse contexto, para os autores a atividade seletiva
de bergenina contra trés espécies de Candida auxilia na compreensdo do seu uso tradicional
contra que infecgdes que afetam o aparelho reprodutor feminino.

Outras atividades bioldgicas também sdo atribuidas a esse glicosideo, tal como
atividade anti-hepatotdxica (KIM et al., 2000) e neuroprotetora (TAKAHASHI et al., 2003).
Entretanto, Borges et al. (2011) visando a obtengcdo de um derivado mais potente que a
bergenina decidiu acetilar esta substancia. Bergenina foi isolada a partir do fracionamento por
cromatografia por via Umida do extrato aquoso das cascas do caule de E. uchi e
acetilbergenina (Figura 8) a partir da acetilacdo da bergenina. A acetilbergenina foi testada em
modelos de nocicepcdo, sendo que os testes realizados foram de contor¢do abdominal, placa
quente e formalina. No teste de contor¢do abdominal induzida por &cido acético 0,6%, foi
verificado que a acetilbergenina, nas doses de 1, 5, 10, 15 e 25 mg/kg, bloqueou 0 nimero de
contorcBes abdominais em 28,2%, 52,7%, 61,1%, 68,3%e 95,0%, respectivamente, e de
maneira dose-dependente quando comparada ao grupo controle. DE50 calculada foi de 6,8
mg/kg. No teste da placa quente, acetilbergenina (6,8 mg/kg) nao induziu alteragcbes no tempo
de laténcia quando comparada ao grupo controle. No teste da formalina, acetilbergenina (6,8
mg/kg) inibiu em 88,3% o0 estimulo algico na 22 fase (inflamatdria) quando comparada ao
grupo controle. Os resultados sugerem que acetilbergenina apresenta atividade

antinociceptiva, provavelmente, de origem periférica.
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Figura 8 - Acetilbergenina
Fonte: BORGES (2010).
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

Avaliar em nivel ndo clinico, a toxidade subcronica e reprodutiva (periodos de pre-
implantacdo, organogénese e fetal), em Rattus norvegicus albinus, linhagem Wistar,

resultantes da administracdo oral do extrato hidroetandlico das cascas do caule de E. Uchi.

3.2 ESPECIFICOS

v’ Avaliar os efeitos da administracdo subcronica do extrato hidroetanélico das cascas do
caule de E. uchi sobre os parametros de desenvolvimento ponderal, ingestdo de agua,
ingestdo de racdo, hematoldgicos e bioquimicos de R. norvegicus (machos e fémeas).

v Investigar os efeitos da administracdo oral do extrato hidroetandlico das cascas do
caule de E. uchi sobre a prenhez no periodo pré-implantacao;

v'Investigar os efeitos da administracdo oral do extrato hidroetanélico das cascas do
caule de E. uchi no periodo de organogénese;

v'Investigar os efeitos da administracdo oral do extrato hidroetandlico das cascas do
caule de E. uchi no periodo de desenvolvimento fetal;

v’ Analisar variaveis que indiquem toxidade nas progenitoras;

v' Avaliar a performance reprodutiva materna;

v' Analisar variaveis que indiquem embriofetotoxidade;

v’ Avaliar variaveis que indiquem teratogenicidade (anomalias e/ou malformacGes
externas e internas);

v'Avaliar o desenvolvimento geral e sexual da progénie de ratas expostas ao extrato

hidroetanolico E. uchi no periodo de desenvolvimento fetal.
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CAPITULO 1: AVALIAQAO DA TOXIDADE SUBCRONICA DO EXTRATO
HIDROETANOLICO DE Endopleura uchi (Huber) Cuatrec, EM RATOS WISTAR.
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RESUMO

Endopleura uchi (Huber) Cuatrec. (Humiriaceae), € uma espécie da floresta Amazonica
brasileira, usada popularmente contra disturbios menstruais e inflamagdes uterinas. O objetivo
desse estudo foi avaliar a toxidade subcronica do extrato hidroetandlico de E. uchi, sobre os
parametros bioquimicos e hematolégicos em ratos Wistar. Ratos foram tratados durante 22
dias consecutivos com o EHEEu (via oral) com a dose de 500 mg/kg e posteriormente,
determinados os perfis bioquimico e hematoldgico. Os resultados mostram que pelo
tratamento realizado ndo produziu sinais de toxidade ou morte, nem alteracdo no
desenvolvimento ponderal, ingestdo de &gua e ragcdo desses animais. Os pardmetros
bioquimicos e hematoldgicos ndo foram modificados pela administragio EHEEu, com
excecdo do indice hematimétrico MCHC dos ratos (machos) do grupo tratado, contudo, ndo
foi atribuido relevancia clinica, pois 0 mesmo se manteve dentro dos valores de referéncia
para a espécie. Sendo assim, a administracdo subcronica do EHEEu ndo produziu efeito
toxico em ratos Wistar.

Palavras-chave: Endopleura uchi. Tratamento Subcronico. Hematologia. Bioguimica.
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ABSTRACT

Endopleura uchi (Huber) Cuatrec. (Humiriaceae) is a species from Brazilian Amazon
rainforest, popularly used against menstrual disorders and uterine inflammation. This study
aimed to evaluate the subchronic toxicity of hydroethanolic extract from E. uchi (EHEEu) in
Wistar rats based on biochemical and hematological parameters. Rats were treated with daily
doses of EHEEuU (500 mg/kg - gavage), and then hematological and biochemical parameters
were observed. The results shows that the treatment performed produced no signs of toxicity
or death, as well as no changes in weight gain or daily intake of water and food. Biochemical
and hematological parameters were not modified by EHEEu administration, with the
exception of erythrocyte index of rats (males) in the treated group, however, it was not
assigned clinical relevance once it remained within the reference range for the species. Thus,
subchronic administration of EHEEu produced no toxic effects in Wistar rats.

Keywords: Endopleura uchi. Subchronic Treatment. Hematology. Biochemistry.
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1 INTRODUCAO

O uso tradicional de diversas plantas medicinais baseado em conhecimentos
populares, aliado a crenca de que, por ser natural ndo causa reacdes adversas, fez com que
poucas plantas medicinais fossem avaliadas através de estudos pré-clinicos e clinicos, a fim
de comprovar sua eficacia e seguranga (TUROLLA ; NASCIMENTO, 2006). Porém, ao
longo do tempo percebeu-se que determinadas plantas apresentavam substancias
potencialmente perigosas e, por esta razdo, deveriam ser utilizadas com cuidado, respeitando
seus riscos toxicoldgicos (VEIGA-JUNIOR; PINTO, 2005).

Endopleura uchi (Huber) Cuatrec. (Humiriaceae) é uma espécie botanica tipica da
floresta Amazonica brasileira. Essa planta é encontrada em mata de terra firme, no qual é
amplamente espalhada pela Bacia Amazonica. E conhecida popularmente na regido como
uchi, uxi, axud, uchi-pucu, uxi-amarelo, uxi-liso e uxi-ordindrio (CUATRECASAS, 1961,
SCHULTES, 1979). As cascas do caule de E. Uchi sdo utilizadas na forma de ch4, para tratar
distdrbios menstruais e inflamagdes uterinas (REVILLA, 2001). Outras indicacGes também
sdo conhecidas e citadas, como atividade antimicrobiana (POLITI, 2009), atividade
antioxidante elevada e auséncia de citotoxicidade (POLITI, 2011). Esses resultados justificam
cada vez mais o crescente interesse pelo estudo dessa planta.

Segundo Politi (2009) as cascas de E. uchi sdo constituidas principalmente por trés
tipos de metabdlitos secundarios: taninos, cumarinas e saponinas. Outro estudo fitoquimico
realizado a partir do extrato bruto etandlico das cascas, levou ao isolamento de isocumarinas
bergenina e 8,10 dimetoxibergenina, triterpendides pentaciclicos, acido masilinico e o seu
éster masilinato de metila (LUNA et al., 2000). A bergenina extraida da casca de E. uchi tém
sido apontada como o principal responsavel pelas atividades bioldgicas, tais como anti-
inflamatéria (NUNOMURA et al., 2009), antimicrobiana (SILVA et al., 2009),
neuroprotetora (TAKAHASHI et al., 2003) e antinociceptiva (OLIVEIRA, et al., 2011).

Até 0 momento os estudos toxicoldgicos realizados ndo sustentam a seguranca do
uso de E. uchi. No entanto, Politi et al. (2010) avaliaram a toxicidade oral aguda em
camundongos machos, com o extrato de cascas pulverizadas de E. uchi. Sendo assim, o
presente trabalho teve como objetivo avaliar a toxidade subcronica do extrato hidroetandlico

bruto das cascas do caule de E. uchi, em ratos Wistar, de ambos 0s sexos.
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2 MATERIAL E METODOS

As execucdes dos diversos protocolos experimentais foram realizadas no Laboratorio
de Biofarmacos do Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular, da Universidade
Federal Vicosa — UFV, situado na Avenida Peter Henry Rolfs, s/n — Campus Universitario —
Vigosa, MG - Brasil.

2.1 MATERIAL BOTANICO

O pbé das cascas do caule de E. uchi (464g) foram gentilmente cedidas pelo
Laboratorio de Farmacologia da Faculdade de Farmacia da UFPA, sendo que este material
botéanico foi coletado na regido metropolitana de Belém, Estado do Para, Brasil em 03 de abril
de 2005,em mata de terra firme e a identificacdo efetuada por botanicos da EMBRAPA
(Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria), cuja exsicata encontra-se depositada no

herbario da referida institui¢cdo sob codigo n° 180611.

2.2 PREPARACAO DO EXTRATO

As cascas do caule de E. uchi foram dessecadas em estufa de ar circulante a 40°C, por
72 h e ap0s sua secagem, trituradas em moinho de facas, obtendo-se o pé da planta (464g).
Posteriormente, este material foi macerado em solucéo hidroalcodlica a 75%, na proporc¢éo de
1:5 em temperatura ambiente, durante 7 dias, sob agitacdo constante (BARBOSA,
TAVARES, 2001). Em seguida, o macerado foi filtrado e concentrado em rotaevaporador
(QUIMIS, Modelo Q. 218.2), na temperatura de 40°C, até a evaporacdo completa do solvente.

O filtrado concentrado foi submetido a liofilizacdo fornecendo 10.65% de rendimento.

2.3 ANALISE DO TEOR DE POLIFENOIS E TANINOS TOTAIS

Adaptou-se 0 método da Farmacopéia brasileira 5% edi¢do (2010) descrito para a
espéecie Ratéania (Ratanhiae radix) e submetida a curva de regressao linear preparada com o
acido pirogalico, sendo que todas as analises foram realizados em triplicata.

Para a analise de polifenois totais foram transferidos 5 mL da solucdo estoque para
baldo volumétrico de 50 mL e misturada com 2 mL do reagente Acido fosfomolibdottingstico

modificado e completado o volume com solugédo carbonato de sddio a 15%. Posteriormente as
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absorvéncias foram medidas em 760 nm em espectrofotometro UV-VIS (Shimadzu, modelo
UVmini-1240).

Para polifendis ndo complexados com proteinas, utilizou-se albumina bovina
desidratada, depois de filtrada, foram transferidos 5 mL dessa solucdo e repetido o mesmo
processo para polifenois, todas as absorvancias foram medidas 2 minutos apds a adigdo do
ultimo reagente, utilizado como branco a solugdo de carbonato a 15%.

Os teores de polifendis foram calculados a partir da equacgédo da reta obtida pela curva
padrdo do &cido pirogalico em concentracdes de 0,01 a 0,05 mg/mL submetidas a reagdo com
0 &cido fosfomolibdotingstico em meio alcalino. A concentragdo de polifenois foi obtida em

porcentagem aplicando-se a seguinte férmula descrita por Sousa (2009):

X ["”5\1 .FD.100

%Pf = ?HLJ.. i
mi{mg)

Onde: %Pf= porcentagem de polifendis; X= concentracdo da amostra obtida na equacdo da

reta; FD= fator de diluicdo da solu¢do; m= massa da amostra.

2.4 ANIMAIS

Foram utilizados ratos (Rattus norvegicus albinus), linhagem wistar (machos e
fémeas), com peso em torno de 170g a 215g provenientes do Biotério do Centro de Biologia
da Reproducdo da Universidade Federal de Juiz de Fora — MG. Estes passaram por um
periodo de adaptacdo no Laboratério de Biofarmacos da Universidade Federal de Vigosa -
MG, mantidos sob condicGes controladas de iluminacéo, ciclo 12 horas claro/escuro (periodo
claro das 7:00 h da manhd as 19:00 h da noite), temperatura (23 + 2°C) e receberam agua e
racao (Labina®) a vontade.

O projeto de dissertacio foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
da Universidade Federal do Amapa, com o registro CEP — UNIFAP 001A/2012.

2.4.1 Tratamento dos animais e avaliacdo dos parametros bioquimicos e hematoldgicos
Vinte ratos correspondendo a dois grupos n=10/grupo (5 machos e 5 fémeas), foram

distribuidos aleatoriamente em subgrupos de cinco e tratados durante 22 dias consecutivos,

por via oral, com EHEEuU na dose de 500 mg/kg (grupo tratado) e agua destilada (grupo
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controle). Os parametros indicativos de toxicidade e as analises hemato-bioquimicas foram
realizadas segundo o método descrito por Silva et al. (2005), com algumas adaptaces. Foram
determinado os parametros como aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase
(ALT), colesterol total, colesterol HDL, triglicérides, fosfatase alcalina (FA), albumina,
glicose, creatinina, hemograma total e diferencial, usando os equipamentos de determinagéo
bioquimica multiparamétrico (Alizé) da Biomérieux e analisador automatico de células

hematoldgicas HumaCount Plus.

2.5 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos nas diversas analises foram expressos em média + erro padrao
da média (média £ E.P.M.) de cada grupo experimental. Para a andlise bioquimica e
hematoldgica, foi utilizado o teste de Mann - Whitney, e, para comparar os dados do
desenvolvimento ponderal, ingestdo de agua e ragdo foi utilizado o teste “t” de Student (ndo
pareado). Os graficos foram construidos através do software GraphPad Prism® (versdo 5.03).

Resultados com p < 0,05 foram considerados estatisticamente significativos.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os polifendis variam desde moléculas simples até moléculas complexas com alto
grau de polimerizacéo e classificam-se em diversas classes de metabolitos secundarios, como
flavondides, acidos fendlicos, fendis simples, cumarinas, taninos, ligninas, tocoferdis e dentre
outros e sdo facilmente oxidaveis por metais, luz, calor e em processos enzimaticos.
(SHAHIDI, 1995; SIMOES et al., 2004).

Com o extrato liofilizado, o teor de polifendis totais capazes de reduzir o &cido
fosfomolibdotingstico em 2 minutos exatos de leitura em espectrofotometro e submetido a
curva de regressao linear (Figura 1), foi igual a 7,01 % equivalendo a média de 0,021+0,008
mg/mL (n=3). A andlise de taninos totais demonstrou um percencentual de 1,5 % com
0,0045+£0,0011 mg/mL (n=3) representando 21,4 % de todos os polifendis no extrato.
Possivelmente o baixo teor de taninos € decorrente por esta espécie ser encontra na floresta
amazonica, onde ha grande incidéncia de regides sombreadas e a luminosidade é um fator que
afeta a producdo de taninos, sendo diminuida em ambientes sombreados comparados a
espécies cultivadas ao sol e quanto mais velha a planta, maior a concentracdo de taninos
(SCHEFFER, 2002).

0.6+

=
=
ol s a3

Abs.(T.A)

0.00 0.02 0.04 0.06
Concentration (tag/mlL)

Figura 1 - Curva padrdo do acido pirogalico por espectrofotometria (A=760 nm), concentragdes de
0,01 a 0,05 mg/mL submetidas a reacdo com o acido fosfomolibdotingstico em meio alcalino com
leitura ap6s 2 minutos de reacdo. A regressdo linear dos resultados obteve coeficiente de correlacdo
r’=0.9987 com a equaco da reta y= 10.450x- 0.0118.

Um dos indicadores de efeitos adversos de drogas e substancias quimicas é a alteracéo
na massa corporal dos animais (TOFOVIC E JACKSON, 1999; RAZA et al., 2002; TEO et
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al., 2002). A toxicidade sistémica, também, pode ser diagnosticada pela diminuicdo da
ingestdo de &gua, racdo, alteracbes comportamentais como prostacdo e apatia, e pelo
aparecimento de pélos arrepiados (MELO, 2001).

Nesse estudo, foi observado que o ganho de massa corporal dos grupos de ratos
(machos) controle e tratado com EHEEu foi maior que os grupos de ratos (fémeas) controle e
tratado com EHEEu. Contudo, verificou-se que a administragcdo oral por 22 dias com o
EHEEu na dose de 500 mg/kg, em ratos Wistar, machos e fémeas, ndo alterou o
desenvolvimento ponderal e a ingestdo diaria de agua e racdo desses animais, pois ndo foram

observadas alteragdes significativas em relagdo ao grupo controle (Figuras 2, 3 e 4).
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Figura 2 - Efeito do tratamento por via oral com EHEEu, preparado das cascas de Endopleura uchi
(500 mg/kg), sobre o desenvolvimento ponderal (g) de ratos (machos e fémeas), linhagem Wistar, por
22 dias consecutivos. No grupo controle foi administrada agua destilada (0,5 mL/animal). Os valores
representam a média + E. P. M. Foi aplicado o teste “t” de Student (ndo pareado), sendo (n= 6/grupo).
*p<0.05 comparado ao grupo controle.
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Figura 3 - Efeito do tratamento por via oral com EHEEu, preparado das cascas de Endopleura uchi
(500 mg/kg), sobre o consumo diério de dgua (mL) de ratos (machos e fémeas), linhagem Wistar, por
22 dias consecutivos. No grupo controle foi administrada dgua destilada (0,5 mL/animal). Os valores
representam a média + E. P. M. Foi aplicado o teste “t” de Student (ndo pareado), sendo (n= 6/grupo).
*p<0.05 comparado ao grupo controle.
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Figura 4 - Efeito do tratamento por via oral com EHEEu, preparado das cascas de Endopleura uchi
(500 mg/kg), sobre o consumo diario de racdo (g) de ratos (machos e fémeas), linhagem Wistar, por 22
dias consecutivos. No grupo controle foi administrada agua destilada (0,5 mL/animal). Os valores
representam a média + E. P. M. Foi aplicado o teste “t” de Student (ndo pareado), sendo (n= 6/grupo).
*p<0.05 comparado ao grupo controle.

Apesar da ingestdo de racdo do grupo tratado ter sido menor em relagdo ao grupo
controle (Figura 4), o fato ndo estd associado a efeitos toxicos do EHEEu, pois ndo houve
interferéncia no ganho de massa corporal desses animais, ao longo do tratamento. Durante o
periodo experimental, os animais dos diferentes grupos, ndo apresentaram sinais clinicos de
toxidade e nenhuma morte foi registrada.

Os resultados deste estudo corroboram com os achados por Politi et al. (2010), pois

0s animais (camudongos machos), apds o tratamento oral agudo com extrato de cascas
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pulverizadas de E. uchi (500 mg/kg, 1.000 mg/kg e 2.000 mg/kg) ndo apresentaram quaisquer
sinais de alterac6es fisiol6gicas ou comportamentais, alteracfes de massa corporal e mortes.

A diminuicdo da filtracdo glomerular, de forma geral, leva ao aumento das
concentracdes plasmaticas de creatinina. Em ratos, niveis plasmaticos alterados de creatinina
podem ser um indicador confidvel para avaliar a presenca da leséo renal, pois seu nivel sérico
ndo é influenciado pela dieta, idade ou sexo (ALVES, 2007). A administracdo do EHEEu né&o
alterou os niveis séricos de creatinina nos animais, a qual indica que a funcéo renal néo foi
afetada (Tabela 1).

Tabela 1 - Efeito do tratamento por via oral com EHEEu (22 dias consecutivos), preparado das cascas
de Endopleura uchi (500 mg/kg), sobre os parametros bioquimicos de ratos (machos e fémeas),
linhagem Wistar.

FEMEAS MACHOS
Controle EHEEuU Controle EHEEuU
AST (U/L) 2416 £50.0 2450+399 1932+276 228.0+37.1
ALT (U/L) 83.6+229 79.0+17.8 53.0+4.8 545+5.8
Colesterol total (mg/dL) 66.5+1.8 73.8+4.6 61.6 + 3.3 65.6 + 4.2
Colesterol HDL (mg/dL) 316+1.2 30714 312+1.1 304+0.8
Triglicérides (mg/dL) 82.0+4.5 76.8+6.3 55.5+ 2.3 744+ 1.6
FA (U/L) 23624 26.2+£6.2 90.8+8.9 90.0+17.9
Albumina (g/dL) 35+0,0 36+0,1 3.7+0.0 36+0.0
Glicose (mg/dL) 111.7+209 123.3+17.3 1545+6.75 146.4+135
Creatinina (mg/dL) 0500 0.6+0.0 04+0.0 05+0.0

O grupo controle recebeu agua destilada (0,5 mL/animal). Os dados representam a média + E.P.M. Foi
aplicado o Teste Mann-Whitney, sendo (n= 5/grupo). *p<0.05 comparado ao grupo controle. AST:
aspartato aminotransferase; ALT: alanina aminotransferase; FA: Fosfatase Alcalina.

Segundo Alves (2007), algumas enzimas podem ser utilizadas como indicadoras de
injuria hepatica, como a ALT, AST e FA. A ALT é encontrada principalmente no citoplasma
do hepatdcito, enquanto 80% da AST estd presente na mitocondria. Em dano hepatocelular
leve a forma predominante no soro € citoplasmatica, enquanto em lesGes graves hé liberagdo
da enzima mitocondrial (MOTTA, 2003).

A FA esté presente principalmente tecido 6sseo, no sistema hepatobiliar e na mucosa
gastrointestinal, sendo indicadora de colestase, que pode levar a um incremento dos niveis
séricos em até 10 vezes (SCHEFFER; GONZALEZ, 2007). No presente estudo, estas enzimas



62

ndo foram alteradas ap6s administragdo do EHEEu, contudo o nivel sérico de AST, tanto nos
machos como nas fémeas (grupo controle e tratado) e ALT, nos machos (controle e tratado)
estiveram acima dos valores de referéncia (Tabela 1) (CLIFFORD; GIKNIS, 2008).

Os niveis de lipideos sdo de fundamental importancia, pois elevados niveis de
colesterol total esta intimamente relacionados com riscos de doengas coronarianas isquémicas
(ARAUJO et al., 2011). O tratamento dos animais com EHEEu ndo alterou os niveis de
triglicérides e colesterol total, indicando que provavelmente ndo houve alteracdo do
metabolismo lipidico desses animais. Entretanto, os niveis de colesterol HDL dos animais
machos e fémeas (grupo controle e tratado) mantiveram-se abaixo dos valores de referéncia
(Tabela 1) (DANTAS et al., 2006).

Apesar da existéncia de mecanismos proprios de controles de valores dos parametros
fisioldgicos, sabe-se que em determinados grupos de animais, como ratos e camundongos,
estes podem apresentar variagdes nesses parametros, relacionados principalmente ao género,
linhagem, gendtipo e podem ser influenciados pela idade, dieta, manuseio, ambiente, entre
outros fatores (PINHEIRO et al., 2003).

Apesar de alguns parametros bioquimicos dos animais tratados com EHEEuU estarem
abaixo ou acima dos valores de referéncia, nao pode-se atribuir importancia clinica, pois 0s
mesmos resultados foram encontrados no grupo controle, ndo havendo diferencga
estatisticamente significativa entre eles (Tabela 1). Entretanto, faz-se necessario, o estudo
histopatolégico do figado e rins desses animais.

Segundo Silva et al. (2012) os parametros hematoldgicos sdo importantes para o
estudo de toxicidade, devido o sistema hematopoiético ser altamente sensivel as atividades
dos agentes tdxicos, como aqueles com potencial mutagénico ou citotdxico. Esses agentes
toxicos podem resultar em vaérias alteracbes, como qualitativas ou quantitativas, transitorios
ou permanente e ainda podem limitar a utilizacdo de medicamentos.

O tratamento oral dos animais com EHEEu, de forma geral ndo interferiu nas taxas
hematoldgicas, exceto para os valores de concentracdo de hemoglobina corpuscular média
(MCHC) dos animais (machos), os quais apresentaram aumento significativo em relacdo ao
grupo controle. A contagem diferencial de linfocitos, mondcitos, segmentados e eosinofilos
apresentaram valores similares, sem diferencas estatisticamente significativa entre o grupo

controle e tratado com EHEEu (Tabela 2).
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Tabela 2 - Efeito do tratamento por via oral com EHEEu (22 dias consecutivos), preparado das cascas
de Endopleura uchi (500 mg/kg), sobre os pardmetros hematoldgicos de ratos (machos e fémeas),
linhagem Wistar.

FEMEAS MACHOS
Controle EHEEU Controle  EHEEU
Hm (x10°/mm®) 79401 79403 9.2+0.0 9.1+0.2
Hb (g/dL) 14.8+0.1 151+ 0.5 15.7+0.1 15.9+0.2
Ht (%) 41.3+0.4 408 1.7 48.0+0.3 470+1.7
VCM (fl) 52.2+0.6 51.5+0.6 52.0+0.3 51.2+0.5
HCM (pg) 18.6+0.1 19.1+0.4 17.0+0.1 17.4+0.2
CHCM (g/dL) 35.7+0.3 37.1+05 32.7+0.1 34.7+04
Leucécitos (x103/mm?) 3.7+0.6 3.4+0.4 3.6+06 3.2+07
Linfécitos (%) 56.2 + 3.8 52.2+3.6 63.8+2.1 61.8+1.3
Mondcitos (%) 2.4+0.6 3.0+0.3 1.6+0.4 2.0+05
Segmentados (%) 40.0 +35 43.0 +3.6 326+2.2 346+1.2
Eosinéfilos (%) 1.4+0.2 1.8+0.3 2.0+08 1.6+05

Plaquetas (x103/mm?) 1069.0+35.5  996.25+13.9  1026.3+159.0  1007+63.1

O grupo controle recebeu agua destilada (0,5 mL/animal). Os dados representam a média + E.P.M. Foi
aplicado o Teste Mann-Whitney, sendo (n= 5/grupo). *p<0.05 comparado ao grupo controle. Hm:
Hemécias; Hb: Hemoglobina; Ht: Hematocrito, VCM: Volume Corpuscular Médio, HCM:
Hemoglobina Corpuscular Média, CHCM: Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular Média.

Segundo Alves (2007), as analises dos indices hematimétricos sdo importantes
indicadores na determinacdo do tipo morfolégico das anemias. O aumento do indice
hematimétrico MCHC dos animais machos ndo tiveram relevancia clinica por apresentarem
valores dentro da faixa preconizada pelo estudo de Charles River (CLIFFORD; GIKNIS,
2008).
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4 CONCLUSAO

Com os resultados obtidos, pode-se sugerir que o tratamento por via oral com o
EHEEu, na dose de 500 mg/kg, por 22 dias, ndo produziu sinais de toxidade sistémica em
ratos Wistar, machos e fémeas quando comparado ao grupo controle. De tal modo, o EHEEu

apresentou seguranca na dose e no periodo em que os animais foram expostos.
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CAPITULO 2: AVALIACAO DA TOXIDADE REPRODUTIVA DO EXTRATO
HIDROETANOLICO DE Endopleura uchi (Huber) Cuatrec, EM RATAS WISTAR,
NO PERIODO PRE-IMPLANTACAO E ORGANOGENESE.
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RESUMO

A espécie botanica Endopleura uchi (Huber) Cuatrec. pertence a familia Humiriaceae, sendo
conhecida popularmente como uxi, uxi-ordinario, uxi-pucu, uxi-amarelo, uxi-liso, cumaté e
pururu. Tal espécie é bastante utilizada para o tratamento de miomas uterinos e afec¢bes do
trato genito urinario feminino. O objetivo do presente estudo foi avaliar a toxidade
reprodutiva do extrato hidroentanolico das cascas do caule de Endopleura uchi (EHEEuU), em
dois periodos criticos de desenvolvimento de prenhez de ratas, o periodo de pré-implantacéo e
0 periodo de organogénese. Tanto no periodo de pré-implantagdo como no de organogénese,
ratas Wistar (Rattus norvegicus albinus), isogénicas, foram divididas em dois grupos
(n=6/grupo), sendo que o grupo tratado recebeu por via oral a dose de 500 mg/kg de EHEEu
nos dias d0-d5 de prenhez (periodo de pré-implantacdo) e d6-15 de prenhez (periodo de
organogeénese), e 0 grupo controle 0,5 mL de agua destilada durante 0 mesmo periodo. No 21°
dia de gestacao os animais foram submetidos a laparotomia, e todos os RN’s foram pesados e
verificados quanto a andlise das anomalias e/ou malformacBes externas. Posteriormente,
metade de cada ninhada foi separada e processada para a andlise das anomalias e/ou
malformacdes internas (esqueléticas e viscerais) e contagem dos pontos de ossificacdo. Os
resultados evidenciaram que o tratamento com o EHEEu no periodo de pré-implantacdo nao
provocou toxidade materna, ndo alterou os parametros reprodutivos maternos, nao alterou a
contagem dos pontos de ossificagdo, nem causou embriofetotoxidade e teratogenicidade na
prole. Quanto ao periodo de organogénese, o tratamento com o0 EHEEuU também néo produziu
toxidade nas progénitoras, ndo alterou a contagem dos pontos de ossifica¢do, assim como nédo
causou embriofetotoxidade e teratogenicidade na prole. Contudo, o tratamento com o EHEEu,
aumentou significativamente o nimero de perdas pds-implantes, com consequente aumento,
também significativo, do indice de reabsorcdes do grupo tratado em relacdo ao grupo
controle. Com base nos resultados obtidos, € possivel concluir que o EHEEu (500 mg/kg) ndo
provocou efeitos adversos no periodo de pré-implantacdo do blastocisto, porém, provocou
perdas pos-implantes no periodo de organogénese.

Palavras-chave: Endopleura uchi. Toxidade Reprodutiva. Periodo de Pré-implantagdo.
Periodo de Organogénese. Teratogenicidade.
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ABSTRACT

The botanical species Endopleura uchi (Huber) Cuatrec. belongs to the family Humiriaceae,
also popularly known as uxi, uxi-ordinary, uxi-pucu, uxi-amarelo, uxi-liso, cumaté and
pururu. Such species is quite used for the treatment of uterine myomas and disorder of the
female genitourinary tract. The objective of the present study was to evaluate the reproductive
toxicity of the hydroethanolic extract of the peels of the stem of E. uchi (EHEEu), in two
critical periods of development of pregnancy in female rats, the pre-implantation period and
the organogenesis period. In the pre-implantation period as well as in one of organogenesis,
female Wistar rats (Rattus norvegicus albinus), isogonics, were divided in two groups
(n=6/grupo), and the treated group received a dose of 500 mg/kg of EHEEu orally in the days
of pregnancy d0-d5 (pre-implantation period) and pregnancy d6-15 (organogenesis period),
and the control group 0,5 mL of distilled water during the same period. Laparotomy was
performed on the 21st day of the animals” pregnancy, where all the newborns were weighed
and verified about the analysis of the anomalies and/or external malformations. Later, half of
each brood was separated and processed for the analysis of the anomalies and/or internal
malformations (skeletal and visceral) and counting of the ossification points. The results
evidenced that the treatment with EHEEu in the pre-implantation period did not cause
maternal toxicity, it did not change the maternal reproductive parameters, it did not change
the counting of the ossification points, as well did not caused embryofoetoxicity and
teratogenicity in the offspring. About the organogenesis period, the treatment with EHEEu did
not also produce toxicity in the progenitors; it did not change the counting of the ossification
points, as well as it didn't cause embryofoetoxicity and teratogenicity in the offspring.
However, the treatment with EHEEu, increased the number of losses post-implants
significantly, with consequent rise, also significant, of the resorptions in the treated group in
relation to the control one. According to these results, it is possible to conclude that EHEEu
(500 mg/kg) did not provoke adverse effects in the period of pre-implantation of the
blastocyst; however, it provoked losses post-implants in the organogenesis period.

Keywords: Endopleura uchi. Reproductive Toxicity. Pre-implantation Period. Organogenesis
Period. Teratogenicity.
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1 INTRODUCAO

As plantas medicinais sdo utilizadas como recursos terapéuticos por pessoas de
diversas partes do mundo, desde a antiguidade. Contudo, por muito tempo, também foram
utilizadas, seja por razdes econdmicas ou culturais como a principal alternativa de cura para a
populacdo mundial (SANTOS, 2012). A fitoterapia, conhecida como a pratica da medicina
popular é usada como forma alternativa no que diz respeito aos cuidados com a saude. Sendo
que tal pratica apresentou uma evolugdo considerdvel nos ultimos anos, entre todos 0s
segmentos socioecondmicos da populagéo, apresentando-se atualmente como um importante
setor econémico no Brasil (SACHETTI, 2010).

Segundo Mengue; Mentz e Schenkel (2001), o surgimento do conceito de “natural”
contribuiu bastante para o aumento do uso de plantas medicinais nas Ultimas décadas. Para
muitos, esse conceito significa “auséncia de produtos quimicos”, conhecidos como aquelas
que podem apresentar algum dano, ou de outra forma, representam perigo para a saude.
Entdo, os produtos naturais passaram a ser sinbnimo de produtos saudaveis, seguros e
benéficos. Entretanto, tal conceito é extremamente equivocado, pois as plantas sdo grandes
fontes de substancias capazes de provocar efeitos toxicos nos organismos Vivos.

Quando se faz uso de qualquer medicamento no periodo gestacional, € necessario levar
em conta a relacdo risco-beneficio. Sendo que se deve aplicar o mesmo cuidado em relacéo ao
uso de plantas medicinais. Nesse contexto, para cada situacdo especifica, deve ser
estabelecida uma relacdo risco-beneficio (MENGUE; MENTZ; SCHENKEI, 2001).

No entanto, se para muitos medicamentos as informacdes disponiveis sdo escassas,
para as plantas medicinais essa caréncia de dados é ainda mais acentuada. (MENGUE;
MENTZ; SCHENKEI, 2001). Para a maioria das plantas medicinais ndo ha dados a respeito
da seguranca de seu uso durante a gravidez (RODRIGUES et al., 2011). Assim, na presenca
de algum dado que sugira risco para a gestacdo, plantas medicinais devem ser evitadas, até
que evidéncias garantam o seu uso de forma seguro (MENGUE; MENTZ; SCHENKEI,
2001).

Poucas substancias quimicas foram comprovadas quanto ao seu efeito teratogénico.
Esse baixo nuimero de tais comprovagdes se deve as dificuldades de investigacdo de
teratogenicidade nos humanos (SCHULER-FACCINI et al., 2002). Sendo que o rato é um dos
modelos experimentais mais utilizados em estudos relacionados com a teratogenicidade
(CARMO, PETER; GUERRA, 2007).
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Segundo Hansen e Harris (2013) a maior parte dos defeitos congénitos humanos é
ocasionada por fatores desconhecidos, variando em torno de 43-65%. Contudo, algumas
causas de tais defeitos congénitos sdo de origem conhecida, onde a maior parte é representada
por fatores genéticos (25-28%). Vale ressaltar que produtos quimicos e outros fatores
ambientais também contribuem, apesar de muitos destes defeitos ao nascimento serem
considerados de origem multifatorial (25%), ou seja, resultam do sinergismo entre fatores
genéticos e ambientais.

A prenhez de ratos pode ser analisada em trés periodos distintos, conhecidos como
pré-implantacdo, organogénese e fetal (FRITZ; GIESE, 1990). Na gestacdo, o periodo de pré-
implantacdo é compreendido como uma fase muito delicada que requer uma perfeita
coordenacdo dos eventos fisioldgicos necessarios tanto para a manutencdo quanto para o
sucesso da gravidez (BLAIR; WRAY; SMITH, 20011; STAMATKIN et al., 2011).

Os efeitos teratogénicos sdo observaveis particularmente no periodo de organogénese,
pois é quando as estruturas em diferenciacdo estdo mais sensiveis aos efeitos que possiveis
teratdgenos podem provocar. Além de que cada orgdo apresenta um periodo critico de
desenvolvimento, tornando precisamente este momento como o mais sensivel a agentes
teratogénicos (CARMO, PETER; GUERRA, 2007).

Segundo Tacon (2012), Endopleura uchi ¢ uma das plantas brasileiras que tem
despertado muito interesse, por ser alvo de muitos estudos, podendo possivelmente tornar-se
um produto fitoterapico. Na literatura, os estudos relacionados a espécie botanica E. uchi,
abordam frutos (NEVES et al., 2012; COSTA et al., 2010; MAGALHAES et al., 2007;
MARX et al., 2002; ) e cascas do caule (BENTO; NOLETO; PETKOWICZ, 2014; TACON;
FREITAS, 2013; ABREU et al., 2013; BORGES et al., 2011; POLITI et al., 2011; POLITI et
al., 2010; NUNOMURA et al., 2009; POLITI, 2009; SILVA et al., 2009; ABREU et al.,
2008).

Apesar das cascas do caule de E. uchi serem utilizadas pela populacdo para diversos
fins terapéuticos, principalmente para o tratamento de miomas uterinos, nota-se que até o
presente momento nenhum estudo sustenta a seguranca do seu uso durante o periodo
gestacional. Assim, este capitulo teve como objetivo avaliar a possivel toxidade reprodutiva,
apos a administracdo oral do extrato hidroetanolico das cascas de E. uchi (500 mg/kg) em dois
periodos de desenvolvimento de prenhez de ratas, o periodo de pré-implantacéo e o periodo

de organogénese (segmento 1), também conhecido como periodo de pds-implantagéo.
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2 MATERIAL E METODOS

A execucdo dos diversos protocolos experimentais ocorreu no Laboratorio de Pesquisa
em Farmacos, do Departamento de Ciéncias Biologicas e da Saude, da Universidade Federal
do Amapé — UNIFAP, situado na Rodovia Juscelino Kubitscheck, Km-02 - Zerdo — Macapa,
AP- Brasil.

2.1 MATERIAL BOTANICO

O pbé das cascas do caule de E. uchi (464g) foram gentilmente cedidas pelo
Laboratorio de Farmacologia da Faculdade de Farmacia da UFPA, sendo que este material
boténico foi coletado na regido metropolitana de Belém, Estado do Para, Brasil em 03 de abril
de 2005,em mata de terra firme e a identificacdo efetuada por botanicos da EMBRAPA
(Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria), cuja exsicata encontra-se depositada no

herbario da referida instituicdo sob codigo n° 180611.

2.2 PREPARACAO DO EXTRATO

As cascas do caule de E. uchi foram dessecadas em estufa de ar circulante a 40°C, por
72 h e ap0s sua secagem, trituradas em moinho de facas, obtendo-se o pé da planta (4649).
Posteriormente, este material foi macerado em solugéo hidroalcodlica a 75%, na proporc¢éo de
1:5 em temperatura ambiente, durante 7 dias, sob agitacdo constante (BARBOSA e
TAVARES, 2001). Em seguida, o macerado foi filtrado e concentrado em rotaevaporador
(QUIMIS, Modelo Q. 218.2), na temperatura de 40°C, até a evaporagdo completa do solvente.

O filtrado concentrado foi submetido a liofilizacdo fornecendo 10.65% de rendimento.

2.3 DESCRICAO DOS ANIMAIS

Foram utilizados Rattus norvegicus albinus, linhagem Wistar, isogénicos, machos e
fémeas em idade reprodutiva (trés meses), com peso em torno de 200g a 2509, provenientes
do Centro Multidisciplinar para Investigacdo Bioldgica na Area da Ciéncia em Animais de
Laboratorio (CEMIB) da Universidade de Campinas — UNICAMP e do Biotério do
Laboratorio Central do Amapa (LACEN — AP).
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O projeto de dissertacio foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
da Universidade Federal do Amap4, com o registro CEP — UNIFAP 001A/2012.
2.4 GRUPOS EXPERIMENTAIS

As fémeas foram distribuidas aleatoriamente em dois ensaios experimentais
(Experimento | e Experimento Il), onde cada ensaio continha dois grupos (grupo controle (GI)
e grupo tratado (GII)) (Quadro 1).

Quadro 1 - Grupos experimentais para avaliar a performance reprodutiva de Rattus norvegicus
albinus, linhagem Wistar, fémeas, tratados com o EHEEu e agua destilada.

EXP. I GI: Ratas prenhes, que receberam por via oral, 0,5 mL de
agua destilada, no periodo de pré-implantacéo (n = 6);
(1) - Pré-implantacéo
(d0-d5) EXP. | Gll: Ratas prenhes, que receberam por via oral, uma dose
correspondente a 500 mg/kg do EHEEu, no periodo de pre-
implantacéo (n = 6);

EXP. Il Gl: Ratas prenhes, que receberam por via oral, 0,5 mL
(11) - Organogénese de agua destilada, no periodo de organogénese (n = 6);
(p6s-implantacéo)
(d6-d15) EXP. Il GlI: Ratas prenhes, que receberam por via oral, uma
dose correspondente a 500 mg/kg do EHEEu, no periodo de

organogénese (n = 6);

2.5 SEQUENCIA EXPERIMENTAL

Foi dividida em trés periodos: de adaptacdo, de identificacdo do ciclo estral, e de

acasalamento.
2.5.1 Periodo de adaptagéo
As ratas passaram por um periodo de adaptacdo, no Laboratorio de Pesquisa em

Farmacos durante quinze dias, permanecendo em estantes ventiladas (Alesco®), em caixas de

polipropileno, com capacidade maxima de cinco animais (Figura 1), sob temperatura
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controlada (23+2° C) e obedecendo a um ciclo claro/escuro (fotoperiodo) de 12 horas (periodo
claro das 7:00 h da manha as 19:00 h da noite) e receberam agua e racdo (Labina®) a vontade.

Figura 1 - Estante ventilada utilizada para acondicionar os animais durante todas as fases
experimentais
Fonte do autor

2.5.2 Identificacdo das fases do ciclo estral das ratas

Apos as ratas terem passado pelo periodo de adaptacdo, iniciou-se 0 processo de
identificacdo das fases do ciclo estral por meio de um esfregaco vaginal que ocorria sempre
pela manha (8:00 h), com duragdo de aproximadamente 20 dias. Os esfregacos eram
realizados com auxilio de uma micropipeta, por meio da lavagem vaginal com 10 pL de
solucdo de cloreto de sodio a 0,9% e posterior avaliacdo, a fresco, em microscopia Optica
(aumento 40x) conforme a metodologia descrita por Marcondes; Bianchi; Tanno (2002).

O ciclo estral de ratas tem duracdo média de quatro ou cinco dias e € caracterizado por
quatro fases, proestro, estro, metaestro (diestro I) e diestro (diestro Il), as quais podem ser
determinadas pelos tipos celulares observados no esfregaco vaginal (MARCONDES;
BIANCHI; TANNO, 2002) (Quadro 2).
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Quadro 2 - As quatro fases do ciclo estral de Rattus norvegicus albinus (fémeas), mediante exame de
citologia vaginal.

Proestro (12 h)

Grande ndmero de células epiteliais
nucleadas, algumas células epiteliais
queratinizadas (sem nucleo) e auséncia

total de leucécitos;

Estro (14 h)

Presenca de células queratinizadas e
auséncia total de leucdcitos. A ovulagdo
ocorre espontaneamente na metade do

ciclo escuro durante esta fase;

Metaestro (21 h)

Inimeros leucdcitos, filamentos de muco
e residuos de células epiteliais

queratinizadas;
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Diestro (57 h)
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Fonte do autor

2.5.3 Periodo de acasalamento

Nesta fase, fémeas nuliparas foram colocadas em contato com machos adultos na fase

escura do ciclo (proestro) para o acasalamento na propor¢do de duas (2) fémeas para um (1)

macho. Na manhd seguinte, realizaram-se os lavados vaginais. Foi considerada como

indicativo de prenhez a presenca de espermatozoides, associado ao diagndstico da fase estro

do ciclo estral. Esta fase é considerada como a fase estrogénica maxima, onde sdo encontradas

apenas células queratinizadas. Assim, confirmada a prenhez, convencionou-se esse dia como

dia O (zero) de prenhez (dO) e as fémeas foram mantidas em caixas individuais de

polipropileno (414 x 344 x 168 mm). Os acasalamentos foram repetidos diariamente até a

obtencdo do nimero suficiente de progenitoras de acordo com cada experimento realizado.

2.6 EXPERIMENTO | - EXPOSICAO DURANTE O PERIODO DE PRE-IMPLANTACAO

2.6.1 Periodo de tratamento (d0 — d5)

Neste experimento, fémeas prenhas (n=6/grupo), tanto do grupo controle (EIGI) como

do grupo tratado (EIGII), foram tratadas uma vez ao dia, via oral, com agua destilada (5 mL)

e HHEEu (500 mg/kg), respectivamente, na fase de pré-implantacdo do blastocisto no Utero,
que acontece cinco a seis dias apos a fecundacdo (ALMEIDA; LEMONICA, 2000;
BERNARDI et al., 2002). Desta forma, a duragéo do tratamento correspondeu do d0 ao d5 de

prenhez.
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2.6.2 Avaliacdo da toxidade aguda nas progenitoras

Durante o periodo de tratamento, as progenitoras foram avaliadas quanto a presenca de
manifestacGes de varios sinais de toxidade aguda, tal como: diarréia, piloerecdo, estresse,

tremores, salivacgdo e sangramento.

2.6.3 Avaliacdo do desenvolvimento ponderal das progenitoras

No que diz respeito ao ganho de massa das progenitoras, a massa corporal de cada
uma foi registrada nos dias d0, d3, d6, d9, d12, d15, d18 e d21 de prenhez, com a utilizagéo
de uma balanca Gehaka BG 4000, com capacidade de 4200 g e precisao de 0,01 g.

2.6.4 Avaliacao do consumo de agua e racao das progenitoras

Também foi mensurado o consumo de agua e racdo durante os mesmos dias de
prenhez e condi¢bes citados acima. Onde, diariamente, eram disponibilizado 50g de racdo e

250 mL de agua para cada rata prenha.

2.6.5 Avaliacao da performance reprodutiva

No 21° dia de prenhez (d21) as ratas foram anestesiadas com 50 mg/kg de tiopental
sodico (THIOPENTAX®) e realizado a laparotomia com exposicao dos cornos uterinos para
observacdo dos nddulos de reabsorcao e retirada dos ovarios para contagem de corpos IUteos.
Apbs a contagem dos implantes, fetos e placentas foram imediatamente retirados, analisados e
posteriormente, pesados, As mées foram sacrificados por inalacdo em camara de CO,, sendo
descartados juntamente com o lixo hospitalar da Policlinica da Universidade Federal do
Amapa, o qual é recolhido por uma empresa privada especializada que possui convénio com a

Universidade Federal do Amapé para ser incinerado. As variaveis investigadas foram:

2.6.5.1 Perdas pré-implantes

As perdas pré-implantes foram determinadas conforme a seguinte férmula
(ALMEIDA; LEMONICA, 2000).
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Perdas pré-implantes = n° de corpos luteos — n° de implantes (x 100)

n° de corpos luteos

Os corpos liteos foram contados com auxilio de uma lupa NIKOW®, modelo SMZ
645 (C-W 10x A/22) e os implantes foram contados a olho nu, como mostram as figuras 2 e 3

abaixo.

Figura 2 - Ovario de rata Wistar no 21° dia de prenhez. As setas indicam corpos liteos gravidicos.
Fonte do autor.

Figura 3 - Utero gravidico de rata Wistar no 21° dia de prenhez. As setas indicam pontos de
implantacdo uterina.
Fonte do autor.
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2.6.5.2 Perdas pds-implantes

As perdas pés-implantes foram determinadas conforme a seguinte formula descrita por
Almeida e Lemdnica (2000).

Perdas pos-implantes = n° de implantes — n° de nativivos (x100)

n° de implantes

2.6.5.3 Indice de reabsorgoes

Indice de reabsorcdes = n° reabsorcdes------ (x100)

n® implantes

Sendo o n° de reabsor¢6es = n° implantes — n° filhotes nascidos

2.6.5.4 Indice de parto

Indice de parto = n° de fémeas que pariram --------------- (x100)

n°® de fémeas com evidéncia de prenhez)

2.6.5.5 indice de nascimento

Indice de nascimento = n° de nativivos (x100)

n° de filhotes nascidos

2.6.5.6 Peso dos fetos, das placentas e indice placentario

As placentas (livres de membrana e corddo umbilical) e os fetos foram pesados
(balanca Marte com capacidade de 500 g e precisao de 0,001 g). O indice placentario (IP) foi
determinado pela relacdo entre o peso placentario (PP) e o peso fetal (PF) (CALDERON,
1998).




81

2.6.6 Avaliacio da embriofetotoxidade
2.6.6.1 Peso e classificacdo dos recém-nascidos (RNS)

Apos a laparotomia, os RNs foram pesados e classificados em AIP (Adequado para
Idade de Prenhez), PIP (Pequeno para Idade de Prenhez) e GIP (Grande para ldade de

Prenhez), segundo os parametros estabelecidos por Calderon (1988):

e AIP: Peso corpéreo compreendido entre a media de peso do grupo controle mais ou

menos o desvio-padrao;

e PIP: Peso corpéreo inferior a média de peso do grupo controle menos o desvio-

padréo;
e GIP: Peso corpdreo superior a média do peso do grupo controle mais o desvio-padrao.
2.6.7 Teratogenicidade
2.6.7.1 Andlise das anomalias e/ou malformacdes externas
Apds a pesagem, os RNs foram examinados externamente, com analise minuciosa dos

olhos, boca, implantacdo das orelhas, conformacdo craniana, membros anteriores e

posteriores, perfuragéo anal e cauda (WILSON, 1965) (Figura 4).
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Figura 4 - Andlise das anomalias e/ou malformacdes externas dos RNs de rata Wistar.
Fonte do autor.

2.6.7.2 Andlise das anomalias e/ou malformagdes internas

2.6.7.2.1 Processamento, analise das anomalias e/ou malformac6es esqueléticas e contagem

dos pontos de ossificacédo

Imediatamente apds a anélise externa dos RNs, a metade de cada ninhada foi colocada
em alcool 70% (12 h) e posteriormente em acetona P.A (24 h), depois foram eviscerados,
diafanizados e corados com vermelho de alizarina, conforme a metodologia descrita por
Staples e Schnell (1964). Apo6s a obtencdo da coloracdo do esqueleto, os fetos foram

conservados em glicerina 100%. (Figura 5).
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Figura 5 - Processamento e analise das anomalias e/ou malformagdes esqueléticas dos RNs de rata

Wistar.
Fonte do autor.

As andlises foram realizadas com o auxilio de um estereomicroscépio NIKOW®,

modelo SMZ 645 (C-W 10 x A/22). As anomalias e/ou malformagdes investigadas foram
segundo Volpato (2001) (Quadro 3).

Quadro 3 - Anomalias e malformages investigadas no exame esquelético.

Estruturas Malformac6es Anomalias
Cranio Fuséo frontal Ossificacao reduzida
Esternébrio atrofiado,
Esterno Esterno bifido bipartido, supranumeraério,
rudimentar e assimétrico
(“shaped”, “borboleta™).
Corpo vertebral sem
Vértebras Agenesia vertebral, Fusdo de ossificacdo, Anomalias
vertebras. semelhantes as dos
esternébrios.
Agenesia de costelas, Costela ondulada, Costela
Costelas Duplicagdo de costelas, extra, uni ou bilateral e 132
Hipoplasia de costelas e costela reduzida.
Fuséo de vértebras.
Bacia Hipoplasia de bacia Ossificacdo reduzida (ilio,
isquio e pubis).
Clavicula Agenesia de clavicula
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Falanges Agenesia de falanges, Fuséo
de falanges, Hiperfalangia
Metacarpo Fusdo do metacarpo
Metatarso Fusdo do metatarso

Quanto aos pontos de ossificacdo, estes foram observados e contados, segundo método

proposto por Aliverti et al. (1979). Sendo que os locais de avaliagdo foram: esterno, falanges

anteriores e posteriores, metacarpos, metatarsos e vértebras cervicais e caudais.

2.6.7.2.2 Processamento e analise das anomalias e/ou malformacdes viscerais

Para 0 processamento e analise das anomalias e/ou malformacdes viscerais, a outra

metade dos RNs de cada ninhada foi colocada em solugéo de Bouin por quatro (4) dias para

fixacdo das estruturas viscerais e descalcificacdo dos 0ssos, e posteriormente foi colocado em

alcool 70% até o dia da analise (Figura 6). O método de secgdo seriada de Wilson (1965) foi

utilizado para observar anomalias e/ou malformacGes viscerais. As analises foram realizadas

com o auxilio de estereomicroscépio NIKOW®, modelo SMZ 645 (C-W 10 x A/22) (Figura

7).

Figura 6 - Processamento dos RNs de rata Wistar.

Fonte do autor.
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Figura 7 - Secgdes seriadas de Wilson (1965) de rata Wistar.
Fonte do autor.

A andlise visceral consiste em seccionar transversalmente os fetos, de maneira que
seja possivel a avaliacdo de possiveis alteracdes e/ou malformacdes viscerais. As seccdes
analisadas foram: da cabeca (palato, septo nasal, coana, bulbo olfatério, cristalino, retina,
ventriculos laterais e 3° ventriculo), térax (traquéia, eséfago, timo, medula, jugular, veia cava
superior, atrios, arco da aorta, veia pulmonar, pulmdes, ventriculos, septos interventriculares),
abdémen (diafragma, veia cava inferior e veia hepatica), pelve renal (rins, ureteres, bexiga e
reto) e érgdos reprodutores (macho: testiculos, epididimo, canal deferente; fémea: ovarios e
Gtero) (Quadro 4).

Quadro 4 - Secgdes seriadas de Wilson (1965).

SECCOES

Anélise das seccOes seriadas de Wilson
(1965). Seccgédo da Cabeca (1) Septo Nasal
e (2) Coana e (3) Palato.
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Analise das seccdes seriadas de Wilson
(1965). Seccdo da Cabeca (1) Coana, (2)
Bulbo Olfatério, (3) Cristalino e (4)
Retina.

Analise das sec¢des seriadas de Wilson
(1965). Seccao da Cabeca (1) Ventriculos

Laterais e (2) 3° Ventriculo.

Analise das sec¢des seriadas de Wilson
(1965). Seccdo do Torax. (1) Timo, (2)
traquéia, (3) Eséfago e (4) Medula
Espinhal.

Anélise das seccOes seriadas de Wilson
(1965). Seccdo do Térax. (1) Arco da |
Aorta, (2) Traquéia, (3) Esbfago e (4) |
Veia Cava Superior, (5) Veia Pulmonar, 3
(6) Atrios, (7) Pulmdes e (8) Medula
Espinhal.
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Anélise das seccOes seriadas de Wilson
(1965). Seccdo do Torax. (1) Aorta
Ascendente, (2) Tronco Pulmonar, (3)
Atrios  (4) Pulmdes, (5) Aorta
Descendente, (6) Bronquios, (7) Eséfago
e (8) Medula Espinhal.

Analise das seccOes seriadas de Wilson
(1965). Seccdo do Tdrax (1) Septo
Interventricular, (2) Ventriculos Direito e
Esquerdo, (3) Veia Cava Inferior, (4) Os
Quatro Lobos do Pulmao, (5) Aorta
Descendente, (6) Esofago e (7) Medula
Espinhal.

Anélise das seccOes seriadas de Wilson
(1965). Seccdo do Abdémen (1)
Diafragma, (2) Veia Cava Inferior, (3) ||
Pulmdes e (4) Medula Espinhal.

Anélise das seccOes seriadas de Wilson
(1965). Seccdo do Abdémen (1) Figado,
(2) Veia Cava Inferior, (3) Veia Hepatica,
(4) Apice do Estdbmago e (5) Diafragma.




Anélise das seccOes seriadas de Wilson
(1965). Seccdo do Abddémen (1) Rim |
Direito, (2) Rim Esquerdo, (3) Glandula
Suprarrenal, (4) Medula Espinhal.

Anélise das seccOes seriadas de Wilson
(1965). Seccéo da Pelve (1) Papila Renal,
(2) Pelve Renal, (3) Rins e (4) Medula
Espinhal.

Analise das sec¢des seriadas de Wilson
(1965). Seccdo da Pelve e Anélise do
Orgdo  Reprodutor ~ Masculino (1)
Testiculos, (2) Epididimo, (3) Canal
Deferente, (4) Bexiga.

Anélise das seccOes seriadas de Wilson
(1965). Seccdo da Pelve e Analise do

Orgdo Reprodutor Feminino (1) Utero

(cornos uterinos direito e esquerdo), (2)
Ovarios Direito e Esquerdo, abaixo dos |
(3) Rins, (4) Bexiga, (5) Ureter e (6) Reto.

Fotos: fonte do autor.
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As alteracbes e/ou malformacdes investigadas foram: palatosquese, lingua bifida,
alteracdes do septo nasal, microftalmia e macroftalmia (mono ou bilateral), anoftalmia, retina
dobrada, lente degradada, anencefalia, hidrocefalia em diversos graus, fistula
traqueoesofagica, arco da aorta duplo ou voltado a direita, destrocardia, sinistrocardia,
cardiomegalia, comunicacdo intratrial, alteragdo no septo interventricular, pulmao pequeno ou
grande, hérnia do diafragma, agenesia renal, ectopia renal, hidronefrose, fusdo renal,
hipoplasia ou hiperplasia renal, agenesia de ureter, fusdo do ureter, duplicacdo do ureter,

dilatacdo do ureter (mono ou bilateral), hiperplasia ou hipoplasia vesical.
2.7 EXPERIMENTO Il - EXPOSIC}AO DURANTE O PERIODO DE ORGANOGENESE
2.7.1 Periodo de tratamento (d6-d15)

Neste experimento, fémeas prenhas (n=6/grupo), tanto do grupo controle (EIIGI)
como do grupo tratado (EIIGII), foram tratadas uma vez ao dia, via oral, com agua destilada
(5 mL) e EHEEu (500 mg/kg) respectivamente, na fase de pos-implantacdo do blastocisto no
Utero, que correspondeu do d6 de prenhez ao d15 de prenhez (ALMEIDA; LEMONICA,
2000; BERNARDI et al., 2002).

2.7.2 Avaliacdo da toxidade aguda nas progenitoras

Idem item 2.6.2
2.7.3 Avaliacdo do desenvolvimento ponderal das progenitoras

Idem item 2.6.3
2.7.4 Avaliacdo do consumo de agua e racdo das progenitoras

Idem item 2.6.4

2.7.5 Avaliacéo da performance reprodutiva

Idem item 2.6.5



2.7.5.1 Perdas pré-implantes

Idem item 2.6.5.1

2.7.5.2 Perdas pds-implantes

Idem item 2.6.5.2

2.7.5.3 Indice de reabsorgoes

Idem item 2.6.5.3

2.7.5.4 Indice de parto

Idem item 2.6.5.4

2.7.5.5 indice de nascimento

Idem item 2.6.5.5

2.7.5.6 Peso dos fetos, das placentas e indice placentario

Idem item 2.6.5.6

2.7.6 Avaliacdo da embriofetotoxidade

Idem item 2.6.6

2.7.6.1 Peso e classificagcdo dos recém-nascidos (RNS)

Idem item 2.6.6.

2.7.7 Teratogenicidade
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Idem item 2.6.7

2.7.7.1 Andlise das anomalias e/ou malformacGes externas

Idem item 2.6.7.1

2.7.7.2 Andlise das anomalias e/ou malformaces internas

Idem item 2.6.7.2

2.7.7.2.1 Processamento, analise das anomalias e/ou malformac@es esqueléticas e contagem

dos pontos de ossificacédo

Idem item 2.6.7.2.1

2.7.7.2.2 Processamento e analise das anomalias e/ou malformaces viscerais

Idem item 2.6.7.2.2

2.8 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos nas diversas analises foram expressos em média + erro padrao
da média (média £ E.P.M.) de cada grupo experimental. Para comparacdo dos valores médios
entre 0s grupos de massa corporal, ingestdo de agua, consumo de racdo, performance
reprodutiva materna e pontos de ossificagéo, foi utilizado o teste “t” de Student (ndo pareado).
Para a comparacao do percentual de PIP, AIP e GIP, frequéncia e percentual de malformacoes
ou de anomalias fetais aplicou-se o Teste Exato de Fisher. As analises estatisticas foram
realizadas no software Instat GraphPad® e os gréficos foram construidos através do software
GraphPad Prism® (versdo 5.03). Resultados com p < 0,05 foram considerados estatisticamente

significativos.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 EXPERIMENTO | - EXPOSICAO DURANTE O PERIODO DE PRE-IMPLANTACAO

3.1.1 Avaliacéo da toxidade aguda nas progenitoras ElI

No presente estudo, o tratamento com EHEEu, na dose de 500 mg/kg, no periodo de
pré-implantacdo (d0-d5) ndo provocou sinais clinicos de toxidade aguda em ratas Wistar,
como diarréia, piloerecdo, estresse, agitacao, apatia, tremores e sangramento. Além disso, ndo
houve registro de 6bito. O mesmo resultado foi encontrado no grupo controle (EIGI).

Segundo Khera (1987), a toxidade materna é definida como uma alteracdo, podendo
ser transitoria ou permanente na fisiologia materna, sendo que a mesma possui potencial para
causar efeitos adversos nos descendentes durante o desenvolvimento embrionario ou pos-
natal, além de esta intimamente associada com malformacdes caracteristicas de cada espécie.
Contudo, nota-se que os parametros relacionados com a toxidade aguda das progenitoras ndo

foram alterados com a administracdo do EHEEu.

3.1.2 Avaliacéo do desenvolvimento ponderal das progenitoras ElI

A administracdo do EHEEu, na dose de 500 mg/kg ndo interferiu no desenvolvimento
ponderal das ratas do grupo tratado (EIGII), pois ndo foram observadas alteracdes
significativas em relacdo ao grupo controle (EIGI). O ganho de massa corporal aumentou
progressivamente durante (d0-d5) e ap6s o tratamento (d6-d20) em ambos os grupos (Figura
8).

De acordo com Grance (2007) o acompanhamento da massa corporal € um importante
indicador para a avaliagdo de toxidade de uma determinada substancia. Nesse estudo, o
tratamento com o EHHEu (500 mg/kg) ndo afetou a massa corporal das ratas. Além de que
esses dados corroboram com a avaliacdo da toxidade subcronica avaliada neste trabalho
(capitulo 1), sendo que também ndo foram observados sinais de toxidade sistémica nos

aminais (machos e fémeas) tratados com EHEEu, (500 mg/kg), por 21 dias consecutivos.
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Figura 8 - Efeito do tratamento por via oral com EHEEu, preparado das cascas de Endopleura uchi
(500 mg/kg), sobre o desenvolvimento ponderal (g) de ratas prenhas, linhagem Wistar, tratadas
durante o periodo de pré-implantagdo (d0-d5), e apds o tratamento (d6-d20). No grupo controle foi
administrada agua destilada (0,5 mL/animal). Os valores representam a média + E. P. M. Foi aplicado
o teste “t” de Student (ndo pareado), sendo (n= 6/grupo). *p<0.05 comparado ao grupo controle.

3.1.3 Avaliacéo do consumo de agua e racao das progenitoras El

O tratamento com EHEEu (500 mg/kg) ndo alterou a ingestdo de dgua entre 0s grupos
tratado (EIGII) e controle (EIGI), tanto no periodo de tratamento (d0-d5) quanto no periodo
considerado apos o tratamento (d6-d20) (Figura 9).
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Figura 9 - Efeito do tratamento por via oral com EHEEu, preparado das cascas de Endopleura uchi
(500 mg/kg), sobre o consumo hidrico (mL) de ratas prenhas, linhagem Wistar, tratadas durante o
periodo de pré-implantacéo (d0-d5), e apds o tratamento (d6-d20). No grupo controle foi administrada
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agua destilada (0,5 mL/animal). Os valores representam a média + E. P. M. Foi aplicado o teste “t” de
Student (ndo pareado), sendo (n= 6/grupo). *p<0.05 comparado ao grupo controle.

No que diz respeito ao consumo de racdo, observou-se que tanto as ratas do grupo
tratado com o EHHEu (500 mg/kg) (EIGII), como as do grupo controle (EIGI) ndo tiveram
seu consumo afetado, ndo havendo dessa forma, alteracdo significativa (p<0.05) entre os
grupos, durante e ap0s o periodo de tratamento, d0-d5 e d6-d20, respectivamente (Figura 10).

Segundo Costa-Silva (2006) a diminuicdo do consumo de racdo € considerado como
um sinal de toxicidade materna. Neste estudo, o tratamento com o EHEEu n&o interferiu no
consumo de racgdo, assim como no consumo hidrico das progenitoras. Assim, levando em
consideracdo todos os sinais clinicos de toxidade materna analisados (desenvolvimento
ponderal, consumo hidrico, consumo de racdo, diarréia, piloerecdo, estresse, agitacdo,
tremores e sangramento) supde-se que o tratamento com 0 EHHEuU néo é toxico para as maes
tratadas durante o periodo de pré-implantacdo do blastocisto, pois ndo foram encontradas
quaisquer alteragdes em tais parametros.

Vale ressaltar que Politi et al. (2009) ao analisarem a toxidade aguda em
camundongos, através da administracdo oral do extrato obtido por decoccao 20% (m/v) de E.
uchi, nas doses de 500 mg/kg, 1000 mg/kg e 2000 mg/kg, relataram que em seus resultados
ndo foram observados sinais de toxidade sistémica, mortes e alteracbes fisioldgicas ou
comportamentais em nenhum dos animais. Dessa forma, os autores classificaram o extrato das
cascas de E. uchi como pouco toxico, pois segundo Larini (1987), os agentes tOxicos
administrados via oral podem ser classificados de quatro maneiras, levando em consideragéo
sua DLso: extremamente toxicos (DLsg igual ou inferior a 25 mg/kg), altamente toxicos (DLso
entre 100 e 500 mg/kg), mediamente toxicos (DLso entre 500 e 2000 mg/kg) e pouco toxicos
(DLso acima de 2000 mg/kg).
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Figura 10 - Efeito do tratamento por via oral com EHEEu, preparado das cascas de Endopleura uchi
(500 mg/kg), sobre o consumo de racdo (g) de ratas prenhas, linhagem Wistar, tratadas durante o
periodo de pré-implantacéo (d0-d5), e apds o tratamento (d6-d20). No grupo controle foi administrada
agua destilada (0,5 mL/animal). Os valores representam a média + E. P. M. Foi aplicado o teste “t” de
Student (ndo pareado), sendo (n= 6/grupo). *p<0.05 comparado ao grupo controle.

3.1.4 Performance reprodutiva materna El

A performance reprodutiva materna foi avaliada apos as ratas tanto do grupo controle
(EIGI) quanto do grupo tratado (EIGII) terem passado pela laparotomia, no 21° dia de
gestacdo. Diversos parametros foram analisados, tal como o n° de corpos lGteos, implantagdes,
fetos vivos, perdas pré-implantacdo, perdas pds-implantacdo e indice de reabsorcdo, onde ndo
foi observada diferenca estatistica significativa entre os grupos. Da mesma forma, também
ndo foi encontrado diferenca nos grupos entre o indice de parto, indice de nascimento, peso

fetal, peso placentario e indice placentério (Tabela 1).
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Tabela 1 - Efeito do tratamento por via oral com EHEEu, preparado das cascas de Endopleura uchi
(500 mg/kg), sobre a performance reprodutiva materna de ratas prenhas tratadas durante o periodo de
pré-implantacéo (d0 — d5).

CONTROLE EHEEu 500 mg/kg
Ratas acasaladas (n) 6 6
+ durante o tratamento (n) 0 0
Corpos luteos (n) 10.00 £ 0.51 10.66 £ 0.33
Implantagdes (n) 8.50 £ 0.84 8.66 + 1.17
Fetos vivos (n) 7.83+0.65 8.16 £1.35
Perdas Pré-implantacao (%) 15.25+£6.19 18.05+114
Perdas Pés-implantagéo (%) 5.74 + 2.65 8.33+4.01
indice de Reabsorcao (%) 5.74 + 2.65 8.33+4.01
indice de Parto (%) 100 £ 0.00 100 £ 0.00
indice de Nascimento (%) 100 £ 0.00 100 £ 0.00
Peso Fetal (g) 5.42 £ 0.05 5.29+£0.04
Peso Placentério (Q) 0.54 +0.01 0.53+0.01
indice Placentario 0.10 £ 0.00 0.10 £ 0.00

O grupo controle recebeu agua destilada (0,5 mL/animal). Os dados representam a média + E.P.M. Foi
aplicado o teste “t” de Student (nd3o pareado), sendo (n= 6/grupo). *p<0.05 comparado ao grupo
controle.

Sadler (2010) afirma que ap6s a oocitacdo, as células granulosas remanescentes na
parede do foliculo roto, assim como, as células da teca interna sdo nutridas pelo vaso
circundante. Sob a influéncia do horménio luteinizante (LH), tais células desenvolvem um
pigmento amarelado, transformando-se em células luteinicas, que por sua vez, formam o
corpo lateo, responsavel por secretar estrogenos e progesterona, levando a mucosa uterina a
entrar no estagio progestacional ou secretério, num processo de preparacdo para implantacao
ou nidacdo do embrido. Neste estudo, o0 EHEEu ndo alterou o nimero de corpos lateos das
progenitoras, ndo afetando o processo de implanta¢do do embrido no Utero.

Segundo Lourenco et al. (2009), a interpretacdo das alteracfes nas taxas reprodutivas
pode identificar o periodo no qual os efeitos toxicos reprodutivos se estabeleceram. Assim,
observou-se que o tratamento com o EHHEu ndo afetou as taxas de perdas pré-implantacéo,
perdas pds-implantagéo e reabsorgéo, assim como o numero de implantagdes e de fetos vivos.
Dessa forma, os dados demonstram que o EHHEuU néo apresentou efeito embrioletal.

Vale ressaltar que o EHEEu néo alterou o desenvolvimento intra-uterino dos fetos,

pois o0 peso fetal, peso placentario e indice placentario ndo foram afetados. Além disso, o
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crescimento fetal é diretamente influenciado positivamente ou negativamente pelo estado
nutricional materno (DIETZ et al., 2009), sendo que neste estudo as progenitoras ndo tiveram
0 seu desenvolvimento ponderal alterado. Assim, a administracdo do EHEEu, na dose de 500
mg/kg, durante o periodo de pré-implantacdo do blastocisto (d0-d5) ndo foi capaz de alterar a

performance reprodutiva materna de ratas Wistar.

3.1.5 Embriofetotoxidade El

A maioria dos RNs das ratas tanto do grupo tratado com o EHEEu, na dose de 500
mg/kg, quanto do grupo controle apresentou peso adequado para a idade de prenhez (AIP).
Apesar de o grupo tratado ter apresentado um nimero maior de RNs pequenos para a idade de
prenhez (PIP) em relacdo ao grupo controle, esta diferenca ndo foi estatisticamente
significativa. Os RNs restantes distribuiram-se em grande para a idade de prenhez (GIP),
sendo que o grupo controle teve maior numero de representantes, contudo, ndo apresentando
também diferenca significativa na porcentagem em relacéo ao grupo tratado (Figura 11).

A embriofetotoxidade estuda as alteracBes induzidas durante desenvolvimento,
processo que ocorre entre a concepgdo e o nascimento (BARROS; DAVINO, 2008). Nota-se
que no presente estudo, a administracdo do EHEEu ndo provocou toxidade fetal. Além de que
um dos fatores que poderiam influenciar diretamente tal resultado seria a toxidade materna,

contudo, esse parametro ndo foi afetado.
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Figura 11 - Efeito do tratamento por via oral com EHEEu, preparado das cascas de Endopleura uchi
(500 mg/kg), sobre recém-nascidos de progenitoras, tratadas durante o periodo de pré-implantacédo
(d0-d5). No grupo controle foi administrada 4gua destilada (0,5 mL/animal). PIP: Pequeno para Idade
de Prenhez; AIP: Adequado para Idade de Prenhez; GIP: Grande para ldade de Prenhez. Os dados
representam a média + E.P.M. Foi aplicado o Teste Exato de Fisher. *p<0.05 comparado ao grupo
controle.
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3.1.6 Teratogenicidade EI

3.1.6.1 Analise das anomalias e/ou malformacdes externas e internas (esqueléticas e viscerais)
El

Na anélise da teratogenicidade, o EHHEu (500 mg/kg) ndo causou nenhum tipo de
malformacdes ou anomalias externas, assim como, malformacdes ou anomalias internas
(esqueléticas e viscerais). Vale ressaltar, que esse resultado foi observado ao analisar tanto os

RN’s como as ninhadas afetadas (Tabela 2).

Tabela 2 - Efeito do tratamento por via oral com EHEEu, preparado das cascas de Endopleura uchi
(500 mg/kg), sobre a frequéncia das anomalias e malformagdes externas e internas (esqueléticas e
viscerais) em recém-nascidos e ninhadas de ratas tratadas durante o periodo de pré-implantagdo (d0 —
d6).

CONTROLE EHEEu 500 mg/kg
Malformacoes externas
Recém-nascidos afetados 0/47 0/49
Ninhadas afetadas 0/6 0/6
Anomalias Externas
Recém-nascidos afetados 0/47 0/49
Ninhadas afetadas 0/6 0/6
Malformaces Esqueléticas
Recém-nascidos afetados 0/23 0/23
Ninhadas afetadas 0/6 0/6
Anomalias Esqueléticas
Recém-nascidos afetados 0/23 1/23
Ninhadas afetadas 0/6 1/6
Malformacoes viscerais
Recém-nascidos afetados 0/24 0/26
Ninhadas afetadas 0/6 0/6
Anomalias Viscerais
Recém-nascidos afetados 1/24 0/26
Ninhadas afetadas 1/6 0/6

O grupo controle recebeu agua destilada (0,5 mL/animal). Os dados representam a média + E.P.M. Foi
aplicado o Teste Exato de Fisher *p<0.05 comparado ao grupo controle.
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De acordo com Calliari-Martim et al. (2001), a exposicdo das progenitoras a agentes
quimicos, durante o periodo de gestacdo pode, dependendo de fatores inerentes ao organismo
materno, a funcionalidade placentaria ou a uma acao direta no proprio organismo embriofetal
resultar em diversas alteracbes no desenvolvimento do concepto, podendo ocasionar sua
morte, aléem de malformacdes ou anomalias ao nascer ou ainda prejuizo no desenvolvimento
fisico e/ou comportamental do recem-nascido. Contudo, outro fator que se deve levar em
consideracdo, diz respeito aos periodos criticos do desenvolvimento, pois o estagio do
desenvolvimento do embrido durante o qual um determinado agente, tal como uma droga ou
virus, esta presente, determina a susceptibilidade a um teratdgeno. Sendo que o periodo mais
critico do desenvolvimento é quando a divisdo e diferenciacdo celular e a morfogénese estdo
em seu ponto maximo (MOORE; PERSAUD, 2008).

No que diz respeito as malformac0es, o periodo de pré-implantacdo em mamiferos tem
sido considerado como um periodo dito como “tudo ou nada”. Dessa forma, a exposicdo das
progenitoras a agentes quimicos pode causar morte embrionaria, ou simplesmente nédo
interferir no desenvolvimento normal do embrido (WILSON, 1977). Neste estudo ndo foram
evidenciadas malformacdes nos filhotes analisados.

Quanto a andlise diferencial das anomalias internas (esqueléticas e viscerais), esta
também ndo foi significativa (p<0.05) entre os grupos (Tabela 3 e Figura 12). Assim, 0
tratamento com o EHHEuU (500 mg/kg) nédo induziu efeito teratogénico nos filhotes de ratas

tratadas durante o periodo de pré-implantacédo do blastocisto.

Tabela 3 - Efeito do tratamento por via oral com EHEEu, preparado das cascas de Endopleura uchi
(500 mg/kg), sobre o percentual das anomalias internas (esqueléticas e viscerais) em recém-nascidos e
ninhadas de ratas tratadas durante o periodo de pré-implanta¢do (d0 — d6).

CONTROLE EHEEu 500 mg/kg

Anomalia esquelética (%)

Esternébrio rudimentar 0,0 4,34

Anomalia visceral (%0)
Hiperplasia do figado 4,16 0,0

O grupo controle recebeu agua destilada (0,5 mL/animal). Os dados representam a média + E.P.M. Foi
aplicado o Teste Exato de Fisher. *p<0.05 comparado ao grupo controle.
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A A

Figura 12 — Anomalia Esquelética (5° esternébrio rudimentar) (EIGI). (A) 5° Esternébrio Normal
(EIGI). (B) 5° Esternébrio Rudimentar (EIGI]).
Fonte do autor.

3.1.6.2 Contagem dos pontos de ossificacéo El

O tratamento com o EHEEu, na dose de 500 mg/kg, quando comparado ao grupo
controle, ndo foi capaz de interferir na ossificagdo das vértebras cervicais, falanges anteriores,
metacarpos, esternebrios, metatarsos, falanges posteriores e veértebras caudais dos RNs
expostos no periodo de pré-implantacdo. A contagem total dos pontos de ossificacdo no EIGI
e EIGII foi em média de 33,63 e 33,60, respectivamente, sendo que ndao demonstraram

quaisquer alteracdes significativas entre os grupos (Tabela 4).

Tabela 4 - Efeito do tratamento por via oral com EHEEu, preparado das cascas de Endopleura uchi
(500 mg/kg), sobre os pontos de ossificagdo em recém-nascidos de ratas tratadas durante o periodo de
pré-implantacéo (d0 — d6).

CONTROLE EHEEu 500 mg/kg
Vértebras cervicais 5.00 £ 0.00 5.00 £ 0.00
Esternébrios 6.00 £ 0.00 5.95+0.04
Falanges anteriores 5.00 £ 0.00 4.82+0.12
Metacarpos 4.00 £ 0.00 4.00 £ 0.00
Falanges posteriores 4.00 £ 0.00 3.86 £ 0.07
Metatarsos 5.00 £ 0.00 5.00 £ 0.00
Vértebras caudais 4.63+0.21 5.13+0.22
Ossificacdo Total 33,63+0.21 33,60 £0.34

O grupo controle recebeu agua destilada (0,5 mL/animal). Os dados representam a média + E.P.M. Foi
aplicado o teste “t” de Student (ndo pareado). *p<0.05 comparado ao grupo controle.
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Todos os o0ssos sdo formados pela substituicdo de tecido conjuntivo derivado do
mesénquima com osteocisto. O conhecimento do processo basico da ossificacdo do esqueleto
humano é largamente derivado de estudos durante os estagios de desenvolvimento pos-natal.
Contudo, em ratos, um numero de fatores fisiologicos gerais, certamente pode influenciar a
taxa de ossificacdo fetal. Assim, como se poderia esperar, a ossificacdo do esqueleto fetal esta
intimamente ligada a taxa global de crescimento fetal (CARNEY; KIMMEL, 2007).

Um dos parametros que afetam o crescimento fetal € a toxidade materna, pois a mesma
pode interferir diretamente no peso fetal. Contudo para Aliverti et al. (1979), o peso fetal ndo
é parametro conclusivo em estudos de desenvolvimento porque pode variar dependendo do
tamanho da ninhada. Por tal motivo, os centros de ossificacdo foram analisados no presente
estudo, funcionando como parametro adicional para avaliar o desenvolvimento fetal. Neste
estudo, o crescimento fetal ndo foi alterado com o EHEEu, corroborado assim, com a nao

interferéncia nos pontos de ossificagdo dos mesmos.

3.2 EXPERIMENTO Il - EXPOSICAO DURANTE O PERIODO POS-IMPLANTACAO

3.2.1 Avaliacao da toxidade aguda nas progenitoras Ell

Assim como no periodo de pré-implantacdo, observou-se que o tratamento com
EHEEu, na dose de 500 mg/kg, administrado no periodo pés-implantacdo (organogénese) (d6-
d15) ndo foi capaz de provocar sinais clinicos de toxidade aguda em ratas (diarréia,
piloerecdo, estresse, agitacdo, apatia, tremores e sangramento), assim como, ndo provocou
nenhum O6bito durante a fase experimental. Como ndo foram observados sinais clinicos de
toxidade materna em nenhum dos grupos analisados (EIIGI e EIIGII), indica-se a sua auséncia
neste periodo de desenvolvimento.

Calliari-Martin et al. (2001) relatam que a verificagdo da ocorréncia de toxicidade
materna ap6s a administracdo de alguma substancia se da através da parametros de
observacao direta tal como alteracdo da pelagem, sialorréia, diarréia, apatia, agressividade,
perda de comportamento de autolimpeza, assim como através de parametros de avaliacdo
indireta como ganho de massa corporal, ingestdo de agua e de racdo, durante o periodo
gestacional. No que diz respeito a observacdo direta, esta ndo foi alterada com a

administracdo do EHEEu.
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3.2.2 Avaliacao do desenvolvimento ponderal das progenitoras El|I

A administracdo do EHEEu (500 mg/kg), durante o periodo de tratamento (d6-d15),
ndo foi capaz de alterar o desenvolvimento ponderal das ratas quando comparado ao grupo
controle até o d12. Contudo, observou-se uma diferenca (p<0.05) entre os grupos no d14.
Apesar da diferenca de massa corporal no referido dia, as ratas do grupo tratado ganharam
adequadamente massa corporea no fim do tratamento (d15), progredindo assim, até o final do
periodo gestacional (d20), caracterizado como periodo de desenvolvimento fetal (Figura 13).
De acordo com Muller (2007) monitoramento da massa corporal durante a fase de tratamento
prové um indice do estado geral de salide dos animais experimentais, sendo que essas
informacBes adquiridas podem tornar-se importantes para a interpretacdo dos -efeitos

reprodutivos.
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Figura 13 - Efeito do tratamento por via oral com EHEEu, preparado das cascas de Endopleura uchi
(500 mg/kg), sobre o desenvolvimento ponderal (g) de ratas prenhas, linhagem Wistar, tratadas
durante o periodo de pos-implantagdo (d6-d15), e apds o tratamento (d16-d20). No grupo controle foi
administrada agua destilada (0,5 mL/animal). Os valores representam a média + E. P. M. Foi aplicado
o teste “t” de Student (ndo pareado), sendo (n= 6/grupo). *p<0.05 comparado ao grupo controle.

3.2.3 Avaliacéo do consumo de agua e racéo das progenitoras Ell

O consumo de agua do grupo tratado com o EHEEu (500 mg/kg), ndo foi alterado
durante os dias d6, d8 e d10 de tratamento, quando comparado ao grupo controle. No entanto,
os dias d12 e d14 diferiram (p<0,05). Embora tenha sido notada essa diferenca estatistica na

ingestdo hidrica (d12-d14), vale ressaltar que tal diferenca sé ocorreu devido as ratas do grupo
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controle terem ingerido mais agua durante esse mesmo periodo. E possivel verificar que as
ratas do grupo tratado obtiveram um aumento progressivo em sua ingestdo hidrica, que variou
do d8-20 de prenhez (Figura 14). Assim, infere-se que o EHEEu ndo foi capaz de alterar a

ingestdo hidrica das ratas expostas durante o periodo de organogénese.
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Figura 14 - Efeito do tratamento por via oral com EHEEu, preparado das cascas de Endopleura uchi
(500 mg/kg), sobre o consumo hidrico (mL) de ratas prenhas, linhagem Wistar, tratadas durante o
periodo de poés-implantagcdo (d6-d15), e ap6s o tratamento (d16-d20). No grupo controle foi
administrada agua destilada (0,5 mL/animal). Os valores representam a média + E. P. M. Foi aplicado
o teste “t” de Student (ndo pareado), sendo (n= 6/grupo). *p<0.05 comparado ao grupo controle.

O EHEEu, na dose administrada no periodo de p6s-implantacao néo foi capaz de
interferir na ingestéo de racdo quando comparado ao grupo controle. Embora tenha sido
detectado um consumo menor do grupo tratado em relacdo ao grupo controle, nos dias
d14-d16 de prenhez, essas diferencas ndo foram estatisticamente significativas (Figura
15).

Segundo Mello (2007) no que se refere aos estudos de toxicidade pré-natal a
toxicidade materna é confirmada por avalia¢cbes que podem incluir varios parametros,
tais como reducdo do ganho de peso corpéreo, ocorréncia de Gbitos durante o periodo de
tratamento, reducdo do consumo de agua e/ou racdo, além do aparecimento de sinais
clinicos e alteracbes no peso e/ou morfologia dos diversos 6rgdos. Apesar da
diminuicdo do peso corpéreo das ratas no d14 de tratamento, evidenciando possivel
toxidade materna nesse dia, vale ressaltar que ndo foi registrado nenhum 6bito, reducgao

do consumo de agua e ra¢do durante o periodo de tratamento com o EHEEu.
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Figura 15 - Efeito do tratamento por via oral com EHEEu, preparado das cascas de Endopleura uchi
(500 mg/kg), sobre o consumo de racdo (g) de ratas prenhas, linhagem Wistar, tratadas durante o
periodo de poés-implantagcdo (d6-d15), e ap6s o tratamento (d16-d20). No grupo controle foi
administrada agua destilada (0,5 mL/animal). Os valores representam a média + E. P. M. Foi aplicado
o teste “t” de Student (ndo pareado), sendo (n= 6/grupo). *p<0.05 comparado ao grupo controle.

3.2.4 Performance reprodutiva materna Ell

A exposicdo das ratas ao EHEEu, no periodo que variou do d6-d15 de prenhez com
500 mg/kg ndo afetou de forma estatisticamente significativa as seguintes variaveis: n° de
corpos luteos, implantagdes, fetos vivos, perdas pré-implantacdo, indice de parto, indice de
nascimento, peso fetal, peso placentario e indice placentario. No entanto, o EHEEu
demonstrou ter efeito (p<0,05) sobre as perdas pds-implantacéo e indice de reabsorcdo dessas
ratas tratadas durante o periodo de poés-implantacdo do blastocisto no utero desses animais
(Tabela 5).

No que diz respeito taxa de perdas pré-implantacdo, esta constitui a relacdo entre o
nimero de odcitos liberados e aqueles que depois de fecundados ndo conseguiram ser
implantados no utero (ALMEIDA; LEMONICA, 2000). Neste estudo, o nimero de corpos
luteos e a taxa de perda pré-implantacdo nao foi afetado com a administracdo do EHEEu.

Segundo Paria et al. (2000) o periodo de implantacéo é processo pelo qual o embrido
alcanca o contato fisico e fisiologico intimo com o endométrio materno para o0
estabelecimento da gestacdo, ocorrendo assim, interagdo entre o blastocisto ativado e o
epitélio uterino para iniciar a implantagdo. Contudo, apesar de haver variagao neste processo
entre as espécies, certos eventos basicos sdo similares. No presente estudo, o numero de

implantagcbes ndo mostrou diferenca significativa entre os grupos tratado e controle,
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indicando, provavelmente que o tratamento com o EHEEu n&o afetou o processo de

implantacéo dos blastocistos.

Tabela 5 - Efeito do tratamento por via oral com EHEEu, preparado das cascas de Endopleura uchi
(500 mg/kg), sobre a performance reprodutiva materna de ratas prenhas tratadas durante o periodo de
po6s-implantacdo (d6 — d15).

CONTROLE EHEEu 500 mg/kg
Ratas acasaladas (n) 6 6
1 durante o tratamento (n) 0 0
Corpos luteos (n) 11.50 £ 1.47 9.50 £ 0.42
Implantagdes (n) 8.83+1.19 8.33+0.71
Fetos vivos (n) 8.83+1.19 7.00 £0.89
Perdas Pré-implantacao (%) 21.21 +£10.07 12.10+£7.13
Perdas Pds-implantacdo (%) 1.85+1.85 16.52 + 6.16
indice de Reabsorgéo (%) 1.85+1.85 14.67 +5.38"
indice de Parto (%) 100 +0.00 100 +0.00
indice de Nascimento (%) 100 +0.00 100 +0.00
Peso Fetal (g) 4.82 £0.06 4.97 £0.05
Peso Placentario (g) 0.50+0.01 0.51+£0.01
indice Placentario 0.10 £ 0.00 0.12 +0.01

O grupo controle recebeu agua destilada (0,5 mL/animal). Os dados representam a média + E.P.M. Foi
aplicado o teste “t” de Student (ndo pareado), sendo (h= 6/grupo). *p<0.05 comparado ao grupo
controle.

Segundo Miller (2007) as perdas pds-implantes representam o prejuizo reprodutivo
total provocado no periodo de prenhez. Tal parametro é representado tanto pelo aumento do
indice reabsorcdo quanto pela diminuicdo do indice de parturicdo e também pelos filhotes
natimortos. Contudo, neste estudo, apesar do aumento significativo das perdas pos-
implantacdo com consequente aumento de reabsorcdes nas ratas do grupo tratado, observou-
se que o indice de parto ndo diferiu (p<0,05).

Nota-se que a mortalidade materna é um sinal de toxidade, contudo existem outras
variaveis que podem ser usadas como indicativos de efeitos adversos, como a massa corporal
durante o tratamento, dados da prenhez e sinais clinicos de toxicidade (EPA, 1991; EPA,
1996). Assim, a auséncia da toxidade materna do EHHEu, na dose testada é demonstrada pelo
ganho de massa corporal das progenitoras expostas, auséncia de oObitos, além da n&o

interferéncia nos resultados referente aos parametros reprodutivos.
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3.2.5 Embriofetotoxidade ElI

O tratamento das ratas com o EHEEu, nao foi capaz de interferir no tamanho dos
recém-nascidos (PIP, AIP e GIP), pois ndo houve diferenca estatisticamente significativa com
relagdo ao grupo controle. Sendo que a maioria dos RNs tanto do grupo tratado com o EHEEu
quanto do grupo controle apresentou peso adequado para a idade de prenhez (AIP). Houve um
numero de representantes equivalente de RNs PIP entre ambos os grupos. Contudo, 0s recém-
nascidos restantes distribuiram-se em grande para a idade de prenhez (GIP), onde o grupo
tratado com EHEEu teve maior nimero de individuos, sem diferencas (p<0,05) (Figura 16).

Um critério indicativo de embriofetotoxidade é avaliar o percentual de RNs que
nasceram pequenos (PIP), grandes (GIP) ou adequados (AIP) a idade de prenhez
(CALDERON, 1988). Vale ressaltar, apesar da evidéncia quanto a diferenca da massa
corporal materna no (d14) (Figura 14), estatisticamente significativa em relagdo ao grupo
controle, ndo houve toxidade fetal, pois o crescimento dos RNs ndo foi afetado. Assim, o
EHEEu (500 mg/kg) ndo foi capaz causar embriofetotoxidade nos recém-nascido de ratas

prenhas tratadas durante o periodo de organogénese.
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Figura 16 - Efeito do tratamento por via oral com EHEEu, preparado das cascas de Endopleura uchi
(500 mg/kg), sobre recém-nascidos de progenitoras, tratadas durante o periodo de pds-implantacéo
(d6-d15). No grupo controle foi administrada agua destilada (0,5 mL/animal). PIP: Pequeno para
Idade de Prenhez; AIP: Adequado para Idade de Prenhez; GIP: Grande para ldade de Prenhez. Os
dados representam a média + E.P.M. Foi aplicado o Teste Exato de Fisher. *p<0.05 comparado ao
grupo controle.

3.2.6 Teratogenicidade Ell
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Assim como no periodo de pré-implantacdo, o tratamento com o EHEEu (500 mg/kg)
no periodo de pds-implantacdo ndo foi capaz de causar teratogenicidade (malformacdes e
anomalias externas e internas), pois ndo houve diferenca estatistica significativa ao ser

comparado com o grupo controle, tanto em ninhadas como RNs afetados (Tabela 6).

Tabela 6 - Efeito do tratamento por via oral com EHEEu, preparado das cascas de Endopleura uchi
(500 mg/kg), sobre a frequéncia das anomalias e malformagdes externas e internas (esqueléticas e
viscerais) em recém-nascidos e ninhadas de ratas tratadas durante o periodo de pds-implantacdo (d6-
d15)

CONTROLE EHEEu 500 mg/kg
Malformacoes externas
Recém-nascidos afetados 0/51 0/42
Ninhadas afetadas 0/6 0/6
Anomalias Externas
Recém-nascidos afetados 0/51 0/42
Ninhadas afetadas 0/6 0/6
Malformaces Esqueléticas
Recém-nascidos afetados 0/25 0/20
Ninhadas afetadas 0/6 0/6
Anomalias Esqueléticas
Recém-nascidos afetados 0/25 0/20
Ninhadas afetadas 0/6 0/6
Malformacoes viscerais
Recém-nascidos afetados 1/26 1/22
Ninhadas afetadas 1/6 1/6
Anomalias Viscerais
Recém-nascidos afetados 3/26 1/22
Ninhadas afetadas 2/6 1/6

O grupo controle recebeu agua destilada (0,5 mL/animal). Os dados representam a média + E.P.M. Foi
aplicado o Teste Exato de Fisher. *p<0.05 comparado ao grupo controle.

Ao fazer a anélise diferencial das malformacdes e anomalias internas (viscerais), nota-
se que ndo foram observadas alteracBes significativas entre 0s grupos quanto auséncia de
testiculo (Figura 17), comunicacgdo intra-ventricular, hidrocefalia, hidronefrose e hipoplasia
renal. Tais dados foram menos expressivos no grupo tratado com o EHEEu, confirmado pela

auséncia de comunicagdo intra-ventricular, hidrocefalia e hipoplasia renal (Tabela 7). Assim,
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0s resultados deste trabalho sugerem que o tratamento com o EHEEu ndo provocou efeitos
teratogénicos, ndo interferindo na formacdo dos 6rgdos rudimentares dos filhotes de ratas

tratadas na fase de organogénese.

Tabela 7 - Efeito do tratamento por via oral com EHEEu, preparado das cascas de Endopleura uchi
(500 mg/kg), sobre o percentual das anomalias e malformagdes externas e internas (esqueléticas e
viscerais) em recém-nascidos e ninhadas de ratas tratadas durante o periodo de pds-implantacéo (d6-
d15).

CONTROLE EHEEu 500 mg/kg

Malformacoes viscerais (%)

Auséncia de testiculo 0,0 4,54
Comunicacéo intra-ventricular 3,84 0,0
Anomalias viscerais (%)

Hidrocefalia 7,69 0,0
Hidronefrose 0,0 4,54
Hipoplasia renal 3,84 0,0

O grupo controle recebeu agua destilada (0,5 mL/animal). Os dados representam a média + E.P.M. Foi
aplicado o Teste Exato de Fisher. *p<0.05 comparado ao grupo controle.

Figura 17. Malformagdo visceral (auséncia de testiculo) A. Testiculos normais (EIIGII) e B. Auséncia
de testiculo (EIIGII) (ponta da seta).

3.2.6.1. Contagem dos pontos de ossificacdo

A contagem dos pontos de ossificacdo das vértebras cervicais, falanges anteriores,
metacarpos, esternébrios, metatarsos, falanges posteriores e vértebras caudais dos RNs
expostos no periodo de pés-implantacdo, nao foi alterado com a administracdo do EHEEu
(500 mg/kg), pois nédo evidenciou diferencas significativas em relacdo ao grupo controle
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(Tabela 8). A contagem total dos pontos de ossificacdo no EIGI e EIGII foi em média de
33.88 e 34.00, respectivamente, sem diferenca estatistica significativa.

Bernardi (1999) afirma que quanto maior for o periodo que leva a formacédo de um
determinado sistema, maior serd o risco de seu desenvolvimento ser afetado por um
determinado agente. Por tal motivo que no teste de teratogenicidade s&o estudadas as
possiveis anomalias ésseas dos animais, pois 0 periodo de organogénese do esqueleto é
bastante longo. Vale ressaltar que neste estudo foi realizada tanto a analise esquelética quanto
a andlise da contagem dos pontos de ossificagdo em dois periodos criticos do
desenvolvimento (pré-implantacdo e organogénese), sendo que nenhum dos pardmetros

diferiram significativamente apds a administragdo do EHEEu.

Tabela 8 - Efeito do tratamento por via oral com EHEEu, preparado das cascas de Endopleura uchi
(500 mg/kg), sobre os pontos de ossificagdo em recém-nascidos de ratas tratadas durante o periodo de
po6s-implantacao (d6-d15).

CONTROLE EHEEu 500 mg/kg
Vértebras cervicais 5.00 £ 0.00 5.00 £ 0.00
Esternébrios 6.00 £ 0.00 6.00 £ 0.00
Falanges anteriores 5.00 £ 0.00 4.95 £ 0.05
Metacarpos 4.00 £ 0.00 4.00 £ 0.00
Falanges posteriores 3.95+0.04 4.00 £ 0.00
Metatarsos 5.00 £ 0.00 5.00 +0.00
Vértebras caudais 4.96 +0.20 5.00+0.14
Ossificacédo Total 33.88+0.21 34.00+£0.16

O grupo controle recebeu agua destilada (0,5 mL/animal). Os dados representam a média + E.P.M. Foi
aplicado o teste “t” de Student (ndo pareado). *p<0.05 comparado ao grupo controle.
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4 CONCLUSAO

Os resultados evidenciaram que a administracdo oral do extrato hidroetanolico das
cascas do caule de E. uchi, na dose de 500 mg/kg, em ratas Wistar, durante os periodos de
pré-implantacdo e organogénese ndo provocou toxidade materna, ndo alterou a contagem dos
pontos de ossificagcdo, ndo provocou embriofetotoxidade e teratogenicidade na prole. Quanto
ao parametro performance reprodutiva materna, este ndo foi alterado no periodo pré-
implantacdo, contudo, no periodo de organogénese aumentou significativamente o numero de
perdas pos-implantes, com consequente aumento, tambem significativo, do indice de

reabsorcoes.
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CAPITULO 3 - AVALIACAO DA TOXIDADE REPRODUTIVA DO EXTRATO
HIDROETANOLICO DE Endopleura uchi (Huber) Cuatrec, EM RATAS WISTAR NO
PERIODO DE DESENVOLVIMENTO FETAL
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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar, na progénie de ratas tratadas durante o periodo de
desenvolvimento fetal, o efeito do extrato hidroetandlico das cascas do caule de E. uchi
(EHEEu) sobre o desenvolvimento geral e sexual da progénie. Ratas Wistar (Rattus
norvegicus albinus), isogénicas, foram divididas em dois grupos (n=5/grupo), sendo um grupo
tratado e outro controle. O grupo tratado recebeu o EHEEu, na dose de 500 mg/kg durante o
periodo de desenvolvimento fetal (d16-d20 de prenhez), enquanto que o grupo controle
recebeu 0,5 mL de agua destilada durante 0 mesmo periodo. Os resultados da exposic¢do na
dose e periodo relatado, revelaram que o EHEEu ndo provocou toxidade aguda nas
progenitoras, pois ndo causou diarréia, piloerecdo, estresse, agitacdo, apatia, tremores e
sangramento, assim como ndo provocou alteraces no desenvolvimento ponderal, consumo de
agua e racdo, em relacdo ao grupo controle. Os parametros reprodutivos maternos também
ndo foram alterados, tal como tempo de prenhez, indice de nascimento, indice de viabilidade,
indice de desmame e tamanho da ninhada. A massa corporal (g) ao nascer, e ao desmame nao
diferiu significativamente entre os descendentes de ratas expostas ao controle e ao EHEEu.
Sendo que o desenvolvimento ponderal dos descendentes também nao foi alterado (1, 4, 7 e
19 dia pos natal). Os parametros utilizados para a avaliacdo da atividade motora e avaliacéo
de desenvolvimento geral da prole como periodo (dias) para o descolamento dos pavilhdes
auriculares, aparecimento da penugem, erupcao dos incisivos, aparecimento de pélos, abertura
dos olhos e razdo sexual ndo foram afetados com a administracdo do EHEEu. A descida
bilateral dos testiculos e separacdo prepucial completa ndo foi alterada, contudo, o tempo de
abertura do canal vaginal e o ciclo estral das descendentes fémeas foi alterado. Assim,
concluiu-se que o EHHEu administrado no periodo de desenvolvimento fetal ndo causou
toxidade materna, ndo alterou os parametros reprodutivos maternos, ndo afetou o
desenvolvimento ponderal, as caracteristicas gerais dos descendentes e a atividade motora, no
teste de campo aberto, no entanto, as caracteristicas sexuais das descendentes fémeas foram
afetadas.

Palavras-chave: ratas Wistar. toxicologia reprodutiva. periodo fetal. progénie.
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ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate, in the progeny of female rats treated during the
period of fetal development, the effect of the extract hydroethanolic extract of the peels of the
stem of E. uchi (EHEEu) on the general and sexual development of the progeny. Female
Wistar rats (Rattus norvegicus albinus), isogenical, were divided in two groups (n=5/grupo),
treated group and control group. The treated group received EHEEU, in the dose of 500 mg/kg
during the period of fetal development (pregnancy d16-d20), while the control group received
0,5 mL of water distilled during the same period. The results of the exhibition in the dose and
reported period, showed that EHEEu did not provoke acute toxicity in the progenitors,
because it did not cause diarrhea, piloerection, stress, agitation, apathy, tremors and bleeding,
as well as it didn't provoke alterations in the weighted development, consumption of water
and food, in relation to the control group. The maternal reproductive parameters were not also
changed, as in the pregnancy period, rate of birth, viability rate, weaning rate and size of the
brood. The body mass (g) and the weaning did not differ significantly among the descendants
of exposed female rats to the control and EHEEu. And the descendants' weighted
development was not also changed (1, 4, 7 and 19 post-born). The parameters used for the
evaluation of the locomotion activity and evaluation of general development of the offspring
as the period (days) for the displacement of the auricle pavilions, fluff , eruption of the
incisors, hair, opening of the eyes and sexual gender were not affected with the administration
of EHEEu. The bilateral descent of the testicles and separation preputial completes was not
altered, however, the time of opening of the vaginal channel and the estrous cycle of the
female descendants was not changed. So, it was concluded that EHHEu administered in the
period of fetal development did not cause maternal toxicity, it did not change the maternal
reproductive parameters, it did not affect the weighted development, the descendants' general
characteristics and the motor activity, in the test of open field, however, the female
descendants' sexual characteristics were affected.

Keywords: Female Wistar Rats. Reproductive Toxicology. Fetal Period. Progeny.
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1 INTRODUCAO

Devido a elevada procura por alternativas naturais, para prevenir e curar enfermidades
aumentou o consumo de plantas medicinais tanto em forma de chds como com outras
preparagOes da planta e formas farmacéuticas (HOLLENBACH, 2008). Dados recentes
revelam que cerca de 75-80% da populacdo em todo o mundo utilizam plantas medicinais,
principalmente nos paises em desenvolvimento, isso se deve ao seu facil acesso, aléem da
crenca de que este tipo de terapia ndo causa efeitos adversos graves (TABASSUM, 2011).
Dessa forma, alguns principios ativos poucos estudados se tornam um verdadeiro perigo para
a salde da populagdo. Para tanto, os estudos relacionados com a toxicidade pré-clinica, além
da avaliacdo da seguranca e eficacia dos fitoterapicos se tornam essenciais (HOLLENBACH,
2008).

Segundo Bortolini (2009) o periodo gestacional pode ser dividido em trés estagios,
levando-se em consideragdo a sensibilidade a agentes teratogénicos. O primeiro estagio
comeca com a fecundacéo, se estendendo até a implantacdo do blastocisto. O segundo estagio
¢ chamado de organogénese, caracterizado por intensa proliferacdo celular, movimento e
deslocamento de massa celular e complexos sistemas de interacdo nucleo/citoplasma e
intercelulares. Tal periodo é o mais suscetivel a acdo de agentes teratogénicos. O terceiro e
ultimo estagio, o periodo fetal, se distingue pela diferenciacdo histologica e funcional dos
diferentes 6rgdos e aparelhos, além de um evidente crescimento ponderal do concepto.

Vale ressaltar, que além dos efeitos teratogénicos induzidos in utero, onde geralmente
sdo diagnosticados precocemente ainda durante a gestacdo ou ao nascimento, existe uma
grande preocupacdo com distarbios que podem se manifestar tardiamente, como alteracdes
comportamentais, distarbios neurodegenerativos, alteracdes metabdlicas e disfuncdes
reprodutivas (WHO, 2002).

Moore e Persaud (2008) afirmam que o ciclo reprodutivo ndo consiste apenas na
concepcdo, gravidez e nascimento, mas que tem inicio com a producdo de gametas nos pais
(ainda no periodo pré-natal do organismo parenteral), seguindo pela fertilizacdo e
desenvolvimento embriofetal, nascimento e desenvolvimento pds-natal até a maturidade
sexual, fase no qual o descendente adulto torna-se capaz de procriar. Dessa forma, algumas
substancias podem causar aumento de morte pos-natal, depois de algumas semanas de
nascimento, podendo produzir outros efeitos, que serdo visualizados somente apds o
nascimento, tal como a catarata, que se manifesta somente ap6s o 21° dia de vida
(NAROTSKY; KAVLOCK, 1995).
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Considerando que a literatura possui escassas evidéncias sobre o uso seguro de E.
uchi, o objetivo deste capitulo foi avaliar, na progénie de ratas tratadas durante o periodo de
desenvolvimento fetal, o efeito do extrato hidroetandlico das cascas do caule de E. uchi (500

mg/kg), sobre o desenvolvimento geral e sexual da progénie.



121

2 MATERIAL E METODOS

A execucdo dos diversos protocolos experimentais ocorreu no Laboratorio de Pesquisa
em Farmacos, do Departamento de Ciéncias Biologicas e da Saude, da Universidade Federal
do Amapé — UNIFAP, situado na Rodovia Juscelino Kubitscheck, Km-02 - Zerdo — Macapa,
AP- Brasil.

2.1 COLETA E IDENTIFICACAO DO MATERIAL VEGETAL

O pbé das cascas do caule de E. uchi (464g) foram gentilmente cedidas pelo
Laboratorio de Farmacologia da Faculdade de Farméacia da UFPA, sendo que este material
boténico foi coletado na regido metropolitana de Belém, Estado do Para, Brasil em 03 de abril
de 2005,em mata de terra firme e a identificagdo efetuada por botanicos da EMBRAPA
(Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria), cuja exsicata encontra-se depositada no

herbario da referida institui¢cdo sob codigo n° 180611.

2.2 OBTENCAO DO EXTRATO HIDROETANOLICO BRUTO

O material vegetal seco foi macerado, em solucdo hidroalcodlica a 75%, na propor¢do
de 1:5 em temperatura ambiente, durante sete (7) dias, sob agitacdo constante (BARBOSA e
TAVARES, 2001). Em seguida, o macerado foi filtrado e concentrado em rotaevaporador
(QUIMIS, Modelo Q. 218.2), na temperatura de 40°C até a evaporacdo completa do solvente.
O filtrado concentrado foi submetido a liofilizacao fornecendo 10.65% de rendimento.

2.3 DESCRICAO DOS ANIMAIS

Foram utilizados Rattus norvegicus albinus, linhagem Wistar, isogénicos, machos e
fémeas em idade reprodutiva (trés meses), provenientes do Centro Multidisciplinar para
Investigacio Bioldgica na Area da Ciéncia em Animais de Laboratorio (CEMIB) da
Universidade de Campinas — UNICAMP e do Biotério do Laboratorio Central do Amapa
(LACEN — AP).

O projeto de dissertacdo foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
da Universidade Federal do Amapa, com o registro CEP — UNIFAP 001A/2012.
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2.4 GRUPO EXPERIMENTAL

Neste capitulo, o estudo foi dividido em apenas um ensaio: Ensaio Experimental
(Experimento I1l), onde continha dois grupos: grupo controle (GI) e grupo tratado (GlI)
(Quadro 1).

Quadro 1 - Grupo experimental para avaliar a performance reprodutiva de Rattus norvegicus albinus,
linhagem Wistar, fémeas, tratados com o EHEEu e &gua destilada.

EXP. 111 GI: Ratas prenhes, que receberam por via oral, 0,5 mL

de agua destilada, no periodo de desenvolvimento fetal (n = 6);
(111) - Periodo Fetal

EXP. 111 GlI: Ratas prenhes, que receberam por via oral, uma

dose correspondente a 500 mg/kg do EHEEu, no periodo de

desenvolvimento fetal (n = 6);
2.5 SEQUENCIA EXPERIMENTAL

Foi dividida em quatro periodos: de adaptacdo, de identificacdo do ciclo estral, de

acasalamento e de tratamento.
2.5.1 Periodo de adaptacao

As ratas passaram por um periodo de adaptacdo, no Laboratério de Pesquisa em
Farmacos durante quinze dias. Permanecendo em estantes ventiladas (Alesco®), em caixas de
polipropileno, com capacidade maxima de cinco animais, sob temperatura controlada (23+2°
C) e obedecendo a um ciclo claro/escuro (fotoperiodo) de 12 horas (periodo claro das 7:00 h
da manha as 19:00 h da noite) e receberam agua e racdo (Labina®) a vontade.

2.5.2 ldentificagdo das fases do ciclo estral das ratas
Apds as ratas terem passado pelo periodo de adaptacdo, iniciou-se a fase de

identificacdo das fases do ciclo estral por meio de um esfregaco vaginal que ocorria sempre

pela manhd (8:00 h), com duracdo de aproximadamente 20 dias. Os esfregacos eram
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realizados com auxilio de uma micropipeta, por meio da lavagem vaginal com 10 pL de
solucdo de cloreto de sodio a 0,9% e posterior avaliacdo, a fresco, em microscopia Optica
(aumento 40x) conforme a metodologia descrita por Marcondes et al. (2002).

O ciclo estral de ratas tem duracdo média de quatro ou cinco dias e é caracterizado por
quatro fases, proestro, estro, metaestro (diestro 1) e diestro (diestro Il), as quais podem ser
determinadas pelos tipos celulares observados no esfregaco vaginal (MARCONDES et al.,
2002) (Quadro 2)

Quadro 2 - As quatro fases do ciclo estral de Rattus norvegicus albinus (fémeas), mediante exame de
citologia vaginal.

FASE CARACTERISTICAS

Grande numero de células epiteliais
Proestro (12 h) nucleadas, algumas células epiteliais
queratinizadas (sem nucleo) e auséncia

total de leucécitos.

Presenca de células queratinizadas e
Estro (14 h) auséncia total de leucocitos. A ovulagédo
ocorre espontaneamente na metade do

ciclo escuro durante esta fase.

Inimeros leucocitos, filamentos de
Metaestro (21 h) muco e residuos de células epiteliais

queratinizadas.

Periodo de repouso em que a
Diestro (57 h) mucosa vaginal apresenta-se delgada,
com leucdcitos e algumas células

nucleadas.

2.5.3 Periodo de Acasalamento
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Nesta fase, fémeas nuliparas foram colocadas em contato com machos adultos na fase
escura do ciclo (proestro) para o acasalamento na propor¢do de duas (2) fémeas para um (1)
macho. Na manhd seguinte, realizaram-se os lavados vaginais. Foi considerada como
indicativo de prenhez a presenca de espermatozoides, associado ao diagnéstico da fase estro
do ciclo estral. Esta fase é considerada como a fase estrogénica maxima, onde sdo encontradas
apenas células queratinizadas. Assim, confirmada a prenhez, convencionou-se esse dia como
dia O (zero) de prenhez (dO) e as fémeas foram mantidas em caixas individuais de
polipropileno (414 x 344 x 168 mm). Os acasalamentos foram repetidos diariamente até a

obtencdo do nimero suficiente de progenitoras de acordo com cada experimento realizado.

2.5.4 Periodo de Tratamento (d16 — d20)

Neste experimento, fémeas prenhas (n=5/grupo), tanto do grupo controle (EIIGI)
como do grupo tratado (EIIIGII), foram tratadas uma vez ao dia, via oral (Figura 1), com agua
destilada (5 mL) e HHEEu (500 mg/Kg) respectivamente, na fase de desenvolvimento
fetal,.que caracteriza-se pela diferenciacdo e crescimento tissular, maturacao fisioldgica dos
diferentes sistemas e crescimento ponderal do feto (FRITZ; GIESE, 1990; ROGERS;
KALVLOCK, 2001) Desta forma, a duragdo do tratamento correspondeu do d16 ao d20 de
prenhez.

Figura 1 — Tratamento via oral dos animais.
Fonte do autor.
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2.6 PARAMETROS ANALISADOS
2.6.1 Avaliacdo da toxidade aguda nas progenitoras

Durante o periodo de tratamento, as progenitoras foram avaliadas quanto a presenca de
manifestacBes de véarios sinais de toxidade aguda, tal como: diarréia, piloerecdo, estresse,
tremores, salivacdo e sangramento.
2.6.2 Avaliacéo do desenvolvimento ponderal das progenitoras

No que diz respeito ao ganho de massa das progenitoras, a massa corporal de cada
uma foi registrada nos dias d0, d3, d6, d9, d12, d15, d18 e d21 de prenhez, com a utilizacédo
de uma balanca Gehaka BG 4000, com capacidade de 4200 g e precisao de 0,01 g.
2.6.3 Avaliacdo do consumo de 4gua e racdo das progenitoras

Também foi mensurado o consumo de agua e racdo durante 0os mesmos dias de
prenhez e condigOes citados acima. Onde, diariamente, eram disponibilizado 50g de ragéo e
250 mL de agua para cada rata prenha.
2.6.4 Avaliacdo dos parametros reprodutivos das progenitoras

Apos o parto as fémeas permaneceram com os filhotes até o 19° dia p6s-natal (19dpn),
correspondendo ao periodo de lactacdo, quando foram sacrificadas por inalacdo em camara de
CO2, sendo descartados juntamente com o lixo hospitalar da Policlinica da Universidade
Federal do Amapa, o qual é recolhido por uma empresa privada especializada que possui
convénio com a Universidade Federal do Amapa para ser incinerado. As variaveis
investigadas foram:

e MORTALIDADE MATERNA,;

e TEMPO DE PRENHEZ;

e TAMANHO DA NINHADA,;
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e INDICE DE NASCIMENTO (%) = (n° de filhotes nascido vivos/ n° de filhotes
nascidos) x 100;

e INDICE DE VIABILIDADE (%) = (n° de filhotes vivos no 4° dia p6s-natal / n° de

nativivos) x 100;

e INDICE DE DESMAME (%) = (n° de filhotes vivos no desmame/ n° de nascidos

vivos) x 100.

2.6.5 Avaliacdo da progénie

A 12 geracdo de descendentes referente a cada ninhada, tanto do grupo controle como

do grupo tratado foi avaliada para as variaveis de desenvolvimento geral:

2.6.5.1 Avaliacdo do desenvolvimento ponderal da progénie

O desenvolvimento ponderal foi avaliado com a verificagdo da massa dos

descendentes nos dias 1dpn, 7dpn, 14dpn e 19dpn durante a lactacéo (Figura 2).

Figura 2 — Progénie avaliada durante o periodo de lactacéo
Fonte do autor.

2.6.5.2 Desenvolvimento geral da progénie
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2.6.5.2.1 Descolamento dos pavilhdes auriculares
Apds o nascimento foi dado inicio a observacdo da progénie quanto ao descolamento

bilateral completo dos pavilhGes auriculares. As observaces foram realizadas, diariamente,

até a detecgdo da variavel (Figura 3).

Figura 3 — Avaliacdo do descolamento dos pavilhdes auriculares da progénie durante o periodo de
lactacdo.
Fonte do autor.

2.6.5.2.2 Aparecimento de penugem e pélos

A progénie foi observada quanto ao aparecimento de penugem e de pélos. Sendo que
quanto aos pélos, as observacbes foram feitas, a partir do 6dpn, diariamente, até a sua

deteccdo na cabeca, membros e dorso dos descendentes (Figura 4).
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F'gura 4 — Avaliacdo do aparecimento de penugem e pélos da progénie durante o periodo de lactac&o.
(A) Penugem. (B) Pélos.
Fonte do autor.

2.6.5.2.3 Abertura palpebral ocular bilateral

A progénie foi observada a partir do 12° dia po6s-natal quanto a abertura bilateral
completa das pélpebras. As observactes foram feitas, diariamente, até a deteccdo da variavel
(Figura 5).

a

Figura 5 — Avaliacdo da abertura palpebral ocular bilateral da progénie durante o periodo de lactag&o.
Fonte do autor.

2.6.5.2.4 Erupcao dos incisivos
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A erupcdo dos incisivos também foi verificada diariamente, até a deteccdo de tal
variavel (Figura 6).

Figura 6 — Avaliacéo da erupgédo dos incisivos da progénie durante o periodo de lactacéo.
Fonte do autor.

2.6.5.3 Avaliacéo da atividade motora

Todos os descendentes de cada grupo tiveram seu comportamento testado através do
teste de campo aberto, aos 75dpn de acordo com a metodologia caracterizada por Holland e
Weldon (1968). O teste consistiu na mensuracdo das varidveis comportamentais (nimero de
cruzamentos pelos quadrantes (locomogdo horizontal) e o nimero de rearing (locomogéo
vertical)), utilizando uma caixa de madeira 1m? (Figura 7) com paredes de 50 cm de altura,
com sua base dividida em quadrantes de 20 cm? perfazendo um total de 25 quadrados, sendo
16 laterais (proximos as paredes) e nove centrais. Os animais fora colocados individualmente

no centro do campo aberto, registrando seu comportamento em video, por cerca de 5 minutos.
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Figura 7 - Caixa de madeira utilizada para a realizacéo do teste de comportamento em campo aberto.
Fonte do autor.

2.6.5.4 Avaliacédo sexual da progénie

Em todos os descendentes machos foram avaliados os seguintes parametros: descida
bilateral dos testiculos e separacdo prepucial completa. J& nos descendentes fémeas avaliou-se

a aberturado canal vaginal.

e DESCIDA BILATERAL DOS TESTICULOS: os descendentes machos foram
avaliados quanto a descida bilateral dos testiculos a bolsa escrotal. O momento da
descida dos testiculos a bolsa escrotal foi investigado através da palpacdo diaria da
bolsa escrotal a partir do 14° dia pds-natal e subsequentemente até que todos os
descendentes apresentassem essa caracteristica;

e SEPARACAO PREPUCIAL COMPLETA: a separagdo prepucial foi investigada
diariamente a partir do 33° dia pos-natal, através da retracdo manual do prepdcio, até

que a separacao prepucial estiver completa em todos os descendentes;

e ABERTURA DO CANAL VAGINAL: A partir do 30° dia pds-natal, as descendentes
foram examinadas diariamente para registro do dia da completa abertura do canal

vaginal.
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2.6.5.5 Avaliacéo do ciclo estral

Ap0s a abertura completa do canal vaginal, avaliaram-se através do exame de citologia
vaginal, por um periodo de quinze dias consecutivos, as seguintes variaveis: primeiro estro,

intervalo (dias) entre estros, regularidade do ciclo estral e duracdo de cada fase do ciclo estral.

PRIMEIRO ESTRO;

INTERVALO (DIAS) ENTRE ESTROS;

REGULARIDADE DO CICLO ESTRAL

DURACAO DE CADA FASE DO CICLO ESTRAL

2.7 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos nas diversas analises foram expressos em média + erro padrdo
da média (média £ E.P.M.) de cada grupo experimental. Para comparacdo dos valores médios
entre os grupos de massa corporal, consumo hidrico, consumo de racéo, tempo de prenhez,
desenvolvimento ponderal da progénie, avaliacdo da atividade motora da progénie,
mortalidade materna, tamanho da ninhada, intervalos entre estros, dia do 1° estro e duracao de
cada fase do ciclo estral foi utilizado o teste “t” de Student (nao pareado). No entanto, para a
avaliacdo dos pardmetros reprodutivos maternos, tal como indice de nascimento, indice de
viabilidade, indice de desmame, desenvolvimento geral da progénie, avaliacdo sexual da
progénie, e regularidade do ciclo estral aplicou-se o Teste Exato de Fisher. As analises
estatisticas foram realizadas no software Instat GraphPad® e os gréficos foram construidos
através do software GraphPad Prism® (versdo 5.03). Resultados com p < 0,05 foram

considerados estatisticamente significativos.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 TOXIDADE AGUDA NAS PROGENITORAS ElII

Ao analisar as ratas expostas ao EHEEu (500 mg/kg), durante o periodo de
desenvolvimento fetal (d16-d20), observou-se que o mesmo ndo foi capaz de provocar
toxidade aguda nas progenitoras, tal como: diarréia, piloerecdo, estresse, agitacdo, apatia,
tremores e sangramento. Vale ressaltar, que o EHEEu também n&o provocou nenhum ébito.

Dessa forma, observa-se que tais resultados estdo em conformidade com os dados
apresentados no capitulo 1l deste estudo, onde as progenitoras também ndo apresentaram
sinais clinicos de toxidade aguda, tanto no periodo de pré-implantacdo, como no periodo de

organogeénese (pds-implantacédo do blastocisto).

3.2 AVALIACAO DO DESENVOLVIMENTO PONDERAL DAS PROGENITORAS ElII

O tratamento com o EHEEu, na dose de 500 mg/kg néo interferiu no ganho de massa
corporal das ratas durante o periodo fetal. Contudo, observou-se que o grupo tratado com o
EHEEu apresentou melhor desenvolvimento ponderal quando comparado ao grupo controle,
sem diferenga estatistica significava (Figura 8).

Devido um agente quimico ter a capacidade de interferir no desenvolvimento dos
descendentes por afetar de forma direta os filhotes, ou indireta, ao comprometer a capacidade
da mée em sustentar a prole, tais informagdes sdo importantes e devem ser levadas em
consideracdo na interpretacdo dos efeitos toxicos de uma substancia (MELLO, 2007).

A toxicidade das progenitoras inclui sinais clinicos, alteracdo no comportamento e
ganho reduzido de massa corporal durante o periodo de gestacdo (CHERNOFF et al., 2008).

Neste estudo, esses parametros ndo foram afetados com a administragédo do EHEEu.
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Figura 8 - Efeito do tratamento por via oral com EHEEu, preparado das cascas de Endopleura uchi
(500 mg/kg), sobre o desenvolvimento ponderal (g) de ratas prenhas, linhagem Wistar, tratadas
durante o periodo de desenvolvimento fetal (d16-d20). No grupo controle foi administrada agua
destilada (0,5 mL/animal). Os valores representam a média + E. P. M. Foi aplicado o teste “t” de
Student (ndo pareado), sendo (n= 5/grupo). *p<0.05 comparado ao grupo controle.

3.3 AVALIACAO DO CONSUMO DE AGUA E RACAO DAS PROGENITORAS EllI

Ao analisar a ingestdo de agua durante o periodo de tratamento (d16-20) observou-se
que o grupo tratado com o EHEEu (500 mg/kg) teve um comportamento semelhante ao grupo
controle, ndo havendo diferenca estatistica significativa entre os grupos, exceto no vigésimo
primeiro dia (d21) de prenhez, onde as ratas do grupo controle apresentaram uma diminuicao
no consumo hidrico. Dessa forma, o EHEEu ndo interferiu na ingestdo de agua durante o

periodo de desenvolvimento fetal (Figura 9).
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Figura 9 - Efeito do tratamento por via oral com EHEEu, preparado das cascas de Endopleura uchi
(500 mg/kg), sobre a ingestdo de agua (mL) de ratas prenhas, linhagem Wistar, tratadas durante o
periodo de desenvolvimento fetal (d16-d20). No grupo controle foi administrada dgua destilada (0,5
mL/animal). Os valores representam a média + E. P. M. Foi aplicado o teste “t” de Student (ndo
pareado), sendo (n= 5/grupo). *p<0.05 comparado ao grupo controle.

O consumo de racdo das ratas tratadas com o EHEEu, no periodo fetal ndo foi
alterado. Contudo, no vigésimo primeiro (d21) dia de prenhez tanto as ratas do grupo controle
quanto as do grupo tratado apresentaram uma diminui¢cdo em seu consumo, com diferenca
estatistica significativa (Figura 10). No entanto, vale ressaltar que essas alteracbes no
consumo de racdo em ambos 0s grupos e no consumo hidrico no grupo controle (d21) néo
influenciou no desenvolvimento ponderal desses animais (Figura 8). Essa diminui¢do do
consumo de agua e racdo, no final do periodo gestacional esta possivelmente relacionada com
a aproximacdo da hora do parto, onde nesse experimento ocorreu por volta do 22° dia de

prenhez, tanto das ratas do grupo controle quanto das tratadas com o EHEEu.
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Figura 10 - Efeito do tratamento por via oral com EHEEu, preparado das cascas de Endopleura uchi
(500 mg/kg), sobre o consumo de ragdo (g) de ratas prenhas, linhagem Wistar, , tratadas durante o
periodo de desenvolvimento fetal (d16-d20). No grupo controle foi administrada dgua destilada (0,5
mL/animal). Os valores representam a média + E. P. M. Foi aplicado o teste “t” de Student (ndo
pareado), sendo (n= 5/grupo). *p<0.05 comparado ao grupo controle.

3.4 AVALIACAO DOS PARAMETROS REPRODUTIVOS DAS PROGENITORAS EllI

Os parametros reprodutivos das progenitoras, tal como tempo de prenhez, indice de
nascimento, indice de viabilidade, indice de desmame e tamanho da ninhada ndo foram
alterados apds tratamento com o EHEEu (500 mg/kg) no periodo de desenvolvimento fetal,
pois ndo houve diferenca estatistica significativa em relacdo ao grupo controle (Tabela 1).

Segundo Osweiller (1998), as analises das diversas taxas reprodutivas proporcionam
em conjunto um excelente indicador da interferéncia de diferentes substancias quimicas sobre
a reproducdo, podendo indicar o periodo no qual os efeitos toxicos reprodutivos ocorreram
(LEMONICA; DAMASCENO; DI-STASI, 1996).

Valores referentes a duracdo da gestacdo (d), ao numero de filhotes ao nascimento
(%), tamanho da ninhada (n), a viabilidade dos filhotes (%), entre outros parametros, sao
dados analisados que indicam a presenca ou auséncia de toxidade materna e embriofetal.
Quanto a tais parametros avaliados, os resultados do presente estudo infere que a
administracdo do EHEEu ndo afetou as taxas reprodutivas observadas, indicando a auséncia

de toxidade materna e embriofetal.
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Tabela 1 - Efeito do tratamento por via oral com EHEEu, preparado das cascas de Endopleura uchi
(500 mg/kg), sobre a performance reprodutiva materna de ratas prenhas tratadas durante o periodo de
desenvolvimento fetal (d16 — d20).

CONTROLE EHEEu 500 mg/kg
Mortalidade Materna (n) 0 0
Tempo de Prenhez (dias) 22.2+0.20 22.2+£0.20
indice de Nascimento (%) 100 + 0.00 100 + 0.00
indice de Viabilidade (%) 100 + 0.00 100 + 0.00
indice de Desmame (%) 90.00 + 10.00 97.77+2.22
Tamanho da Ninhada (n) 940+1.16 9.40+0.24

O grupo controle recebeu &gua destilada (0,5 mL/animal). Os dados representam a média + E.P.M.
Nas variaveis indicadas como indices ou percentuais foi aplicado o Teste Exato de Fisher e nas
variaveis com medidas ordinais foi aplicado o teste “t” de Student (ndo pareado), sendo (n= 5/grupo).
*p<0.05 comparado ao grupo controle.

3.5 AVALIACAO DA PROGENIE EllI
3.5.1 Desenvolvimento ponderal da progénie

A massa corporal (g) ao nascer, e ao desmame ndo diferiu {p <0.05) entre os
descendentes de ratas expostas ao controle e ao EHEEu, na dose de 500 mg/kg, no periodo de
desenvolvimento fetal. O desenvolvimento ponderal (g) dos filhotes durante a lactacdo
também nao foi alterado (Figura 11).

Moore e Persaud (2004), afirmam que o periodo fetal é caracterizado pelo acelerado
ganho de peso corporeo, devido ao grande acUimulo de tecido adiposo subcutaneo. Nos
ensaios bioldgicos in vivo relacionados com a avaliacdo de toxicidade fetal, diversos fatores
sdo considerados, tais como mortalidade, presenca de anomalias e reducao no peso corporeo.
(CHERNOFF et al., 2008).

Cantarutti (2005), afirma que variagdes no desenvolvimento ponderal podem indicar
efeitos negativos no desenvolvimento dos filhotes. Assim como a diminuicdo ou 0 aumento
no tempo de prenhez pode influenciar na sobrevivéncia dos mesmos. A taxa de sobrevivéncia
e 0 ganho de massa dos filhotes na lactacdo sdo dependentes de sua massa ao nascer, do
estado de saude de cada individuo, além do tamanho da ninhada. Neste estudo é importante
destacar que o peso dos filhotes ndo foi alterado, assim como o tempo de prenhez e tamanho
das ninhadas ndo influenciaram negativamente na viabilidade da progénie, pois ambos 0s

parametros ndo diferiram significativamente nas ratas expostas ao EHEEu (500 mg/kg).
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Figura 11 - Efeito do tratamento por via oral com EHEEu, preparado das cascas de Endopleura uchi
(500 mg/kg), sobre o desenvolvimento ponderal (lactagdo) da progénie de ratas tratadas no periodo
de desenvolvimento fetal (d16-d20). No grupo controle foi administrada agua destilada (0,5
mL/animal). Os valores representam a média = E. P. M. Foi aplicado o Teste “t” de Student (ndo
pareado), sendo (n= 5/grupo). *p<0.05 comparado ao grupo controle.

3.5.2 Desenvolvimento geral da progénie

Os parametros utilizados para a avaliacdo de desenvolvimento geral da prole como
periodo (dias) para o descolamento dos pavilhdes auriculares, aparecimento da penugem,
erupc¢do dos incisivos, aparecimento de pélos, abertura dos olhos e razdo sexual ndo foram
alterados, pois ndo se observou diferenca estatistica significativa entre os grupos (Tabela 2).

Nota-se que apds a exposicdo a tdxicos, tanto no periodo pré-natal como no pos-natal
podem produzir mudancas que ndo podem ser observadas, além de que esses tais efeitos
podem ser irreversiveis. Os resultados adversos no desenvolvimento, em ambos 0s sexos
podem resultar através da exposicdo a agentes toxicos no Utero e no leite das progenitoras
(EPA, 1996).

No presente estudo, a progénie de ratas tratadas durante o periodo de desenvolvimento
fetal ndo apresentaram altera¢fes no seu desenvolvimento geral e ponderal. Assim, sugere-se

que o EHEEu (500 mg/kg) néo interferiu sobre o desenvolvimento geral da prole.
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Tabela 2 - Efeito do tratamento por via oral com EHEEu, preparado das cascas de Endopleura uchi
(500 mg/kg), sobre o desenvolvimento geral da progénie de ratas tratadas durante o periodo de
desenvolvimento fetal (d16 — d20).

CONTROLE  EHEEuU 500 mg/kg

Descolamentos dos pavilhdes auriculares 100 % 100 %

(até o0 3 dpn)

Aparecimento de Penugem (até o 5 dpn) 100 % 100 %

Aparecimento de pélos (cabeca, membros e 100 % 100 %

dorso) (até o 8 dpn)

Erupcéo dos Incisivos (até 0 9 dpn) 93.61 % 78.72 %
Abertura dos olhos (até o 14 dpn) 100 % 100 %

Razéo sexual (M/F) 88% 147.3%

O grupo controle recebeu agua destilada (0,5 mL/animal). Os dados representam a média + E.P.M. Foi
aplicado o Teste Exato de Fisher. *p<0.05 comparado ao grupo controle.

A literatura faz relatos de estudos avaliando o desenvolvimento pds-natal de diferentes
extratos extraidos de plantas medicinais. Castro, Mello e Mello (2005), fizeram a avaliacdo
toxicoldgica do Ginkgo biloba sobre a reproducao de ratos Wistar. Nao houve interferéncia
sobre a gestacdo, indices reprodutivos e de desenvolvimento pés-natal em relagdo ao grupo
controle. Em relacdo aos filhotes, os mesmo apresentaram desenvolvimento pds-natal com
aparecimento das caracteristicas de desenvolvimento sexual dentro do periodo previsto para a
especie.

Na mesma linha, Mello (2007) avaliou a toxidade pré-clinica de fitoterapicos contendo
Erythrina mulungu, Leptolobium elegans e Adonis vernalis. O acompanhamento do
desenvolvimento pos-natal da progénie nascida das ratas tratadas durante a gestacdo e
amamentacdo com Ritmoneuran Solucdo®, Ritmoneuran Capsulas® ndo mostrou diferenca
estatistica em relacdo a progénie nascida das ratas controle.

Hollenbach et al. (2010) avaliaram o desenvolvimento pos-natal e potencial
teratogénico da prole de ratos Wistar (toxidade reprodutiva) de duas preparacdes fitoterapicas
contendo extrato de soja Glycine max (L.) Merr. Os autores relataram em seus resultados que
ratos Wistar ndo comprometeram o desenvolvimento geral de sua progénie, assim como ndo

determinaram efeitos embriotéxicos aos fetos.
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3.5.3 Avaliacéo da atividade motora da progénie

Avaliou-se o teste de comportamento em campo aberto, que ocorreu no 75 dpn, sendo
que todos os filhotes (machos e fémeas), tanto do grupo controle quanto do grupo tratado com
0 EHEEu (500 mg/kg) foram submetidos ao teste. Tais animais de ambos os grupos foram
avaliados em duas categorias comportamentais (quadrante e rearing), onde nenhuma dessas
foi alterada. Assim, pode-se inferir que o EHEEuU né&o interferiu na atividade locomotora da
progénie de ratas exposta durante o periodo de desenvolvimento fetal (Tabela 3).

Segundo Sachetti (2009), o teste de campo aberto € um das ferramentas mais utilizadas
na avaliagdo comportamental e da fungdo motora de animais. Neste estudo, o EHEEu (500

mg/kg) ndo interferiu na atividade locomotora e exploratoria da progénie.

Tabela 3 - Efeito do tratamento por via oral com EHEEu, preparado das cascas de Endopleura uchi
(500 mg/kg), sobre a atividade motora da progénie de ratas tratadas durante o periodo de
desenvolvimento fetal (d16 — d20).

CONTROLE EHEEu 500 mg/kg
Quadrantes 96,93 £ 6,47 107,42 £ 6,22
Rearings 32,41 +284 38,47 + 2,09

O grupo controle recebeu agua destilada (0,5 mL/animal). Os dados representam a média + E.P.M. Foi
aplicado o Teste “t” de Student (ndo pareado). *p<0.05 comparado ao grupo controle.

3.5.4 Avaliacdo sexual da progénie

A exposicao de ratas ao EHEEu no periodo de desenvolvimento fetal com 500 mg/kg
ndo afetou a descida bilateral dos testiculos e separacdo prepucial completa. Contudo, alterou
0 tempo de abertura do canal vaginal das ratas quando comparado ao grupo controle (p<0.05)
(Tabela 4).

Para Mably et al. (1992) as caracteristicas sexuais (abertura do canal vaginal,
separacdo prepucial completa, descida bilateral dos testiculos) sdo considerados eventos
horménio-dependente, sendo que qualquer alteracdo responsavel por alguma interferéncia na
producdo hormonal pode influenciar nas manifestacGes de tais caracteristicas. Neste estudo,
foi verificada a alteracdo no parametro abertura do canal vaginal (dias) do grupo tratado com
0 EHEEu (500 mg/kg).
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Tabela 4 - Efeito do tratamento por via oral com EHEEu, preparado das cascas de Endopleura uchi
(500 mg/kg), sobre a avalia¢do sexual dos descendentes (machos e fémeas) de ratas tratadas durante o
periodo de desenvolvimento fetal (d16 — d20).

Variveis/Grupos CONTROLE EHEEu 500 mg/kg
Descida bilateral dos testiculos (até 17 dpn) 100 % 100 %
Separacdo prepucial completa (a partir do 33 dpn) 100 % 100 %
Abertura do canal vaginal (30 dpn ao 38 dpn) 90.90 % 64,28 %"

O grupo controle recebeu agua destilada (0,5 mL/animal). Os dados representam a média + E.P.M. Foi
aplicado o Teste Exato de Fisher. *p<0.05 comparado ao grupo controle.

3.5.5 Avaliacéo do ciclo estral

Apesar de o EHEEuU 500 mg/kg ter adiado o tempo de abertura do canal vaginal das
ratas e consequentemente adiado também o aparecimento do 1° estro (p<0.05), esses fatores
néo afetaram o intervalo de dias entre os estros desses animais, assim como, a regularidade do
ciclo estral quando comparado ao grupo controle(Tabela 5).

Para EPA (1996) agentes quimicos e fisicos podem afetar o sistema reprodutivo
feminino em qualquer periodo do clico de vida, incluindo os periodos suscetiveis do
desenvolvimento. Vale resaltar que o sistema reprodutor comeca a ser formado no inicio da
gestacdo, contudo, a maturacdo estrutural e funcional s6 se completa na puberdade. Para que
tanto o sistema neuroenddcrino reprodutivo quanto os ovarios estejam funcionando
normalmente, o ciclo estral precisa apresenta-se de forma regular, ou seja, normal. Contudo,
diversos compostos podem induzir alteragdes no ciclo estral sem comprometer a fertilidade
(PRESIBELLA, 2004; EPA, 1996).

O ciclo estral de ratas tem duracdo média de quatro ou cinco dias, sendo caracterizado
por quatro fases, tal como proestro, estro, metaestro (diestro 1) e diestro (diestro Il). Em
virtude da curta duragéo de seu ciclo estral, os referidos animais constituem bom modelo para
0 estudo das alteracdes que ocorrem durante o ciclo reprodutivo (MARCONDES; BIANCHI;
TANNO, 2002).

Paccola et al. (2013) ao fazerem em seu estudo a revisao do ciclo estral de rata (analise
guantitativa e qualitativa) chegaram a conclusao de que tal estudo demonstrou que a analise
quantitativa das populacbes de células em esfregacos vaginais melhora a identificacdo das
fases do ciclo estral e pode contribuir para uma deteccdo mais precisa das alteracdes ciclicas.
Neste estudo, a administracdo do EHEEu (500 mg/kg) ndo foi capaz de alterar a regularidade

do ciclo estral da progénie feminina de ratas expostas no periodo de desenvolvimento fetal.
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Tabela 5 - Efeito do tratamento por via oral com EHEEu, preparado das cascas de Endopleura uchi
(500 mg/kg), sobre a regulacdo do ciclo estral por um periodo de 15 dias, das descendentes fémeas de
ratas tratadas durante o periodo de desenvolvimento fetal (d16 — d20).

Descendentes Fémeas CONTROLE EHEEu 500 mg/kg
Dia do 1° estro (dpn) 35.50+1.43 50.28 + 1.47
Intervalo (dias) entre estros (dias) 5.16 £ 0.65 5.11£0.65
Ciclo regular (%) 8% 15.70 %

O grupo controle recebeu &gua destilada (0,5 mL/animal). Os dados representam a média + E.P.M.
Nas variaveis indicadas como indices ou percentuais foi aplicado o Teste Exato de Fisher e nas
variaveis com medidas ordinais foi aplicado o teste “t” de Student (ndo pareado). *p<0.05 comparado
ao grupo controle.

No presente estudo, a duracdo de cada fase do ciclo ndo foi diferente (p<0.05) ao
comparar 0s grupos controle e tratado com o EHHEu (500 mg/kg) (Tabela 6). Contudo, a
duracdo de cada fase referente a ambos os grupos (controle e tratado) ndo se apresentou
dentro dos valores de referéncia indicado para a espécie, onde a normalidade de duracéo (h)
de cada fase do ciclo estral de ratas corresponde a proestro (12 h), estro (14 h), metaestro
(21h) e diestro (57 h). Dessa forma, estudos adicionais sdo necessarios para maior

interpretacéo desses resultados.

Tabela 6 - Efeito do tratamento por via oral com EHEEu, preparado das cascas de Endopleura uchi
(500 mg/kg), sobre a duragdo de cada fase do ciclo estral por um periodo de 15 dias, das descendentes
fémeas de ratas tratadas durante o periodo de desenvolvimento fetal (d16 — d20).

CONTROLE EHEEu 500 mg/kg
PROESTRO 0.83+0.30 1.11+0.20
ESTRO 1.33+0.21 1.11+0.11
METAESTRO 2.33+0.42 2.11+0.35
DIESTRO 1.33 +0.42 1.77 +0.40

O grupo controle recebeu agua destilada (0,5 mL/animal). Os dados representam a média + E.P.M. Foi
aplicado o Teste “t” de Student (ndo pareado). *p<0.05 comparado ao grupo controle.
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4 CONCLUSAO

O presente estudo nos permite inferir que a administracdo oral do extrato
hidroetandlico das cascas do caule de E. uchi, na dose de 500 mg/kg, no periodo de
desenvolvimento fetal de ratas Wistar ndo provocou toxidade materna e ndo alterou os
parametros reprodutivos maternos, assim como, ndo alterou a atividade motora, o
desenvolvimento ponderal e geral progénie (descolamento dos pavilhGes auriculares,
aparecimento de penugem e pélos, erupcao dos incisivos, abertura dos olhos e razéo sexual).
Quanto ao desenvolvimento sexual, os descendentes machos ndo foram afetados, contudo, as
descendentes fémeas tiveram tal parametro alterado.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

A administracdo oral do extrato hidroetandlico das cascas do caule de E. uchi, na dose

de 500 mg/kg, durante o teste de toxidade subcrénica e durante os periodos de pré-

implantacdo, organogénese e fetal de ratos Wistar nos permite concluir que:

Toxidade subcrénica: ndo causou toxidade sistémica apds 22 dias consecutivos de
exposicdo, pois ndo alterou os pardmetros bioquimicos e hematoldgicos,
desenvolvimento ponderal e ingestao de agua e racéo.

No periodo de pré-implantacéo: como ndo alterou nenhum dos pardmetros avaliados
no desenvolvimento reprodutivo, sugere-se que nem o processo do transporte do
embrido, nem o de implantacdo foi afetado pelo extrato da planta.

No periodo de organogénese: provocou perdas pés-implantes;

Nos periodos de pré-implantacdo e organogénese: nao causou embriofetotoxidade,
pois ndo interferiu no tamanho dos RNs avaliados (PIP, AIG e GIP), assim como nédo
casou teratogenicidade em ratos, uma vez que ndo houve aumento na frequéncia de
alteracbes e/ou malformacBes externas e internas (esqueléticas e viscerais), nem
alterou os pontos de ossificacdo, ndo provocou efeitos adversos para as progenitoras,
por ndo ter ocasionado morte e toxidade materna nos diversos parametros analisados;
No periodo de desenvolvimento fetal: ndo provocou efeitos nocivos para as
progenitoras, por ndo ter sido evidenciada morte e toxidade materna. Nao interferiu no
desenvolvimento poés-natal dos descendentes quanto aos parametros de
desenvolvimento ponderal e geral, assim como néo alterou a atividade motora, no teste
de campo aberto. Por fim, interferiu somente no desenvolvimento sexual dos

descendentes fémeas.

Vale ressaltar que até o presente momento néo existiam dados na literatura avaliando a

toxidade subcroénica e reprodutiva de E. uchi, informag6es importantes devido a sua grande

utilizacdo de forma tradicional, principalmente pela populacdo da regido amazo6nica. Assim,

este trabalho torna-se pioneiro, servindo como referéncia para as demais pesquisas. Contudo,

sua continuacdo com novos estudos relacionados a seguranga se faz necessaria para melhor

elucidar esses achados e determinar novas dosagens e testes em outras espécies.



