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OMS- Organizacdo Mundial da Saude
PCR- Proteina C reativa

PIG- Pequenos para a idade gestacional
SDa- Seiva de Dipteryx alata

SUS- Sistema Unico de Saude

EEGv- Extrato etanolico de Guettarda virbunoides
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RESUMO

As plantas sdo utilizadas a séculos como recurso natural para a sobrevivéncia humana,
tanto como alimento ou fonte medicinal. Dipteryx alata € uma planta pertencente a familia
Fabaceae que é usada na medicina popular como anti-inflamatério, no auxilio do
emagrecimento, como antiofidico, cicatrizante, antioxidante e para a reducéo do colesterol.
Guettarda viburnoides é utilizada para o tratamento de doencas inflamatérias. Ndo ha na
literatura estudos que evidenciem efeitos prolongados do uso dessas plantas por gestantes.
Frente ao exposto, o objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos dessas plantas medicinais
no desempenho reprodutivo e desenvolvimento embriofetal. Para o estudo com a seiva de
D. alata, camundongos Swiss foram distribuidos aleatoriamente em 4 grupo experimentais
(n=10): Grupo controle- os animais receberam o veiculo (dgua destilada) na proporcéo de
0,1 mL/10 g de peso corporeo (p.c.) por gavagem (via oral — v.0.) do 1° ao 18° dia de
gestacdo (d.g.); Grupos seiva de D alata(SDa) — os animais receberam seiva , em
substituicdo a agua, em diluicdes de 25% (SDa25), 50% (SDa50) e 75% (SDa75). J& para
0 estudo com o extrato etandlicode G. viburnoides, os camundongos foram distribuidos
aleatoriamente em 3 grupo (n=10): Grupo controle- os animais receberam solugéo
fisiologica na proporcdo de 0,1 mL/10 g (p.c.; v.0.) do 1° ao 18° d.g.; Grupo extrato
etanodlicode G. viburnoides (EEGv) os animais foram tratados com EEGv nas doses de 300
e 1000 mg/Kg (c.p.; v.0.) do 1° ao 18° d.g. Os resultados demostraram que a SDa nao
alterou o desempenho reprodutivo. Porém, alterou o desenvolvimento embriofetal e a maior
dose de SDa aumentou o peso fetal, o peso placentario, o indice placentario, a frequéncia
de malformagdes externas e de escoliose (malformagao esquelética). Além disso, reduziu
a eficiéncia placentaria. Ja a menor dose aumentou a frequéncia global de malformagao
esquelética. Todas as doses reduziram a frequéncia de malformacgdes viscerais. Frente ao
exposto, considera-se que SDa nao altera o desempenho reprodutivo de fémeas, altera o
desenvolvimento embriofetal e tem baixo potencial teratogénico. Os resultados do estudo
com EEGv demostraram que ndo houve alteracdo no desempenho reprodutivo € no
desenvolvimento embriofetal. A avaliacdo individual e global da frequéncia de
malformacdes externas ndo demostrou diferenca significativa entre o grupo controle e os
grupos tratados. Na avaliacdo de malformacéo visceral observou-se que a maior dose do
EEGv aumentou a frequéncia de hidrocefalia de grau leve e a frequéncia global de
malformacdes viscerais para o0 mesmo grupo. A avaliacdo das malformacdes esqueléticas
demostrou que ndo houve diferenca significativa na frequéncia de malformacdes na analise
individual por alteracéo, no entanto na avaliagéo global observou-se aumento na frequéncia
global de malformacdes esqueléticas no grupo tratado com a menor dose de EGv. Diante
disso considera-se que o EEGv nédo altera o desempenho reprodutivo, ndo altera o
desenvolvimento embriofetal e possui baixo potencial teratogénico.

Descritores: teratogénese, malformacdes, plantas medicinais.



ABSTRACT

Plants have been used for centuries as a natural resource for human survival, both as food
and as a medicinal source. Dipteryx alata is a plant belonging to the Fabaceae family that
is used in folk medicine as an anti-inflammatory, to aid weight loss, as an antivenom, healing
agent, antioxidant and to reduce cholesterol. Guettarda viburnoides is used to treat
inflammatory diseases. There are no studies in the literature that demonstrate prolonged
effects of the use of these plants by pregnant women. In view of the above, the objective of
this study was to evaluate the effects of these medicinal plants on reproductive performance
and embryofetal development. For the study with D. alata sap, Swiss mice were randomly
distributed into 4 experimental groups (n=10): Control group - the animals received the
vehicle (distilled water) in the proportion of 0.1 mL/10 g of body weight (bw) by gavage (oral
route - v.0.) from the 1st to the 18th day of gestation (d.g.); D. alata sap groups (SDa) — the
animals received sap, instead of water, in dilutions of 25% (SDa25), 50% (SDa50) and 75%
(SDa75). For the study with the ethanolic extract of G. viburnoides, the mice were randomly
distributed into 3 groups (n = 10): Control group — the animals received saline solution in the
proportion of 0.1 mL/10 g (bw; v.0.) from the 1st to the 18th d.g.; G. viburnoides ethanolic
extract group (EEGv) — the animals were treated with EEGv at doses of 300 and 1000 mg/kg
(c.p.; v.0.) from the 1st to the 18th d.g. The results demonstrated that SDa did not alter
reproductive performance. However, it altered embryofetal development and the highest
dose of SDa increased fetal weight, placental weight, placental index, and the frequency of
external malformations and scoliosis (skeletal malformation). In addition, it reduced
placental efficiency. The lowest dose increased the overall frequency of skeletal
malformation. All doses reduced the frequency of visceral malformations. In view of the
above, it is considered that SDa does not alter the reproductive performance of females,
alters embryofetal development and has low teratogenic potential. The results of the study
with EEGv demonstrated that there was no change in reproductive performance and
embryofetal development. The individual and global evaluation of the frequency of external
malformations showed no significant difference between the control group and the treated
groups. In the evaluation of visceral malformation, it was observed that the highest dose of
EEGv increased the frequency of mild hydrocephalus and the overall frequency of visceral
malformations for the same group. The evaluation of skeletal malformations showed that
there was no significant difference in the frequency of malformations in the individual
analysis by alteration, however, in the global evaluation, an increase in the global frequency
of skeletal malformations was observed in the group treated with the lowest dose of EGv.
Therefore, it is considered that EEGv does not alter reproductive performance, does not
alter embryofetal development and has low teratogenic potential.

Descriptors: teratogenesis, malformations, medicinal plants
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1. INTRODUCAO

As plantas sdo mundialmente utilizadas na cultura popular como método terapéutico
(Cunningham et al., 2019).Com o uso comum das plantas para o tratamento de diversas
doencas, existe a crenca de que por serem produtos naturais, ndo trazem maleficios a
saude (Sen et al.,2015). Entretanto, sabe-se que o conhecimento sobre o potencial
toxicologico de diversas plantas ainda € limitado e existe o risco de reacdes adversas ao
consumo extenso e variado dessas plantas. Tais reagcfes estdo condicionadas as
caracteristicas especificas do individuo, as caracteristicas especificas das plantas, a
contaminacdo e a falta de regulamentacdo do uso das plantas medicinais (Pedroso et
al.,2021).

A concentracdo de compostos e a combinacéo de diversos metabdlitos nos extratos
de plantas € o que determina o perfil de risco de cada planta. (Prinsloo; Nogemane; Street,
2018). Com isso, diversas plantas séo associadas a efeitos nocivos, como toxicidade direta
ou causada por interagdes erva-medicamento, contaminagcdo ou adulteracdo com metais
pesados (Kam; Barnett; Douglas, 2019). Estudos demostram que as plantas medicinais sao
capazes de produzir reacdes indesejaveis e adversas, tais como carcinogenicidade,
teratogenicidade, condicbes de risco de vida e até morte (Prinsloo; Nogemane; Street,
2018).

Embora existam plantas que causam efeitos nocivos a saude, diversas plantas
possuem potencial antioxidante (Thabit et al.,2018) previnem doencas -cardiacas
(Mogharrabi et al., 2020), possuem atividades hepatoprotetoras (Tehseen et al.,2022), acao

anti-inflamatéria (Kumari et al., 2022) e anticancerigena (Ren et al., 2019).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) reconhece a importancia da medicina
tradicional e o uso de plantas medicinais como método terapéutico e que esta é necessaria
na maioria dos paises em desenvolvimento (OMS, 2020). De acordo com a OMS cerca de
80% da populacdo desses paises utilizam praticas tradicionais no tratamento de doencas
(Saude, 2006).



A biodiversidade da flora brasileira, abrange cerca de 25% de todas as espécies de
plantas do mundo. Consequentemente, o Brasil € uma fonte potencial de plantas medicinais
e algumas espécies de plantas brasileiras foram incluidas ha décadas em diferente
Farmacopeias por fornecerem importantes substancias utilizadas na pratica médica

mundial(Jamshidi-Kia, Lorigooini e Amini-Khoei, 2017; Souza et al.,2021).

O género Dipteryx, pertence a familia Fabaceae, reune cerca de 13 espécies, dentre
estas o Dipteryx alata. Essa planta € popularmente conhecida como baru ou cumbaru e é
uma planta perene nativa do cerrado brasileiro. D. alata é conhecida por seu valor
nutricional e seu uso medicinal. A planta pode ser consumida integralmente. Os frutos
(castanha e polpa) podem ser consumidos in natura. A partir do fruto também é possivel
produzir 6leos e outros produtos alimenticios. As folhas e cascas da planta sdo utilizadas
como chas, macerados e cataplasma para o tratamento de doencas inflamatorias (Coco et
al., 2022), como cicatrizante (Coco et al., 2022), antioxidante (Reis et al., 2018), para
reducéo do colesterol (Souza, de et al., 2018) e para a perda de peso ( Oliveira et al., 2022);
Santos et al., 2023) .

A familia Rubiaceae é composta por 13.673 espécies distribuidas em 609 géneros
(Fonseca, 2019). Dentre os géneros dessa familia, Guettarda possui espécies que séo
encontradas em todo o planeta e em especial em zonas quentes e Umidas. Guettarda
virbunoides € uma espécie encontrada nas regides norte, nordeste, sudeste e centro-oeste

do Brasil e é utilizada na medicina popular como planta medicinal. (Naressi et al., 2015).

Apesar das descricdes anteriores ainda sdo poucos os estudos a cerca dessas duas
espécies que versem sobre o potencial farmacoldgico e seguranca de uso dessas plantas.
Tendo em vista que as regulamentacdes de prescricdo, preparacéo e consumo das plantas
nao sao claras e rigorosas, € necessario compreender o potencial toxico-reprodutivos
dessas plantas que séo utilizadas para fins terapéuticos, na tentativa de garantir que estas
sejam seguras ao uso (Farzaei et al.,2020), em especial, para gestantes (Ishikawa et al.,
2018; Salustriano et al., 2022; Nunes et al., 2023; Rezende et al., 2023; Neves et al., 2024).



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Plantas Medicinais

O uso de plantas como método terapéutico perpassa milénios de anos( Cunningham;
Brinckmann; Yang.,2019). As antigas civilizagbes utilizavam a natureza como recurso
alimentar e medicinal (Jamshidi-Kia; Lorigooin; Amini-Khoei, 2017). O conhecimento da
utilizacdo de plantas para a preparacdo de alimentos e a aplicacdo como medicamentos
foram passadas de forma gradual de geracdo para geracdo. Com isso o ser humano foi
capaz de suprir suas necessidades basicas por meio de recursos presentes no meio

ambiente (Jamshidi-Kia; Lorigooini; Amini-Khoei, 2017).

A Organizagdo Mundial da Saude define planta medicinal como sendo todo ou
qualquer vegetal que possua 6rgdos ou componentes que sao utilizados como método
terapéutico ou que sejam precursores de farmacos semissintéticos (OMS,1998;Veiga
Junior, Pinto e Maciel, 2005) . Além disso, a OMS reconhece que a medicina tradicional é
necessaria na maioria dos paises em desenvolvimento, considerando que 80% da
populacdo nestes paises utiliza as praticas tradicionais no tratamento de doencas e desta

cerca de 85% utilizam plantas nos cuidados basicos com a saude (OMS, 2002).

Ricas em compostos bioativos, como alcaloides, antraquinonas, flavonoides,
saponinas, cumarinas, taninos e terpendides as plantas séo a base para a composicao de
medicamentos, estas podem ser usadas integralmente (a planta toda) ou derivados dela
como folhas, raizes, sementes, frutos e cascas (Li et al.,2020; Jamshidi-Kia; Lorigooini;
Amini-Khoei, 2017).

No Brasil o uso de plantas medicinais € um habito cultural. Estima-se que 82% da
populacio brasileira faga uso de produtos & base de plantas medicinais (Saude,2012). E
comum encontrar raizeiros comercializando plantas medicinais em feiras e mercados
municipais (Sen et al.,2015). Destaca-se ainda que a expansao da terapia com plantas

medicinais deve-se aos efeitos adversos causados por farmacos sintéticos. Esse fato leva



a um crescente aumento no consumo de plantas e, portanto, de tratamentos naturais
(Cherobin et al.,2023).

Em 2004, o Ministério da Saude implementou a Politica Nacional de Plantas
Medicinais e Fitoterapicos, com 0 objetivo de garantir acesso e uso racional das plantas
medicinais e dos fitoterapicos, com seguranca, eficacia e qualidade, e no ano de 2009,
listou 74 plantas com diferentes propriedades terapéuticas, que foram classificadas como
de interesse do Sistema Unico de Saude (SUS) (Ribeiro Neto et al., 2020). Nessa lista
contém plantas tais como Achyrocline satureoides, Allium sativum, Baccharis trimera,
Melissa officinalis (Saude,2006).

Apesar do uso das plantas medicinais ser culturalmente comum, faz-se necessario
mais estudos que compreenda o potencial terapéutico dessas plantas, tendo em vista que
as regulamentacdes de prescricdo, preparacdo e consumo das plantas ndo séo claras e
rigorosas (Farzaei et al., 2020) é necessario compreender o potencial toxicoreprodutivo das
plantas que sao utilizadas para fins terapéuticos, garantindo que estas sejam seguras ao

uso.

2.2 Dipteryx alata

A familia Leguminosae (Fabaceae) é classificada como a terceira maior familia entre
as angiospermas. Ela contém 727 géneros e cerca de 19.325 espécies, com distribuicao
cosmopolita (Lewis et al., 2005). No Brasil, a familia contém 210 géneros e 2.694 espécies,
sendo a familia mais diversa no pais. Esta familia estd presente em todos os biomas
brasileiros, em especial no Cerrado, com 1.158 espécies; na Floresta Amazénica, com
1.103 espécies; e na Floresta Atlantica, com 939 espécies (Lima et al.,2012). Dentre as

espécies dessa familia cita-se a D. alata.

D. alata € uma arvore arbérea que floresce nas esta¢gdes chuvosas, e tem seu pico
de frutificacdo nas estacdes secas(Silvia et al., 2020). E uma planta nativa no cerrado

brasileiro, porém nao é endémica, estando presente nas regides Norte, Nordeste, Centro-



oeste e Sudeste do Brasil, podendo ser encontrada também no Paraguai, Peru e
Bolivia(Sano et al., 2016)Essa planta € popularmente conhecida como baru e cumbaru e
seus frutos sao colhidos entre os meses de julho e outubro (Siqueira et al.,2009; Siqueira
et al., 2012; Coco et al., 2022).

O fruto de D. alata € composto principalmente por casca, polpa e améndoa, e este
pode ser aproveitado integralmente. E comum ser consumido in natura, como ingrediente
em preparos alimenticios, além de ser extraido o 6leo da améndoa. Nutricionalmente a
améndoa do baru possui alta densidade de nutrientes e proteinas de qualidade, o que
caracteriza a améndoa do baru como fonte complementar de proteinas e nutrientes. No
entanto, ha poucos estudos desenvolvidos que compreendem seu potencial biol6gico(Lima
et al., 2022).

Na medicina tradicional D. alta é utilizado principalmente como anti-inflamatorio,
antiofidico, cicatrizante, antioxidante e na reducao do colesterol. Estudos desenvolvido com
a améndoa do D. alata demostraram seu potencial antioxidante (Coco et al., 2022),
neuroprotetor (Puebla et al., 2010) e probiético (Alves-Santos et al., 2023).

Um estudo clinico realizado com a castanha do D. alata avaliou o efeito da
suplementacdo com 6leo da améndoa de D.alata sobre inflamacéo, estresse oxidativo,
composicdo corporal, perfil lipidico e de acidos graxos plasmaticos de pacientes em
hemodialise. O estudo demostrou que o0 Oleo da castanha de D. alata diminuiu a
concentracéo de proteina C reativa que indica processo inflamatorio, comparado ao grupo
placebo, porém o éleo nao foi eficaz na melhora da composi¢ao corporal, do perfil lipidico
e do estresse oxidativo(Schincaglia et al., 2020). Mesmo esse estudo nao evidenciando o
efeito antioxidante do 6leo da améndoa do D.alata, um estudo com o extrato etandlico da
castanha do D.alata em linhagens de células epiteliais pulmonares humanas demostrou o
efeito antioxidante e cicatrizante do extrato etandlico da castanha do baru (Coco et al.,
2022).

Outro estudo foi desenvolvido por Ferraz e colaboradores (2014) que avaliou a

capacidade de uma isoflavona derivada do D. alata, em neutralizar o efeito neurotoxico e



miotéxico causado pelo veneno da Bothrops jararacussu in vitro. Os resultados
demostraram que a isoflavona derivada do D. alata neutralizou de forma eficiente a
miotoxicidade e a atividade neuromuscular do veneno da Bothrops jararacucu e sua

principal mitoxina BthTX-I in vitro(Ferraz et al., 2014).

2.3 Guettarda viburnoides

A familia Rubiacea é classificada com a quarta maior familia entre as angiospermas.
Nela encontra-se catalogadas 13.673 espécies distribuidas em 609 géneros no mundo
(Gonzélez-Castelazo et al., 2023) . No Brasil, estdo descritas 1.401 espécies distribuidas
em 125 géneros (Campbell; Rabelo; Cunha, 2016). Essas espécies sdo encontradas em
todo o planeta e, em especial, em zonas quentes e Umidas (Gonzéalez-Castelazo et al.,
2023). Dentre essas espécies destaca-se a Guettarda virbunoides.

O género Guettarda € composto por arvores que dao flores perfumadas, tubulares,
de cor amarelo-creme de outubro a janeiro e seus frutos sado drupas subglobosa que
amadurecem do final de marco até o inicio de julho. G. viburnoides é uma planta
pertencente ao género Guettarda e esté distribuida no Brasil e Paraguai (Loayza, Loiselle
e Rios, 2011).

Na medicina popular espécies do género Guettarda sao utilizadas para o tratamento
de feridas e inflamacdes, controle de célicas menstruais, constipacdo intestinal e febre
(Bhattacharyya e De Almeida, 1985; Oliveira, de et al., 2013; Kim et al., 2020; Lee et al.,
2022). Nao hé estudos que compreendam o potencial biolégico de G. viburnoides, o Unico
estudo pré-clinico encontrado na literatura consultada com G. viburnoides, descreveu o
efeito antioxidante e anti-inflamatoério do extrato bruto testado em camundongos Swiss. O
estudo avaliou o efeito da administracéo topica do extrato bruto de G. viburnoides no edema
de orelha, induzido nos camundongos por 6leo de créton. Os resultados evidenciaram que
0 extrato bruto e fragdes foram capazes de eliminar os radicais livres, além disso o extrato

bruto e todas as fragbes deste, diminuiram o edema de orelha (Naressi et al., 2015).

Estudos encontrados com outras plantas do género Guettarda evidenciam o efeito

anti-inflamatério das plantas desse género, um estudo com Guettarda pohliana avaliou o



efeito anti-inflamatorio dos extratos etandlicos bruto das folhas e raizes, no estudo realizado
utilizou-se camundongos Swiss machos e fémeas, um modelo de edema de orelha foi
induzido por oOleo de créton, os animais foram tratados com o extrato bruto das folhas e
raizes, posteriormente 0s animais passaram por eutanasia e avaliou-se o potencial anti-
inflamatorio da planta, os resultados desse estudo evidenciaram o efeito anti-inflamatorio
de G. pohliana(Testa et al., 2012)

Outro estudo realizado avaliou a toxicidade de Guettarda platypoda, nesse estudo
utilizou-se o extrato etanodlico das cascas da raiz da G. platypoda, para avaliacdo da
toxicidade aguda utilizou-se camundongos fémeas adultas Mus musculus, o ensaio foi
baseado de acordo com a OCDE 423(2001), nos resultados observou-se que houve alguns
sinais incomuns nos camundongo nos primeiros 60 minutos logo apds a administracao,
porém no final do estudo nao registrou-se nenhum obito indicando que a DL50 do extrato
foi superior a 2000mg/Kg e 3000mg/Kg. Esse mesmo estudo avaliou também o potencial
anti-inflamatério e antitumoral do extrato de G.platypoda, ambos os testes o0 extrato
demostrou efeitos satisfatorio, no entanto no teste de efeito antitumoral o extrato demostrou

esse promissor somente no tumor sarcoma 180(Pina et al., 2012).

2.4 Gestacgao e plantas medicinais

A gravidez € um processo bioldgico no qual a gestante passa por diversas alteracées
fisiolbégicas. Essas alteracdes podem levar a nauseas, vomitos, prisdo de ventre e azia
(Marsili et al., 2023) E comum durante este periodo, a mulher fazer uso de plantas
medicinais para aliviar estes sintomas. As plantas medicinas consistem em um método
alternativo para substituir farmacos convencionais, acredita-se que por serem naturais ndo
causam danos ao feto. Entretanto, o uso indiscriminado de plantas medicinais sem
acompanhamentos ou estas combinadas a farmacos podem trazer prejuizos graves a mae

e ao feto (Bernstein et al., 2021).

O uso de medicamentos, plantas medicinais ou estes dois concomitantemente € uma
realidade de mais de 90% das mulheres no periodo de gestacao. Isto acontece devido as

variaveis culturais e socioeconémicas, a desigualdade do atendimento médico ou a falta



deste e a dificuldade de acesso a medicamentos. Estes problemas fazem com que as
gestantes busquem alternativas, se automedicando e fazendo o uso de plantas medicinais,
e até mesmo combinando estas duas vias terapéuticas (Bekele et al., 2023).

Um levantamento realizado no Sistema Unico de Saide (SUS), no sul do Brasil,
identificou em Unidades Basicas de Saude que 91,6% dos pacientes atendidos fizeram uso
de plantas medicinais em algum momento da vida para tratamento de doencas. Deste total,
71,5% eram mulheres e 81,5% dos pacientes relataram que o conhecimento adquirido
sobre o uso de plantas medicinais foi passado de pais para filhos (Oliveira et al., 2012).

As plantas medicinais e os fitoterdpicos contém componentes quimicos que podem
ser toxicos para a mulher e o feto durante o periodo de gestacéo. Os efeitos causados pelo
uso indiscriminado de plantas medicinais, podem incluir embriotoxicidade, efeitos
teratogénicos e abortivos(Lewicka et al.,2019). Compostos presentes nas plantas podem
atravessar a placenta e atingir o feto. Sabe-se que alguns compostos induzem a contracao

uterina e o desiquilibrio hormonal podendo levar inclusive ao aborto (Bernstein et al., 2021).

Até o presente momento o conhecimento sobre o potencial teratogénico da maioria
das plantas é escasso e limitado. Mas, ha estudos de plantas que sao utilizadas para
interromper a gestacdo como é o caso do Peumus boldus (Almeida; Melo; Xavier, 2000) e
da Baccharis genistelloides (Alonso,1998). Essas plantas possuem potencial embriotoxico
e teratogénico, ou seja, caso a gestacao nao seja interrompida com o uso da planta, o feto
pode nascer com malformacdes ou outros problemas relacionados a saude (Wen et al.,
2020)

Mesmo o conhecimento dos efeitos toxicos das plantas medicinais sendo limitado,
ha estudos que comprovam a seguranca do uso de diversas plantas durante a gestacéo
como é o caso do Blutaparon portulacoides (Neves et al.,2024) Doliocarpus dentatus
(Ishikawa et al.,2018), Gomphrena celosioides (Salustriano et al.,2022), Alternanthera
littoralis (Rezende et al., 2023). No entanto, algumas plantas possuem também potencial
teratogénico como a Salvia lachhostachys Benth (Ortiz et al.,2023), Piper
glabratum Kunth (Nunes et al., 2023) Casearia sylvestris (Nagaoka et al.,2023) e Peumus
boldus(Almeida, Melo e Xavier, 2000).



2.4 Teratologia e malformacdes

O termo teratologia vem de teratos = monstro e logos = estudo. A teratologia, como
ciéncia, foi definida ha cerca de 60 anos. Entretanto, a procura pela compreenséo da causa
das malformacdes humanas existe ha milénios. O conhecimento social baseado em
crencas fazia sentido nas antigas civilizagdes que atribuiam a presenca de malformacdes
a eventos punitivos, maldicBes e/ou a outros sem causas justificaveis. Como solucéo, a

sociedade sacrificava os individuos considerados inaptos (De Sesso, 2019).

O agente teratdgeno € classificado como qualquer agente fisico, quimico, biolégico
ou estado de deficiéncia que altera o desenvolvimento embrionério levando a modificacédo
nas estruturas ou funcdes bioldgicas do feto. O agente teratbgeno pode influenciar de
diversas maneiras a reproducdo humana levando ao aborto, retardo do crescimento
intrauterino ou malformacdes congénitas. Isso dependera do estagio de desenvolvimento
do feto, da frequéncia de exposi¢cdo da mae ao agente, do gendtipo materno-fetal do e

mecanismo patogénico especifico de cada agente (Valladares, Rasmussen., 2022).

De acordo com a Organizacdo Pan- Americana de Saude, cerca de 8 milhdes de
criancas no mundo nascem com anomalia congénita a cada ano, destas cerca de 3 milhdes
morrem antes de completarem 5 anos de idade. Na américa latina cerca de 21% das
criancas morrem antes dos 5 anos por causa de anomalias congénitas, e um a cada cinco

bebes morrem antes de completarem 21 dias de vida (Saude, 2020).

As malformacdes sdo caracterizadas como anomalias congénitas maiores que
resultam em graves defeitos anatémicos, funcionais ou estéticos, podendo gerar Obito, e
anomalias menores que na maior parte dos casos nao precisam de intervencdes cirurgicas,
médicas ou estéticas. Estas malformagBes menores, sobrepdem-se aos fenotipos normais,
podem ser Unicas ou multiplas e associar-se a malformagdes maiores (Rodrigues et al.,
2014).
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Considerando a ampla utilizacéo de D. alata e G. virbunoides em regifes do Brasil
como recurso medicinal e que estas plantas podem ser utilizadas por mulheres durante o
periodo gestacional. Sabendo-se que o uso indiscriminado de plantas como recurso
medicinal pode interferir na saude reprodutiva da mulher, induzindo aborto, diminuindo a
qualidade de vida do feto, causando malformacdes ou levando ao 6bito. E necessario
compreender os efeitos reprodutivos e embriofetal causado por essas plantas no periodo

gestacional.
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3. OBJETIVO

3.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos de plantas medicinais no desempenho reprodutivo e

desenvolvimento embriofetal.

3.2 Objetivos Especificos

Avaliar a toxicidade materna e o desempenho reprodutivo de camundongos Swiss

(fémeas) tratados com seiva de D. alata e com o extrato etanélico de G. viburnoides.

Investigar o potencial teratogénico da seiva de D. alata e do extrato etandlico de G.
viburnoides sobre os fetos exposto intrauterino por meio de analise externa, visceral e

esquelética.
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4. METODOLOGIA

4.1 Material vegetal e preparacao do extrato da seiva bruta de D. alata

A seiva bruta de D. alata foi coletada em julho de 2018 no municipio de Terenos-MS,
Brasil, na Fazenda Riqueza, situada na estrada Terenos-Alonso Km 32 (20°, 17°01” S 54°
59'23,88” W). A espécie coletada foi depositada no Herbario da Universidade Federal de
Mato Grosso do Sul (UFMS) sob o numero 69846 CGMS. A planta foi cadastrada no Sitema
Nacional de Gerenciamento de Recursos Geneéticos e conhecimentos Tradicionais
Associados (SisGen # A7716EC). Para a retirada da seiva do xilema do tronco da D. alata,
foi utilizada uma broca de aco (0,50 m de comprimento x 0,015 m de diametro) para fazer
uma perfuracdo a 1,4 + 0,2 metros de altura. Apds a perfuracdo inseriu-se uma mangueira
para a coleta da seiva em um recipiente estéril. Coletou-se 200 mL de seiva de cada arvore.
Ao final foi realizado um pool de todas as seivas para a obtencdo de uma amostra

representativa.

4.2 Material vegetal e preparacao do extrato etandlico de G. viburnoides

Folhas e caules de G. viburnoides foram coletados (Dourados — MS) e identificados
pela Dra. Zefa Valdevina Pereira e um espécime voucher foi depositado sob o codigo de
identificacdo DDMS2311. A autorizacao para acesso e estudo de amostras do patrimonio
genético brasileiro foi obtida junto ao Sistema Nacional de Gestdo do Patrimbnio Genético
e Conhecimentos Tradicionais Associados (SisGen - A163977).

Para a preparagdo do extrato etandlico folhas e caules foram lavados, secos e
pulverizados (120 g). A extragéo por maceracéo foi realizada com metanol (4 L) durante 30
dias. O extrato foi entéo filtrado, concentrado sob presséo e liofilizado para obtencdo do

extrato etandlico(EEGV) (47 g), que foi armazenado sob refrigeragédo a 4 °C.
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4.3 Animais experimento D. alata

Foram utilizados 60 camundongos (Mus musculus) da linhagem Swiss, sendo 40
fémeas e 20 machos, em idade reprodutiva (8-10 semanas). Os animais foram provenientes
do Biotério Central da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS). Os animais
foram ambientados para adaptacdo durante um periodo de 7 dias em mini-isoladores de
polisulfona, cobertas com maravalha de pinus, em rack ventilada Alesco® e mantidos em
temperatura controlada 22°C (£ 2 °C) com ciclo claro/escuro de 12 h, umidade de 55%
(x10%) e livre acesso a agua filtrada e racdo comercial (Nuvital®). A pesquisa foi realizada
de acordo com os protocolos da Declaracao Universal dos Direitos Animais e aprovada pela
Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Mato Grosso
do Sul (UFMS) sob o parecer # 1.328/2024.

4.4 Animais experimento G. viburnoides

Foram utilizados 45 camundongos (Mus musculus) da linhagem Swiss, sendo 30
fémeas e 15 machos, em idade reprodutiva (8-10 semanas). Os animais foram provenientes
do Biotério Central da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS). Os animais
foram ambientados para adaptacao durante um periodo de 7 dias em mini-isoladores de
polisulfona, cobertas com maravalha de pinus, em rack ventilada Alesco® e mantidos em
temperatura controlada 22°C (+ 2 °C) com ciclo claro/escuro de 12 h, umidade de 55%
(£10%) e livre acesso a agua filtrada e racdo comercial (Nuvital®). A pesquisa foi realizada
de acordo com os protocolos da Declaragéo Universal dos Direitos Animais e aprovada pela
Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Mato Grosso
do Sul (UFMS) sob o parecer # 1.328/2024.

4.5 Delineamento experimental D. alata

Os animais foram acasalados overnight na propor¢gdo de 2 fémeas: 1 macho. A

deteccdo da prenhez foi realizada por meio da observagdo do plug vaginal, sendo este
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considerado o dia zero de gestacao (Oliveira et al., 2009; Goncalves et al., 2013; David et
al., 2014; Oliveira et al., 2015; Ishikawa et al., 2018; Vani et al., 2018). As fémeas prenhes
foram distribuidas aleatoriamente entre os grupos experimentais (n=10): Controle - 0s
animais receberam o veiculo do SDa (agua destilada) na proporcéo de 0,1ml/10g de peso
corporeo (p.c.), por via oral (v.0.), do 1° ao 18° dia gestacional (d.g.); Grupo SDa25, 50 e
75- 0s animais receberam a SDa nas doses de 25,50 e 75% (p.c., v.0.), do 1° ao 18° d.g,

respectivamente.

4.6 Delineamento experimental G. viburnoides

Os animais foram acasalados overnight na proporcédo de 2 fémeas: 1 macho. A
deteccdo da prenhez foi realizada por meio da observacdo do plug vaginal, sendo este
considerado o dia zero de gestacao (Oliveira et al., 2009; Goncalves et al., 2013; David et
al., 2014; Oliveira et al., 2015; Ishikawa et al., 2018; Vani et al., 2018). As fémeas prenhes
foram distribuidas aleatoriamente entre os grupos experimentais (n=10): Controle - os
animais receberam o veiculo do EEGV (soro fisiolégico) na propor¢éo de 0,1ml/10g de peso
corporeo (p.c.), por via oral (v.0.), do 1° ao 18° dia gestacional (d.g.); Grupo EMGV300,
EMGV1000- os animais receberam o EEGV nas doses de 300 e 1000 mg/Kg (p.c., v.0.), do

1° ao 18° d.g, respectivamente.

4.7 Ensaios Biolégicos

Os ensaios biologicos foram executados de maneira semelhante nos 2
experimentos, com as coletas dos materiais para as avaliagdes toxicogenéticas feitas em 3
tempos diferentes, sendo estes T1, T2 e T3 referentes ao 16°, 17° e 18° dias de gestacao
(d.g.), respectivamente. No 18° d.g., os animais foram submetidos a eutanasia seguida de
laparotomia, histerectomia e onfalectomia para a coleta, pesagem e devido armazenamento

dos orgéaos (pulméo, coracao, baco, figado, rins, placenta) os fetos para analise posterior.
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4.8 Parametros biométricos

Os parametros biométricos, em ambos os experimentos, foram calculados a partir
dos registros de peso inicial (fémeas pesadas no dia zero), peso final (fémeas pesadas no
18° d.g.), ganho de peso (peso final - peso inicial), peso do utero, ganho de peso liquido
(ganho de peso - peso do Utero), pesos absolutos e relativos do coracdo, pulméao, baco,

rins e figado.

4.9 Desenvolvimento Embriofetal

Os fetos retirados foram pesados e passaram por analise sistematica de
malformacdes externas e sexagem. Em seguida, foram distribuidos aleatoriamente em dois
subgrupos, cada um com 50% da ninhada. Os fetos do primeiro grupo foram fixados em
solucao de Bodians por pelo menos sete dias e destinados a andlise visceral por meio de
microdisseccao com cortes estratégicos, para o estudo de térax e abdémen propostos por
Barrow e Taylor (1969) e para estudo da cabeca segundo Wilson (1965), com alteracdes
propostas por Wise et al. (1997), Oliveira et al. (2005), Damasceno et al. (2008), Oliveira et
al. (2009) e Oliveira et al. (2015)

A classificacdo das alteracdes viscerais foi baseada, principalmente nos trabalhos
de Taylor (1986), Manson e Kang (1994), Damasceno et al. (2008), Oliveira et al. (2009) e
Oliveira et al. (2015). Os fetos do segundo subgrupo foram fixados em acetona pura por
pelo menos sete dias e destinados a analise esquelética pela técnica descrita por Staples
e Schnell (1964) e modificada por Oliveira et al. (2009). Apos a fixacdo, os fetos foram
eviscerados para o processo de diafanizagdo em solugcéo de KOH (0,8%). Em seguida,
foram adicionadas quatro gotas de alizarina, e esta solucéo foi trocada a cada 24 horas
durante quatro dias consecutivos. Depois dos fetos corados, a solucdo de KOH foi
substituida pela solucéo clareadora (1 litro de glicerina: 1 litro de alcool etilico: 0,5 litro de

alcool benzilico) e trocada a cada 24 horas, durante cinco dias. As classificacfes foram
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feitas segundo Taylor (1986), Manson e Kang (1994), Wise et al. (1997). Damasceno et al.
(2008), Oliveira et al. (2009) e Oliveira et al. (2015).

As andlises de visceras e esqueletos foram realizadas em lupa estereomicroscopica
(Nikon® — SMZ 745T) com aumento de 4 vezes.

A classificacao do peso fetal segundo a idade gestacional foi feita conforme proposto
por Soulimane-Mokhtari et al. (2005). Apos a coleta dos fetos dos cornos uterinos, eles
foram pesados e de acordo com a média + 1,7 x desvio padrao (DP) dos pesos corporais
32 obtidos no grupo controle, foram classificados em adequados para idade gestacional
(AIG), pequenos para a idade gestacional (PIG) e grandes para a idade gestacional (GIG).
e segundo Oliveira et al. (2009) - os fetos foram classificados como fetos com peso
adequado para a idade da prenhez (PAIP) quando o peso do feto estava compreendido
entre média de peso dos fetos do grupo controle mais ou menos o desvio padrao; fetos com
baixo peso para a idade de prenhez (BPIP) quando o peso do feto é inferior & média de
peso dos fetos do grupo controle menos o desvio padrdo deste mesmo grupo; e fetos com
elevado peso para a idade de prenhez (EPIP) quando o peso do feto € superior a média do
peso dos fetos do grupo controle mais o desvio padréo deste mesmo grupo. Soulimane-
Mokhtari et al. (2005) classifica os pesos dos fetos individualmente e Oliveira et al. (2009)

classifica a ninhada de forma geral.

5. Desempenho Reprodutivo

Foram registrados, em ambos os experimentos, o numero de sitios de implantacao
(n° de fetos vivos + n° de fetos mortos + n° de reabsorcdes) e reabsorcdo, além do nimero
de fetos vivos mortos e do peso fetal e placentario. Com base nestes dados, obteve-se: a
viabilidade fetal (nGmero de fetos vivos x 100 / numero de implantacdes), taxa de perda
pos-implantacdo [(nimero de implantagdes - nimero de reabsor¢cdes) x 100 / numero de
implantacdes], taxa dereabsorcdo (n°® de reabsor¢cées X 100 / n° de implantes), indice
placentario (peso da placenta / peso fetal), eficiéncia placentaria (peso fetal / peso

placentario) e razdo sexual (nUmero de fetosmachos / numero de fetos fémeas).
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6. Analise Estatistica

Em todos os experimentos, para dados com distribuicdo normal foi utilizado o teste
ANOVA de uma via com pos-teste de Tukey. Para os demais dados utilizou-se o teste de
Kruskal-Wallis com pés-teste de Dunn. Para comparacdes de frequéncias utilizou-se o teste
do Qiquadrado. As analises foram realizadas pelo programa GraphPad Instat® (Versao
3.06, 2003). Os dados foram apresentados em média * erro padrdo da média ou média +

desvio padréo e o nivel de significancia estabelecido foi de p<0,05.

7. RESULTADOS, DISCUSSAO

Os resultados e discusséo referentes ao experimento realizado com a seiva de D.
alata serdo apresentados em forma de artigo (Anexo 1).
Os resultados e discussao referentes ao experimento realizado com o extrato

etandlico de Guettarda viburnoides serdo apresentados em forma de artigo (Anexo 2).

8. CONSIDERACOES FINAIS

A seiva de D. alata apresentou baixo potencial teratogénico e ndo alterou o
desempenho reprodutivo de camundongos Swiss fémeas. No entanto, 0 seu uso nao &
recomendado no periodo gestacional, devido em especial, ao aumento de malformacoes
externas.

O extrato etandlico de G. Viburnoides apresentou baixo potencial teratogénico, néo
alterou o desempenho reprodutivo nem o desenvolvimento embriofetal de camundongos
Swiss femeas. Assim, seu uso na gestagao nao seria contra indicado, no entanto , deve ser

feito com cautela.
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ANEXO 1

A seiva de Dipteryx alata tem baixo potencial teratogénico e ndo altera o
desempenho reprodutivo de camundongos fémeas Swiss
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Resumo

Dipteryx alata € uma arvore perene encontrada em todas as regiées do Brasil e também no
Paraguai. Na medicina popular usa-se a planta integralmente, na forma de decoccdes,
infusdes, maceracdo e cataplasmas e/ou sua seiva. A indicacdo popular dessa planta é
para inflamacao, emagrecimento, picadas de cobras, como cicatrizante e para o tratamento
do colesterol alto. Como gestantes podem ser acometidas por esses processos, elas podem
fazer o uso dessa estratégia terapéutica. Assim, avaliou-se os efeitos da seiva de D. alata
no desempenho reprodutivo e no desenvolvimento embriofetal em camundongos Swiss. Os
animais foram distribuidos aleatoriamente em 4 grupo (n=10): Grupo Controle — 0s animais
receberam o veiculo (Agua destilada) na proporc¢édo de 0,1 mL/10 g de peso corporal (p.c.)
por via oral (gavagem; v.0.), do 1° ao 18° dia de gestacéo (d.g.); Grupo Seiva de Dipteryx
alata (SDa) - os animais foram tratados na proporcdo de 0,1mL/10 g (p.c.; v.0.) com SDa
nas proporgoes de 25, 50 e 75% do 1° ao 18° d.g. Os resultados demostraram que a SDa
nao alterou o desempenho reprodutivo. Porém, alterou o desenvolvimento embriofetal. A
maior dose de SDa aumentou o peso fetal, o peso placentario, o indice placentario, a
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frequéncia de hiperextensao de membros e de escoliose. Além disso, reduziu a eficiéncia
placentaria. J& a menor dose aumentou a frequéncia global de malformagao esquelética.
Todas as doses reduziram a frequéncia de malformagdes viscerais. Frente ao exposto,
considera-se que SDa nao altera o desempenho reprodutivo de fémeas, altera o
desenvolvimento embriofetal e tem baixo potencial teratogénico.

Palavras-chaves: malformacdo, plantas medicinais, reproducdo, desenvolvimento
embriofetal.
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Introducao

A familia Fabacea, pertencente a Ordem Fabales, reune 36 tribos, 727 géneros e
19.325 espécies e é, portanto, a terceira maior familia de plantas no mundo. Estas sdo
encontradas em praticamente todas as formacfes vegetais existentes no planeta.
Entretanto, ela € cosmopolita de regides neotropicais. No Brasil, a familia é representada
por 2.807 espécies agrupadas em 222 géneros (15 endémicos), incluindo o Dipteryx,
abundante em quase todos os biomas e ecossistemas do pais (Lewis et al., 2005; Queiroz
2009; Lima et al., 2013; Cordula; Morim; Alves, 2014).

O género Dipteryx reuni cerca de 13 espécies e 0s constituintes quimicos
relacionado as atividades biologicas presente nas espécies do género sdo cumarinas,
isoflavonas, triterpendides, acidos graxos e diterpendides furanocassanos (Mendes;
Silveira, 1994; Vieira Juanior et al.,, 2007) com potenciais atividades antifingicas,
antioxidante, probiotico e antiofidicas (Ferraz et al., 2014; Ferraz et al., 2014; Reis et al.,
2018; Sousa et al., 2022; Alves-Santos et al.,2023).

Dipteryx alata é uma arvore perene nativa do cerrado brasileiro que possui tronco
liso ou com placas descamantes irregulares; folhas alternas, compostas pinadas,
pecioladas, sem estipulas e raque alada; inflorescéncia do tipo panicula; flores
hermafroditas; e fruto do tipo legume drupoide em formato ovdide, levemente achatado de
cor marrom, constituido por um epicarpo fino, um mesocarpo marrom de consisténcia macia
gue constitui a polpa, um endocarpo lenhoso de cor amarelo- esverdeado com uma camada
esponjosa e semente em formato elipsoide que apresenta formatos variaveis entre arvores
mas uniforme por arvore, de cor variando de marrom amarelada ou avermelhada podendo
ser quase preta.( Ferreira et al.,1998; Esteves-Pedro et al.,, 2012; Sano; Brito; Ribeiro.,
2016).

D. alata é conhecida por seu valor nutricional, sendo consumida integralmente. As
folhas e cascas da arvore sdo utilizadas para infusdes, decoccbes, maceracdes e como
cataplasma. Apesar de ndo haver registros escritos, a comunicacao pessoal de habitantes
do interior do Bioma Pantanal indica inclusive o consumo de sua seiva. (Rosa et al., 2022).
Os frutos, a castanha e a polpa sdo usadas para a preparacdo de Oleos e produtos

alimenticios (Sano; Brito; Ribeiro, 2016). O fruto é rico em ferro, zinco, célcio, proteinas,
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acidos graxos insaturados e compostos bioativos como tocoferois, acido fitico e taninos
(Siqueira et al., 2012; Alves et al., 2020; Medeiros et al., 2023).

Na literatura o nome popular de D. alata pode ser baru (Chafi-Paucar et al., 2021)
ou cumbaru (Oliveira et al., 2022). Essa planta € as vezes confundida com a Dipteryx
adoratta, planta do mesmo género, conhecida como cumaru (Rodrigues et al., 2018).

A indicacéo popular de D. alata € para picadas de cobras (Ferraz et al., 2014), como
cicatrizante (Coco et al., 2022), para a reducédo do colesterol (Souza de et al., 2018), como
antioxidante (Reis et al., 2018) e para perda de peso (Souza et al., 2018).

Apesar da utilizacdo de D. alata ha medicina popular para o tratamento de diversas
doencas e sintomas, a literatura consultada demostrou limitacdo de informacdes sobre o
seu potencial farmacolégico e toxicol6gico, em especial, sobre a seiva. Em relagdo a
toxicidade aguda, de acordo com Esteves-Pedro et al. (2011) a DLso do extrato
hidroalcolélico de D. alata foi de 705 mg/Kg (célculo teérico (ICCVAM, 2006) a partir da
IC50 de 0,164ug/mL). Segundo Esteves-Pedro et al. (2012) o extrato aquoso da casca de
D. alata (0,5g/Kg) € seguro se administrado a ratos Wistar do dia zero ao 21° dia gestacional
(d.g.) por ndo alterar o desempenho reprodutivo e o desenvolvimento embriofetal. No
entanto, destaca-se que esse estudo ndo realizou uma analise sistematica das
malformacdes viscerais. Sobretudo destaca-se ainda que nenhum estudo foi conduzido
para a seiva no que ser refere aos seus efeitos sobre o desempenho reprodutivo e
desenvolvimento embriofetal. No entanto, ha registros populares (comunicacdes pessoais)
do uso da seiva por gestantes.

Diante do exposto e considerando que a seiva pode ser consumida por gestantes, o
presente estudo tem por objetivo avaliar os efeitos da seiva de D. alata (SDa) no

desempenho reprodutivo e desenvolvimento embriofetal em camundongos Swiss.
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2. Material e métodos

2.1. Material botanico e extragéo

A seiva bruta de D. alata foi coletada em julho de 2018 no municipio de Terenos-MS,
Brasil, na Fazenda Riqueza, situada na estrada Terenos-Alonso Km 32 (20°, 17°01” S 54°
59’ 23,88” W). A espécie coletada foi depositada no Herbario da Universidade Federal de
Mato Grosso do Sul (UFMS) sob o numero 69846 CGMS. A planta foi cadastrada no
Sistema Nacional de Gerenciamento de Recursos Genéticos e conhecimentos Tradicionais
Associados (SisGen # A7716EC). Para a retirada da seiva do xilema do tronco da D. alata,
foi utilizada uma broca de aco (0,50 m de comprimento x 0,015 m de diametro) para fazer
uma perfuracdo a 1,4 + 0,2 metros de altura. ApGs a perfuracdo inseriu-se uma mangueira
para a coleta da seiva em um recipiente estéril. Coletou-se 200 ml de seiva de cada arvore.
Ao final foi realizado um pool de todas as seivas para a obtencédo de uma amostra (Rosa et
al., 2022).

Para administracdo da seiva aos animais, essa foi diluida na propor¢édo de 3 partes
de agua para 1 parte de seiva (3:1 — 25%); 2 partes de agua para 2 partes de seiva (2:2 —

50%); e 1 parte de agua para 3 partes de seiva (1:3 — 75%).

2.2 Animais

Foram utilizados 60 camundongos (Mus musculus) da linhagem Swiss, sendo 40
fémeas e 20 machos, em idade reprodutiva (8-10 semanas). Os animais foram provenientes
do Biotério Central da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS). Os animais
foram ambientados para adaptacao durante um periodo de 7 dias em mini-isoladores de
polisulfona, cobertas com maravalha de pinus, em rack ventilada Alesco® (AL21) e
mantidos em temperatura controlada 22 + 2 °C com ciclo claro/escuro de 12 h, umidade de
55 +10% e livre acesso a agua filtrada e racéo comercial (Nuvital®). A pesquisa foi realizada
de acordo com os protocolos da Declaragéo Universal dos Direitos Animais e aprovada pela
Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Mato Grosso
do Sul (UFMS) sob o parecer # 1.328/2024.
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2.3 Delineamento Experimental

Os animais foram acasalados overnight na proporgédo de 2 fémeas: 1 macho. A
deteccdo da prenhez foi realizada por meio da observacdo do plug vaginal, sendo este
considerado o dia zero de gestacao (Oliveira et al., 2009; Goncalves et al., 2013; David et
al., 2014; Oliveira et al., 2015; Ishikawa et al., 2018; Vani et al., 2018). As fémeas prenhes
foram distribuidas aleatoriamente entre 0s grupos experimentais (n=10): Grupo Controle —
0s animais receberam o veiculo (agua destilada) na proporcdo de 0,1 ml/10 g de peso
corporal (p.c.) por via oral (gavagem; v.0.), do 1° ao 18° dia de gestacao (d.g.); Grupo Seiva
de D. alata (SDa) - os animais foram tratados na proporc¢éo de 0,1mL/10 g (p.c.; v.0.) com
SDa nas proporc¢des de 25% (SDa25), 50% (SDa50) e 75% (SDa75) do 1° ao 18°d.g..

2.4. Ensaios biologicos

No 18° d.g. os animais foram submetidos a eutanasia, por deslocamento cervical,
seguida de laparotomia, histerectomia, onfalectomia e toracotomia para a coleta, pesagem

e devido armazenamento dos 6rgaos (pulmao, coracédo, baco, figado, rins, placenta) e fetos.

Imediatamente apés a laparotomia, os fetos foram submetidos a eutanasia com
overdose de Isoflurano utilizando sistema automatico de anestesia inalatéria (Bonther®). A
liberacdo do Isoflurano foi realizada automaticamente pelo aparelho e a saturacdo de
anestésico utilizada foi de 10%. A infuséo de Isoflurano foi continuada até um minuto apos

o feto cessar os movimentos respiratorios (AVMA, 2020; Neves et al., 2024).

Os fetos coletados foram pesados e passaram por andlise sistematica de
malformacdes externas e sexagem. Em seguida, foram distribuidos aleatoriamente em dois
subgrupos, cada um com aproximadamente 50% da ninhada. Os fetos do primeiro
subgrupo foram fixados em acetona absoluta, por pelo menos sete dias, e destinados a
analise esquelética pela técnica descrita por Staples e Schnell (1964) e modificada por
Oliveira et al. (2009). Apos a fixagdo os fetos foram eviscerados e mergulhados em solucéo

de KOH (0,8%) para o processo de diafanizagdo. Em seguida, foram adicionadas quatro
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gotas de Alizarina Red. Esta solucdo foi trocada a cada 24 horas durante quatro dias
consecutivos. Depois dos fetos corados, a solucdo de KOH foi substituida pela solucéo
clareadora (1 litro de glicerina: 1 litro de alcool etilico: 0,5 litros de &lcool benzilico) e trocada
a cada 24 horas, durante cinco dias consecutivos. As malformacdes foram classificadas
com base nos estudos de Taylor (1986), Manson et al. (1994), Wise et al. (1997),
Damasceno et al. (2008) e Oliveira et al. (2009). Os fetos do segundo subgrupo foram
fixados em uma solucdo de Bodian’s (agua destilada (142 mL), acido acético (50 mL),
formaldeido (50 mL) e alcool 95% (758 mL) por pelo menos sete dias e destinados a analise
visceral (Nunes et al., 2023; Ortiz et al., 2023, Rezende et., 2023) por meio de
microdisseccao com cortes estratégicos, para o estudo de térax e abddémen, propostos por
Barrow e Taylor (1969), e para estudo da cabeca segundo Wilson (1965), com alteracdes
propostas por Oliveira et al. (2005), Damasceno et al. (2008) e Oliveira et al. (2009). A
classificacdo das alteracfes viscerais foi baseada nos trabalhos de Taylor (1986), Manson
e Kang (1994), Wise et al. (1997), Damasceno et al. (2008) e Oliveira et al. (2009).

As andlises de visceras e esqueletos fetais foram realizadas em lupa

estereomicroscopica (Nikon® — SMZ 745T) com aumento de 4 vezes.

2.5. Parametros biométricos

Os parametros biométricos foram compostos e/ou calculados conforme os dados do
peso inicial (fémeas pesadas no dia zero), peso final (fémeas pesadas no 18° d.g.), ganho
de peso (peso final - peso inicial), peso do Utero e ganho de peso liquido (ganho de peso -
peso do utero), além dos dados de pesos absolutos e relativos (peso do 6rgéo /peso final
do animal) do coracéo, pulméo, baco, rins e figado.

2.6. Desempenho reprodutivo e desenvolvimento embriofetal

Foram quantificados e/ou calculados os parametros reprodutivos relativos ao
namero de implantes (n° de fetos vivos + n° de fetos mortos + n° de reabsorc¢des); numero

de fetos vivos; viabilidade fetal (n° de fetos vivos *100 / n°® de implantes); taxa de perdas
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pos-implantacionais ((n° de implantes - n° de fetos vivos) *100 / n° de implantes); numero
de reabsorcdo; taxa de reabsorcdo (n° de reabsor¢cdes *100 / n° de implantes); peso
placentario; peso fetal; indice placentario (peso placentario / peso fetal); eficiéncia
placentaria (peso fetal / peso placentério); e razdo sexual (nUmero de fetos machos *100 /

numero de fetos fémeas).

A classificagao do peso fetal segundo a idade gestacional (CPFIG) foi feita de duas
formas: (I) segundo Soulimane-Mokhtari et al. (2005) - os fetos foram considerados
adequados para a idade gestacional (AIG) quando n&o divergiram mais que + 1,7 x desvio
padrdo (DP) da média dos fetos do controle; considerados pequenos para a idade
gestacional (PIG) quando apresentaram peso corporal menor que - 1,7 x desvio padréo em
relacdo a média dos fetos do grupo controle; e considerados grandes para a idade
gestacional (GIG) quando apresentaram peso corporal maior que + 1,7 x desvio padrdo em
relacdo a média do grupo controle; e (Il) segundo Oliveira et al. (2009) - os fetos foram
classificados como fetos com peso adequado para a idade da prenhez (PAIP) quando o
peso do feto estava compreendido entre média de peso dos fetos do grupo controle mais
ou menos o desvio padrao; fetos com baixo peso para a idade de prenhez (BPIP) quando
o peso do feto é inferior a média de peso dos fetos do grupo controle menos o desvio padrao
deste mesmo grupo; e fetos com elevado peso para a idade de prenhez (EPIP) quando o
peso do feto é superior a média do peso dos fetos do grupo controle mais o desvio padrao
deste mesmo grupo. Soulimane-Mokhtari et al. (2005) classifica o peso dos fetos

individualmente e Oliveira et al. (2009) classifica a ninhada de forma geral.
2.7 Anédlise estatistica

Foi utilizado o teste ANOVA/Tukey para dados paramétricos, Kruskal-Wallis/Dunn
para dados ndo paramétricos e o teste do Qui-quadrado para comparacdes de frequéncias
entre os grupos. Os dados foram apresentados em média * erro padrédo da média ou média

+ desvio padréo e o nivel de significancia estabelecido foi de p<0,05.
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3. Resultados
3.1 Parametros Biométricos

A avaliagdo dos parametros biométricos demonstrou que o peso inicial, peso final,
ganho de peso, peso do utero, ganho de peso liquido (Figura 1A), peso absoluto do baco
(Figura 1B), e o peso relativo do coracdo e do baco (Figura 1C) ndo apresentaram
diferencas (p>0,05) entre os grupos experimentais. No entanto, o peso absoluto do coracéo,
do pulméo, do figado e dos rins (Figura 1B), e o peso relativo do pulméao, do figado e dos

rins (Figura 1C) aumentaram (p<0,05) em rela¢éo ao grupo controle.

3.2 Desempenho Reprodutivo

A avaliacdo do desempenho reprodutivo demonstrou que o nimero de fémeas
prenhes, nimero de implantes, numero de fetos vivos, numero de fetos mortos, numero de
reabsorcéo, taxa de reabsorcéo, taxa de perdas poés-implantacionais, viabilidade fetal e
razdo sexual ndo apresentaram diferencas (p>0,05) entre os grupos experimentais (Tabela
1).

3.3 Desenvolvimento embriofetal

A avaliacdo do desenvolvimento embriofetal demonstrou que a maior concentracéo
de SDa (75%) aumentou (p<0,05) o peso fetal, o peso placentario e o indice placentario.
Essa mesma dose reduziu (p<0,05) a eficiéncia placentaria. Para as demais doses
nenhuma alteracgdo foi evidenciada em relagdo ao grupo controle (Tabela 2).

A adequacao do peso a idade gestacional, de acordo com Souliname-Mokhtari et al.
(200%5), demonstrou que ndo ha diferengas (p>0,05) para a frequéncia fetos PIG, AIG e GIG
entre os grupos experimentais. Destaca-se ainda que a frequéncia de fetos PIG variou de
1,60 a 6,9%, a de AIG de 87,93 a 97,78% e a de GIG de 0,92 a 5,17% entre os grupos
experimentais. Ja a andlise da ninhada, segundo Oliveira et al. (2009), demonstrou que

todas as ninhadas possuiam peso adequando para a idade gestacional (p>0,05) (Tabela 2).
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Figura 1- A) - Média + Desvio padrao da média do peso inicial, peso final, ganho de peso, peso do Utero e
ganho de peso liquido. B) - Média + Desvio Padréo do peso absoluto dos drgdos. C) - Média + Desvio Padréo
do peso relativo dos érgédos. SDa - Seiva de D. alata nas propor¢des de 25 (SDa25), 50 (SDa50) e 75%

(SDa75). Letras diferentes indicam diferengas estatisticamente significativas. Teste estatistico: ANOVA/Tukey
(p>0,05).
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Tabela 1. Valores médios * erro padrédo da média dos parametros relativos ao desempenho

reprodutivo das fémeas tratadas com a seiva de D. alata (SDa).

Grupos Experimentais

Parémetros
Controle SDa25 SDa50 SDal00

N° fémeas
Prenhe 10 10 10 10
Implantes 12,940,862 13,4+0,742 12,311,242 12+1,002
Fetos Vivos 11,5+0,562 12,6+0,762 11,741,192 10,941,032
Fetos Mortos 0,00+0,002 0,3+0,152 0,240,202 0,1+0,102
Reabsorg¢éo 1,440,422 0,5+0,222 0,410,162 140,292
TR 9,52+2,852 3,93+1,742 3,011,252 9,18+2,532
TPPI 9,542,852 5,92+2,232 4,44+1,622 9,90+2,572
Viabilidade Fetal 100,00+0,002 95,73+2,232 97,14+2,852 98,46+1,532
Razéo Sexual 1,670,632 0,850,092 0,87+0,232 1,51+0,312

Legenda: TR — Taxa de reabsorcdo; TPPI — Taxa de perdas pés-implantacionais. Seiva de D. alata nas

proporcdes de 25 (SDa25), 50 (SDa50) e 75% (SDa75). Letras iguais indicam auséncia de diferencas

estatisticamente significativas (Teste Estatistico: Anova/Tukey; p<0,05).
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Tabela 2. Valores médios + erro padrdo da média dos parametros relativos ao
desenvolvimento embriofetal das fémeas tratadas com a seiva de D. alata (SDa) e

frequéncia (porcentagem) dos fetos distribuidos de acordo com a adequagdo do peso

gestacional.
Parametros Grupos Experimentais

Controle SDa25 SDa 50 SDa 75
Peso Fetal* 1,21+0,012 1,20+0,012 1,21+0,012 1,29+0,01°
Peso da Placentat 0,07+0,0012 0,08+0,0062 0,07+0,0012 0,08+0,001°
indice Placentario? 0,06+0,0012 0,06+0,0042 0,06+0,0012 0,07+0,001°
Eficiéncia Placentaria® 17,63+0,972 17,67+0,782 18,10+0,442 14,97+0,29°
CFIG?
PIG23 1,74% 1,60% 6,90% 4,59%
AlG23 94,78% 91,20% 87,93% 94,50%
GIG?3 3,48% 7,20% 5,17% 0,92%
APIG34 PAIP PAIP PAIP PAIP

Legenda: Seiva de D. alata (SDa) nas proporcdes de 25 (SDa25), 50 (SDa50) e 75% (SDa75). Letras
diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas (Teste Estatistico: *Anova/ Tukey p<0,05). 2CFIG
- Classificagcé@o do feto de acordo com a idade gestacional segundo Soulimane-Mokhtari et al. (2005): PIG —
pequeno para idade gestacional; AlG; adequado para idade gestacional; GIG — grande para idade gestacional
(®Teste Estatistico: Qui-quadrado; p>0,05). “APIG - Adequacao do Peso a Idade Gestacional — Classificacdo
da ninhada de acordo com Oliveira et al. (2009): PAIP — Peso adequado para a idade gestacional (3Teste
Estatistico: Qui-quadrado; p>0,05).

A avaliacao das malformacgdes externas demonstrou a presencga de hiperextensao e
hiperflexdo de membros, pata espalmada, pata torta, retroversado de pata, pata pequena e
cauda dobrada (Figura 2). A analise estatistica demonstrou aumento da frequéncia de
hiperextensdo de membro em todos os grupos tratados com a SDa. Uma analise global das
malformagdes externas demonstrou aumento (p<0,05) de defeitos congénitos na maior
dose de SDa (Tabela 3).
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Tabela 3. Numeros absolutos e porcentagem de malformacdes externas encontradas na prole de

fémeas tratadas com a seiva de D. alata (SDa).

Grupos Experimentais

Parametros Controle  SDa 25 SDa 50 SDa 75
Andlise Externa
Fetos Analisados 114 125 116 109
Fetos Normais 95 98 87 57*
% 83,33 78,40 75,00 52,29
Hiperextensdo de membros 4 14* 21* 44*
% 3,51 11,20 18,10 40,37
Hiperflexdo de membros 0 1 4 5
% 0,00 0,80 3,45 4,59
Pata espalmada 1 1 2 0
% 0,88 0,80 1,72 0,00
Pata torta 4 0 0 1
% 3,51 0,00 0,00 0,92
Retroverséo de pata 8 10 3 7
% 7,02 8,00 2,59 6,42
Pata pequena 1 1 0 0
% 0,88 0,80 0,00 0,00
Cauda dobrada 1 3 2 3
% 0,88 2,40 1,72 2,75
Frequéncia de malformacéo externa 19 30 32 60*
% malformacéo externa 16,67 24,00 27,59 55,05

Legenda: % - Porcentagem de fetos com malformagdes. Seiva de D. alata (SDa) nas proporc¢des de 25, 50 e
75 %. *Indica diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao Controle (Teste Estatistico: Qui-quadrado;
p<0,05).




38

Figura 2- Exemplo de malformacdes externas: a - feto normal, b - retroverséo de pata (—), ¢ -hiperextensao

(*) de pata e cauda torta (—), d - pata com aspecto espalmado (—).

A avaliacdo de malformacgdes viscerais demonstrou a presencga de hidrocefalia de
graus leve e moderado (Figura 3). A maior frequéncia foi observada no grupo controle e o
tratamento com todas as doses de SDa reduziram (p<0,05) a ocorréncia dessa alteragéo.
A avaliagao global também demonstrou redugao (p<0,05) da frequéncia de malformacgdes

quando as fémeas foram tratadas com SDa (Tabela 4).

Tabela 4. Numeros absolutos e porcentagem de malformacgdes viscerais encontradas na
prole de fémeas tratadas com a seiva de D. alata (SDa).

Grupos Experimentais

Parametros Controle  SDa 25 SDa 50 SDa 75
Andlise Visceral

Fetos Analisados 57 65 59 57
Fetos Normais 32 62 59 54

% 56,14 95,38 100,00 94,74
Hidrocefalia leve 5 0* o* 1*

% 8,77 0,00 0,00 1,75
Hidrocefalia moderada 20 3* o* 2%

% 35,09 4,62 0,00 3,51

Frequéncia de malformacéo

visceral 25 3* 0* 3

43,86 4,62 0,00 5,26

% malformacéo visceral
Legenda: % - Porcentagem de fetos com malformagdes. Seiva de D. alata (SDa) nas propor¢des de 25,50 e

75%. *Indica diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao Controle (Teste Estatistico: Quiquadrado;
p<0,05).
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Figura 3 - Microdisseccdo demostrando hidrocefalia (exemplo de malformacgdes viscerais): a - aspecto do
cérebro normal, b - hidrocefalia leve, c - hidrocefalia moderada.

A avaliagdo de malformagdes esqueléticas demonstrou a ocorréncia de
anormalidades do esternébrio (esternébrios anormais — quando todos os esternerbrios
possuiam formato irregular, esternébrio com ossificagdo incompleta nos centros esternais,
esternébrio com ossificagao reduzida, agenesia de esternébrio centros esternais) escoliose,
hipercifose, inversdao da cifose toraxica, ossificacao reduzida do parietal e interparietal,
centro cervical anormal (anteriorizagdo da cabega), agenesia de falange e ossificagao
incompleta de falanges. A analise estatistica demonstrou que a maior dose de SDa
aumentou (p<0,05) a frequéncia de escoliose. No entanto, em uma avaliagado global das
malformagdes esqueléticas a menor dose de SDa aumentou (p<0,05) a frequéncia total de

malformagdes (Tabela 5).

Tabela 5. NUmeros absolutos e porcentagem de malformacdes esqueléticas encontradas

na prole de fémeas tratadas com a seiva de D. alata (SDa)

Grupos Experimentais

Parémetros
Controle SDa 25 SDa 50 SDa 75
Analise Esquelética
Fetos Analisados 57 59 53 50
Fetos Normais a7 36 39 33
% 82,46 62,71 73,58 66,00
Cabeca
OR Parietal 0 0 1 0
% 1,89
OR Interparietal 0 0 1 0
% 1,36
Tronco
Esternebrlt_)s anormais (formato 1 4 1 5
irregular)
% 1,75 6,78 1,89 4,00
Esternébrio com ossificagdo 5 5 4 0

incompleta



% 8,77 8,47 7,54 0
OR Esternébrio 0 ! 0 0
% 0 1,69 0,00 0
Agnesia de Esternébrio 0 1 0 0
% 0 1,69 0 0
Hipercifose 0 2 3 1
% 0 3,39 5,66 2,00
Escoliose 4 9 3 15*
% 7,02 15,25 5,66 30,00
Centro cervical anormal 0 0 1 0
% 1,36
Membros
Agnesia de falange 0 0 1 0
% 0 0,00 1,89 0,00
Ossificacdo incompleta de falanges 0 0,00 1 0,00
% 1,36
N ~ o~ 10 23* 16 18
Frequéncia de malformacé&o esquelética
17,54 38,98 30,19 36

%
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Legenda: % - Porcentagem de fetos com malformacgdes. Seiva de D. alata (SDa) nas propor¢des de 25,50 e

75 %. *Indica diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao Controle (Teste Estatistico: Qui-quadrado;

p<0,05).
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Figura 4 - Exemplo de malformacdes esquelética: a — aspecto do feto normal, b - escoliose, ¢ - hipercifose, d
- inversdo da cifose toréxica, e — anteriorizacdo da cabeca, f- esternébrio sem alteracdo, g - esternébrio
anormal e ossificacdo incompleta dos centros esternais, h - falanges sem alteracéo. i - agnesia e ossificacao
reduzida de falanges, j - ossos da cabeca sem alteragdo; k - ossificacdo reduzida dos ossos da cabecga,

parietal e interparietal.
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Discussao

Nosso estudo néo identificou sinais de toxicidade nas fémeas tratadas. Diarréia,
tremores, salivagdo excessiva, convulsdes, hipoatividade, ataxia, letargia, arqueamento da
cauda, pelos ericados, diminuicdo do consumo de agua e comida, e perda de peso séo
sinais classicos de toxicidade (Christian, 2007; Corso et al., 2019). No entanto, observou-
se aumento no peso absoluto do coracdo, do pulméo, do figado e dos rins, e do peso
relativo do pulméo, do figado e dos rins. Esses resultados requerem mais atencdo em
estudos futuros. Em geral, a perda de peso é um indicativo de toxicidade (Morissey et al.,
1990; Ait Atmane et al., 2022) e em muitas vezes essa perda de peso esta associada a
reducdo do peso dos 6rgdos (Ramesh et al., 2007). No presente estudo isso nao foi
verificado porgue na realidade o peso absoluto e relativo do pulméo, figado e rins
aumentaram. No entanto, esse fato ndo € incomum na literatura e ja foi relatado o aumento
de peso de 6rgdos em animais tratados com produtos naturais tais como Strychnos
pseudoquina (Souza et al., 2023), Phyllanthus niruriL (Paula et al., 2020) e Croton
urucurana (Morais et al., 2017). Nesses casos 0 aumento do peso associou-se a sinais de
toxicidade. Destaca-se ainda que quando a alteracdo se da no peso absoluto e depois ndo
se confirma no peso relativo pode-se sugerir que a diferenca se devia ao tamanho do animal
e nado ao efeito do tratamento (Nunes et al., 2023). Assim, o dado isolado do peso absoluto
ndo se configura como um sinal de toxicidade. Porém, quando a diferenca se mantém no
peso relativo trata-se de um sinal de alerta e que sugere toxicidade.

A SDa néo alterou o desempenho reprodutivo porgue nao houve alteracdo no
namero fémeas prenhes, nimero de implantes, nimero de fetos vivos, nimero de fetos
mortos, nimero de reabsorcao, taxa de reabsorcédo, taxa de perdas pés-implantacionais,
viabilidade fetal e razao sexual. Esses parametros séo aqueles considerados pela literatura
especializada como capazes de identificar possiveis alteragbes no desempenho
reprodutivo de fémeas (EIMazoudy; Attia, 2018; Ishikawa et al., 2018; Salustriano et al.,
2022; Nunes et al., 2023; Ortiz et al., 2023; Rezende et al., 2023). Como nenhum parametro
foi alterado é possivel inferir seguranca reprodutiva para o consumo da SDa durante o

periodo gestacional de acordo com esse delineamento experimental.
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Apesar de ndo ter alterado o desempenho reprodutivo, a SDa alterou o
desenvolvimento embriofetal. Um dos fatos que chamou a atencéo foi o0 aumento do peso
dos fetos no grupo tratado com a maior dose de SDa. Nesse mesmo grupo observou-se 0
aumento do peso placentario e do indice placentario. Esses dois fatos justificam o aumento
do peso fetal porque com o aumento da placenta e do indice placentario ocorre um maior
aporte sanguineo da mée para o feto (Fowden et al., 2009) e, por consequéncia, ocorre
aumento do transporte de nutrientes e oxigénio (Akison et al., 2017). Esses favorecem um
maior desenvolvimento e/ou crescimento do feto (Wilson,1999). Para que isso ocorre é
esperado que ocorra também o aumento da eficiéncia placentaria. No entanto, isso néo foi
observado no presente estudo, ou seja, verificou-se a reducédo da eficiéncia placentaria.
Apesar desse achado inesperado ndo é incomum essa descri¢cdo na literatura. De acordo
com Paula et al. (2020), pode ocorrer 0 aumento do peso fetal mesmo na auséncia de
aumento da eficiéncia placentaria.

Apesar do aumento do peso fetal, das fémeas tratadas com a maior dose de SDa, a
analise estatistica ndo indicou diferencas nas frequéncias de fetos GIG entre os grupos
segundo a metodologia de Souliname-Mokhtari et al. (2005). A frequéncia de fetos GIG
para o grupo controle foi de 94,78 e para as fémeas tratadas com a maior dose de SDa foi
de 95,50. Esse fato sugere que o aumento do peso, apesar de significativo, ndo induziu o
nascimento de fetos macrossdomicos. Reforca esse fato, o achado de que as ninhadas
foram classificadas com o peso adequado para a idade gestacional segundo a metodologia
de Oliveira et al. (2009). A literatura consultada ndo € unissona na possibilidade de produtos
naturais induzir o nascimento de fetos macrossémicos. Fémeas tratadas com produtos
naturais tais como Morinda citrifolia (Leal- silva et al., 2022,) Salvia lachnostachys Benth
(Ortiz et al., 2023), Curatella americana (Cruz et al., 2022), Gomphrena celosioides Mart
(Salustriano et al., 2022) e Salvia lachnostachys Benth (Ortiz et al., 2023), por exemplo, ndo
induziram aumento do peso fetal. Porém, o estudo desenvolvido por Paula et al. (2020)
registrou que Phyllanthus niruri, administrada em ratas prenhes, causou macrossomia
(aumento do peso fetal que determinou fetos grandes para a idade gestacional) e aumento

dos sitios de ossificacdo. A macrossomia fetal pode associar-se ao surgimento tardio de
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outras doencas como obesidade, diabetes e dislipidemias (Plagemann,. 2005; Hull et al.,
2008; Moussa et al., 2016).

Ainda dentre as alteracdes do desenvolvimento embriofetal destaca-se que SDa
aumentou a frequéncia global de malformagfes externas na maior dose. Além disso,
guando as malformacBes foram analisadas individualmente ocorreu aumento de
hiperextensdo de membro para todas as doses analisadas. Esses dados para D. alata sao
discordantes com a literatura. Segundo Esteves-Pedro et al. (2012), o extrato aquoso de D.
alata ndo interfere na capacidade reprodutiva, no desenvolvimento fisico dos filhotes de
ratos e nos ensaios de desenvolvimento neurocomportamental. Esses autores ainda
descrevem em sua metodologia que foram realizadas as avaliacbes de malformactes
externas, viscerais e esqueléticas. No entanto, o artigo ndo apresentou esses resultados
de forma clara o que impede uma analise mais criteriosa para essa discussado. No entanto,
€ notoria a diferenca de resultados. Esse fato pode ter ocorrido por dois motivos principais:
() o presente trabalho usou como modelo camundongos Swiss e Esteves-Pedro et al.
(2011) usou ratos Wistar. Além disso, o presente estudo utiliza a seiva para o tratamento
enquanto que Esteves-Pedro et al. (2011) utilizou o extrato aquoso das cascas de D. alata.

Em relacdo as malformacdes viscerais observou-se maior frequéncia de hidrocefalia
(leve e moderada) no grupo controle. Esse fato pode ser justificado uma vez que
hidrocefalias podem ser consideradas variantes da normalidade ( Taylor, 1986; Goncalves
et al., 2013; De-David et al., 2014; Vani et al., 2018; Ishikawa et al., 2018; Salustriano et al.,
2022; Nunes et al., 2023; Ortiz et al., 2023; Neves et al., 2024) visto que os fetos foram
coletados no 18° d.g. e o nascimento a termo seria no 21-22° d.g (Ishikawa et al., 2018;
Vani et al., 2018; Salustriano et al., 2022; Nunes et al., 2023; Ortiz et al., 2023). Essa coleta
de fetos precocemente impede o final do desenvolvimento do feto e isso inclui o final do
desenvolvimento/maturacdo do sistema nervoso (Nunes et al., 2023). O sistema nervoso &
um dos primeiros sistemas que comecam a se desenvolver. A neurulacdo, na
embriogénese, inicia-se por volta do 8,5 dia embrionéario e € um dos dltimos a terminar a
maturacdo que na realidade termina apos o nascimento (Copp; Greene; Murdoch, 2003;
Brust; Lewejohann., 2015). Assim, esses 3-4 dias de antecipacao podem causar esse tipo

de variante da normalidade. Outros estudos da literatura demonstraram frequéncia de
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hidrocefalias em grupo controles que variaram de 4,35% (Ishikawa et al., 2018) a 58,60%
(Salustriano et al.,, 2023). Além disso, outros estudos demonstram porcentagens
intermediarias (Ishikawa et al., 2018; Vani et al., 2018; Salustriano et al., 2022; Nunes et
al., 2023; Ortiz et al., 2023; Rezende et al., 2023). Essas variacOes de frequéncia de
hidrocefalias foram baseadas somente em dados desse grupo de pesquisa devido ter usado
0 mesmo modelo experimental, a mesma colbnia de animais e também o mesmo método
de andlise. Assim, € possivel obter dados comparativos com mais acuracia visto que 0s
parametros foram obtidos em condi¢cbes muito semelhantes.

Outro fato que chamou a atencao é que o tratamento com a SDa reduziu a frequéncia
de hidrocefalias em todas as doses testadas. Esse fato sugere efeito neuroprotetor. A
literatura ja evidenciou o efeito do extrato e derivados de D. alata no sistema nervoso. De
acordo com a literatura, o extrato da casca (Nazato et al., 2010) e fragOes (Puebla et al.,
2010) de D. alata bem como uma isoflavona (7,8,3'-trihidroxi-4'-metoxiisoflavona) (Ferraz
et al., 2014), extraida de D. alata, foram capazes de neutralizar os efeitos neurotdxicos e
miotoxicos induzidos pelo veneno de Bothrops jararacugu (Jararacugu). Outro fato que
indica auséncia de alterac6es neurais € que o extrato aquoso de D. alata ndo alterou o
desenvolvimento neurocomportamental (ensaio de campo aberto) de recém-nascidos de
maes expostas a essa planta (Esteves-Pedro et al., 2012).

Em relacdo as malformacdes esqueléticas, observou aumento da frequéncia
somente para a menor dose em uma analise global. A frequéncia total de malformacdes
esqueléticas para esse grupo foi de 38,98%. Apesar de haver diferenca significativa em
relacdo ao grupo controle esse valor ndo é alto em relacéo a outros estudos realizados pelo
mesmo grupo. Logo, em estudos realizados pelo nosso grupo de pesquisa a frequéncia
global de malformacdes esqueléticas, para os grupos controles, variaram de 3,45%
(Rezende et al., 2023) a 88,89% (Salustriano et al., 2022) dentre outras porcentagens
observadas (Ishikawa et al., 2018; Vani et al., 2018; Ortiz et al., 2023; Nunes et al., 2023;
Neves et al., 2024). Assim, é possivel inferir que a frequéncia observada para a menor dose
de SDa nao tem relevancia biologica se considerada isoladamente. Além disso, o processo
de ndo ossificacdo de ossos pequenos e de extremidades como é o caso das falanges

podem ser consideradas variantes da normalidade (Kimmel,1973; Tyl,Chernoff, Rogers,
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2007; Goncalves et al., 2013; David et al., 2014; Salustriano et al., 2022; Nunes et al., 2023;
Ortiz et al., 2023; Neves et al., 2024). Esse fato pode ter ocorrido porque os fetos foram
coletados no 18° d.g. gestacional e ndo no 21-22 d.g. quando o parto aconteceria a termo
(Oliveira et al.,2015) outro fato que chama atencdo € que esse processo de ossificacao
poderia acontecer e/ou finalizar apdés 0 nascimento sem causar prejuizos para os fetos
(Salustriano et al,.2022). Assim, malformacfes que podem ser consideradas variantes da
normalidade podem ser consideradas malformagdes menores. As malformacgcdes maiores
seriam graves alteracbes anatdbmicas, estéticas e funcionais podendo levar a morte,
enquanto as menores levam a fenotipos que se diferenciam dos normais. No entanto, sem
causar alteracdes significativas para a vida diaria ou levar a morte (Rodrigues et al., 2014;
Wen et al., 2021).

Frente ao exposto, considera-se que a SDa tem baixo potencial maternotoxico, nao
alterou o desempenho reprodutivo de fémeas e tem baixo potencial teratogénico. No
entanto, o seu uso ndo é recomendado no periodo gestacional devido, em especial, ao

aumento de malformacgdes externas.
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ANEXO 2

O extrato etanodlico de Guettarda viburnoides tem baixo potencial teratogénico,
néo altera o desempenho reprodutivo e nem o desenvolvimento embriofetal de
camundongos Swiss femeas.
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Resumo

Guettarda viburnoides, uma planta da familia Rubiaceae, é utilizada como anti-inflamatério
e cicatrizante na medicina popular. Essa planta pode ser indicada inclusive para gestantes
e considerando ndo haver estudos que descreva a seguranca do uso desta planta durante
o periodo gestacional; o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do extrato etandlico de
G. viburnoides (EEGv) no desempenho reprodutivo e desenvolvimento embriofetal de
camundongos. Camundongos Swiss fémeas foram distribuidas aleatoriamente em trés
grupos experimentais (n=10): Grupo controle - os animais receberam o veiculo (solucao
fisioldégica) na proporcdo de 0,1 mL/10 g de peso corporal (p.c.) por via oral (gavagem; v.0.),
do 1° ao 18° dia de gestacéo (d.g.); Grupos EEGv 300 e EEGV 1.000- os animais foram
tratados com EEGV nas doses de 300 e 1.000 mg/Kg (p.c., vo.0.) do 1° ao 18° dia de
gestacéo (d.g.), respectivamente. Os resultados demostraram que o EEGv n&o alterou o
desempenho reprodutivo e ndo alterou o desenvolvimento embriofetal. A frequéncia de
malformacdes externas nédo teve diferenca entre 0os grupos experimentais. No entanto, a
frequéncia de malformacdes viscerais e esqueléticas aumentaram para a maior e a menor
dose, respectivamente. Esses aumentos podem ser considerados variantes da
normalidade. Frente ao exposto considera-se que o EEGv nédo altera o desempenho
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reprodutivo, ndo altera o desenvolvimento embriofetal e possui baixo potencial
teratogénico. Assim, caso essa planta seja utilizada no periodo gestacional o seu uso
racional deve ser feito com cautela.

Palavras chaves: teratogénese, plantas medicinais, malformag&o, desenvolvimento
embriofetal.

1. Introducéo

Guettarda viburnoides € uma planta predominante em areas florestais. Na América
do Sul esta presente no Paraguai e no Brasil. Neste ultimo é frequentemente encontrada
no Cerrado, na Amazbnia, na Caatinga e na Mata Atlantica. Essa planta trata-se de
arbustos que podem medir de 6 a 8 metros de altura, produzem flores tubulares,
perfumadas, de cor amarelo-creme e seus frutos sao drupas subglobosas que amadurecem
do final de marco até o inicio de julho. Cada fruto contém um Unico endocarpo lenhoso que
contém entre 3 e 7 sementes e sdo conhecidas popularmente como “veludinho do campo”,

“angélica” ou “araga-branco” (Loayza et al.,2011; Silva, 2017).

Na medicina tradicional G. viburnoides ¢é utilizada como anti-inflamatoério (Naressi et
al., 2015). Essa € a indicacao etnofarmacoldgica, no entanto a literatura € escassa de
estudos que compreendam o potencial terapéutico desta planta. Os estudos disponiveis em
sua maioria versam sobre outras espécies do género Guettarda. O potencial anti-
inflamatorio esta comprovado, em estudos experimentais, para Guettarda pohliana (Testa
et al., 2012), Guettarda speciosa (Kim et al., 2020), Guettarda crispiflora, que também
auxilia na melhora de lesdo pulmonar aguda e gastrite (Lee et al., 2022) e Guettarda
uruguenses (Duarte et al., 2024).

Na literatura consultada somente um estudo foi encontrado com G. viburnoides
(Neressi, et al., 2015). Os autores identificaram em suas folhas acido ursolico, acido
uncarico, secoxiloganina e grandiflorosideo, juntamente com uma mistura de quercetina-
3- O -B-D-galactopiranosideo e quercetina-3- O -B-D -glucopirandsido, e de B-sitosterol e
estigmasterol do extrato bruto da planta, foi realizada a administragéo topica desse extrato

em camundongos Swiss macho, o IC50 encontrado variou de 18,92 a 26,47, e observou-



53

se que o extrato foi capaz de diminuir o edema causado por 6leo de créton 67,0 % -99,0%,

e inibir a enzima MPO, evidenciando o potencial anti-inflamatoério de G. viburnoides.

N&o ha registros na literatura consultada da toxicidade de G. viburnoides, os estudos
encontrados sdo com outras plantas do género. Pode-se citar Guettarda calipytrata, um
estudo com o extrato hidroalcéolico dessa planta administrada por via cutanea nas doses
de 2000 mg/kg e 100mg/Kg nao causou toxicidade e apresentou efeitos cicatrizantes em

testes com ratos albinos Wistar. (Gaitén et al., 2021).

Considerando a utilizacdo dessas espécies na medicina popular, e a escassez de
estudos com G. viburnoides e destacando que € comum o uso de plantas medicinais no
Brasil, (Rodrigues et al., 2011) inclusive por gestantes, considerando que estas sao
afetadas por processos inflamatdrios e dores durante o periodo da gestacdo (Bernstein et
al.,, 2021) e consequentemente recorrem a métodos da medicina popular,(Aradjo et al.,
2016) € necessario estabelecer a seguranca do uso do Extrato Etandlico de G. viburnoides
durante a gravidez. Diante do exposto esse trabalho tem como objetivo avaliar o efeito do
Extrato Etandlico de G. viburnoides no desenvolvimento reprodutivo e embriofetal de

camundongos Swiss fémeas.

2. Material e métodos

2.1 Material botanico e extracao

As folhas e caules de G. virbunoides foram coletadas em abril de 2019, no municipio
de Dourados-MS (22°48'53” S e 54°44'31” W), a espécie foi coletada e identificada pela
Dra. Zefa Valdevina Pereira e um exemplar voucher foi depositado sobre um cédigo de
identificagdo DDMS2311. A planta foi cadastrada no Sistema Nacional de Gerenciamento
de Recursos Genéticos e conhecimentos Tradicionais Associados (SisGen #A163977).
Para a preparacdo do extrato etanolico de G. Virbunoides, folhas e caules foram lavados,
secos e pulverizados (320 g). A extragdo por maceracédo foi realizada com etanol (4 L)
durante 30 dias. O extrato foi entdo filtrado, concentrado sob pressao e liofilizado para
obtencao do extrato etandlico (EEGV) (47 g), que foi armazenado sob refrigeracéo a 4 °C.
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2.2 Animais

Foram utilizados 45 camundongos (Mus musculus) da linhagem Swiss, sendo 30
fémeas e 15 machos, em idade reprodutiva (8-10 semanas). Os animais foram provenientes
do Biotério Central da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS). Os animais
foram ambientados para adaptacdo durante um periodo de 7 dias em mini-isoladores de
polisulfona, cobertas com maravalha de pinus, em rack ventilada Alesco® e mantidos em
temperatura controlada 22°C (£ 2 °C) com ciclo claro/escuro de 12 h, umidade de 55%
(x10%) e livre acesso a agua filtrada e racdo comercial (Nuvital®). A pesquisa foi realizada
de acordo com os protocolos da Declaracdo Universal dos Direitos Animais e aprovada pela
Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Mato Grosso
do Sul (UFMS) sob o parecer # 1.328/2024.

2.3 Delineamento Experimental

Os animais foram acasalados overnight na proporgéao de 2 fémeas para 1 macho. A
deteccdo da prenhez foi realizada por meio da observacdo do plug vaginal, sendo este
considerado o dia zero de gestacéo (Oliveira et al., 2009; Goncalves et al., 2013, 2014;
David et al., 2014; Oliveira et al., 2015a; Ishikawa et al., 2018; Vani et al., 2018a). As fémeas
prenhes foram distribuidas aleatoriamente entre os grupos experimentais (n=10): Grupo
Controle — os animais receberam o veiculo (solugéo fisioldgica) na proporgéo de 0,1 ml/10
g de peso corporal (p.c.) por via oral (gavagem; v.0.), do 1° ao 18° dia de gestacao (d.g.);
Grupo EEGVv300- os animais receberam 300mg/Kg de EEGv na propor¢ao de 0,1mL/10 g
(p.c.; v.0.); Grupo EEGv1000- os animais receberam 1000mg/Kg de EEGv na propor¢ao de
0,1M1/10g.

2.4 Ensaios biolbgicos

No 18° d.g. os animais foram submetidos a eutanasia, por deslocamento cervical,
seguida de laparotomia, histerectomia, onfalectomia e toracotomia para a coleta, pesagem

e devido armazenamento dos 6rgéos (pulméo, coracédo, baco, figado, rins, placenta) e fetos.
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Imediatamente apés a coleta fetal, os fetos foram eutanasiados com overdose de
isoflurano utilizando sistema automatico de anestesia inalatoria (Bonther®). A liberacéo do
Isoflurano foi realizada automaticamente pelo aparelho e a saturagcéo da anestesia utilizada
foi de 5%. A infus@o de Isoflurano foi continuada até um minuto apos o feto cessar os

movimentos respiratorios (AVMA, 2020; Neves et al., 2024).

Os fetos coletados foram pesados e passaram por analise sistematica de malformacgdes
externas e sexagem. Em seguida, foram distribuidos aleatoriamente em dois subgrupos,
cada um com aproximadamente 50% da ninhada. Os fetos do primeiro subgrupo foram
fixados em acetona absoluta, por pelo menos sete dias, e destinados a analise esquelética
pela técnica descrita por Staples e Schnell (1964) e modificada por Oliveira et al. (2009).
Apbs a fixacao os fetos foram eviscerados e mergulhados em solucédo de KOH (0,8%) para
o processo de diafanizacdo. Em seguida, foram adicionadas quatro gotas de Alizarina Red.
Esta solucédo foi trocada a cada 24 horas durante quatro dias consecutivos. Depois dos
fetos corados, a solucao de KOH foi substituida pela solugéo clareadora (1 litro de glicerina:
1 litro de &lcool etilico: 0,5 litros de alcool benzilico) e trocada a cada 24 horas, durante
cinco dias consecutivos. As malformacdes foram classificadas com base nos estudos de
Taylor (1986), Manson et al. (1994), Wise et al. (1997), Damasceno et al. (2008) e Oliveira
et al. (2009). Os fetos do segundo subgrupo foram fixados em uma solugéo de Bodian’s
(dgua destilada (142 mL), acido acético (50 mL), formaldeido (50 mL) e &lcool 95% (758
mL) por pelo menos sete dias e destinados a analise visceral ( Nunes et al., 2023; Ortiz et
al., 2023, Rezende et., 2023) por meio de microdisseccdo com cortes estratégicos, para o
estudo de térax e abdémen, propostos por Barrow e Taylor (1969), e para estudo da cabeca
segundo Wilson (1965), com alteracdes propostas por Oliveira et al. (2005), Damasceno et
al. (2008) e Oliveira et al. (2009). A classificagao das alteragdes viscerais foi baseada nos
trabalhos de Taylor (1986), Manson e Kang (1994), Wise et al. (1997), Damasceno et al.
(2008) e Oliveira et al. (2009).

As andlises de visceras e esqueletos fetais foram realizadas em lupa

estereomicroscopica (Nikon® — SMZ 745T) com aumento de 2 vezes.



56

2.5 Parametros biométricos

Os parametros biomeétricos foram calculados conforme os dados do peso inicial
(fémeas pesadas no dia zero), peso final (fémeas pesadas no 18° d.g.), ganho de peso
(peso final - peso inicial), peso do utero e ganho de peso liquido (ganho de peso - peso do
Utero), além dos dados de pesos absolutos e relativos (peso do 6rgéo /peso final do animal)
do coracao, pulméao, baco, rins e figado.

2.6 Desempenho reprodutivo e desenvolvimento embriofetal

Foram quantificados e/ou calculados os parametros reprodutivos relativos ao
namero de implantes (n° de fetos vivos + n° de fetos mortos + n° de reabsorcées); nimero
de fetos vivos; viabilidade fetal (n° de fetos vivos *100 / n® de implantes); taxa de perdas
pés implantacionais (n° de implantes - n° de fetos vivos) *100 / n® de implantes); nimero de
reabsorcdo; taxa de reabsorcdo (n° de reabsorcbes *100 / n° de implantes); peso
placentario; peso fetal, indice placentario (peso placentario / peso fetal); eficiéncia
placentéria (peso fetal / peso placentério); e razdo sexual (nUmero de fetos machos *100 /

namero de fetos fémeas).

A classificacdo do peso fetal segundo a idade gestacional (CPFIG) foi feita de duas
formas: (I) segundo Soulimane-Mokhtari et al. (2005) - os fetos foram considerados
adequados para a idade gestacional (AIG) quando n&o divergiram mais que + 1,7 x desvio
padrdao (DP) da média dos fetos do controle; considerados pequenos para a idade
gestacional (PIG) quando apresentaram peso corporal menor que - 1,7 x desvio padrdo em
relacdo a média dos fetos do grupo controle; e considerados grandes para a idade
gestacional (GIG) quando apresentaram peso corporal maior que + 1,7 x desvio padrao em
relacdo a média do grupo controle; e (Il) segundo Oliveira et al. (2009) - os fetos foram
classificados como fetos com peso adequado para a idade da prenhez (PAIP) quando o
peso do feto estava compreendido entre média de peso dos fetos do grupo controle mais
ou menos o desvio padréo; fetos com baixo peso para a idade de prenhez (BPIP) quando
o peso do feto é inferior a média de peso dos fetos do grupo controle menos o desvio padrao

deste mesmo grupo; e fetos com elevado peso para a idade de prenhez (EPIP) quando o
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peso do feto € superior a média do peso dos fetos do grupo controle mais o desvio padrao
deste mesmo grupo. Soulimane-Mokhtari et al. (2005) classifica o peso dos fetos

individualmente e Oliveira et al. (2009) classifica a ninhada de forma geral.
2.7 Andlise estatistica

Foi utilizado o teste ANOVA/Tukey para dados paramétricos, Kruskal-Wallis/Dunn
para dados ndo paramétricos e o teste do Qui-quadrado para comparacdes de frequéncias
entre 0s grupos. Os dados foram apresentados em média * erro padrdo da média ou média

+ desvio padrdo e o nivel de significancia estabelecido foi de p<0,05.

3. Resultados

Parametros Biométricos

A avaliacdo dos parametros biométricos demostrou que o peso final, ganho de peso,
peso do utero, ganho de peso liquido (Figura 1A) e peso absoluto do coracgdo, pulméo,
figado, rins e baco (Figura 1B) e peso relativo do coracdo, pulméo, rins e baco (Figura 1C)
nao apresentaram diferencas (p>0,05) entre os grupos experimentais. No entanto, 0s
animais do grupo EEGv1000 iniciaram o0 experimento com peso superior (p<0,05) aos
demais grupos experimentais (Figura 1A). Observou-se também aumento (p<0,05) do peso
relativo do figado no grupo EMFv300 (p<0,05) (Figura 1C).

Desempenho reprodutivo

A avaliacdo do desempenho reprodutivo demostrou que o niamero de implantes,
fetos vivos, fetos mortos, reabsorgcbes, taxa de perda pos-implantacional, taxa de
reabsorcéo, viabilidade fetal e a razdo sexual ndo apresentaram diferencas significativas

(p>0,05) entre os grupos experimentais (Tabela 1).
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Desenvolvimento embriofetal

A avaliacdo do peso fetal, do peso placentario e do indice placentario demonstram
gue nao ha diferencas significativas (p>0,05) entre o grupo controle e os grupos tratados
com EEGv. No entanto, ao comparar 0os grupos tratados com o extrato verificou-se que
ocorreu reducédo (p<0,05) do peso fetal, do placentario e do indice placentario do grupo
EEGVv1000 em relagdo ao grupo EEGv300. A eficiéncia placentaria ndo apresentou

diferencas significativas (p>0,05) entre os grupos experimentais (Tabela 2).

Em relacdo a adequacao do peso a idade gestacional, segundo Soulimane- Mokhtari
et al. (2005), a porcentagem de fetos PIG, AIG e GIG né&o variaram (p>0,05) entre 0s grupos
experimentais. De acordo com Oliveira et al. (2009) todas as ninhadas apresentaram fetos

com o peso adequado a idade gestacional (PAIG) (p>0,05) (Tabela 2).
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Figura 1- A - Média + desvio padrdo da média do peso inicial, peso final, ganho de peso, peso do Utero e
ganho de peso liquido. B - Média + desvio padrdo da média o peso absoluto dos 6rgaos. C - Média + desvio
padrdo da média do peso relativo dos érgaos. Controle — Solucéo fisiolégica NaCl (0,9%) na proporcao de
0,1mL/10g de peso corpéreo (p.c.) por via oral (gavage, v.0.); EEGv - Extrato etandlico de Guettarda
viburnoides nas doses de 300 mg/Kg (p.c.; v.0.) (EEGV300) e 1000mg/Kg (p.c.; v.0.) (EEGV1000). Letras
diferentes indicam diferengas estatisticamente significativas. Teste estatistico: ANOVA/Tukey (p<0,05).
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Tabela 1. Valores médios * erro padrdao da média dos parametros relativos ao desempenho

reprodutivo das fémeas tratadas com Extrato etandlico de Guettarda viburnoides (EEGv).

Grupos Experimentais

Parametros

Controle EEGv 300 mg/KG EEGv 1000mg/KG

Implantes 13,1+0,692 13,7+0,952 14,2+0,592
Fetos Vivos 12,240,572 11,6+0,952 13,110,872
Fetos Mortos 0,0+0,002 0,3+0,21a 0,1+0,102
Reabsorcéo 0,9+0,272 1,840,462 10,422

TPPI 6,411,932 15,713,632 8,513,382
TR 6,411,932 13,713,582 7,913,482
Viabilidade Fetal 100,040,002 95,543,052 98,8+1,172
Razéo Sexual 2,310,872 2,4+0,0802 1,410,252

Legenda: TPPI — Taxa de perdas pos-implantacionais, TR — Taxa de reabsorgdo. Controle — Solugdo
fisiologica NaCl (0,9%) na propor¢éo de 0,1mL/10g de peso corporeo (p.c.) por via oral (gavage, v.0.); EEGv
- Extrato etandlico de Guettarda viburnoides nas doses de 300 mg/Kg (p.c.; v.0.) (EEGV300) e 1000mg/Kg
(p.c.; v.0.) (EEGV1000). Letras iguais indicam auséncia de diferencas estatisticamente significativas Teste

Estatistico: Anova/Tukey (p>0,05).
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Tabela 2. Valores médios * erro padrdo da meédia dos parametros relativos ao
desenvolvimento embriofetal das fémeas tratadas com Extrato etandlico de Guettarda
viburnoides (EEGv) e frequéncia (porcentagem) dos fetos distribuidos de acordo com a

adequacao do peso gestacional.

Grupos Experimentais

Parametros
Controle EEGv 300 mg/KG EEGv 1000mg/KG

Peso Fetal? 1,27+0,112b 1,29+0,13b 1,24+0,122
Peso da Placentat! 0,075+0,014ab 0,080+0,019° 0,070+0,0162
indice Placentéario! 0,059+0,0012b 0,062+0,001° 0,057+0,0012
Eficiéncia Placentrial 17,430,342 17,01+0,40a 18,75+0,582
CFIG?2
P1G23 3,28 1,74 3,82
AlG23 91,8 91,3 94,66
GIG23 4,92 6,09 1,53
PAIG34 PAIG PAIG

Legenda: Controle — Solucao fisioldgica NaCl (0,9%) na proporgédo de 0,1mL/10g de peso corpdreo (p.c.) por
via oral (gavage, v.0.); EEGv - Extrato etandlico de Guettarda viburnoides nas doses de 300 mg/Kg (p.c.; v.0.)
(EEGV300) e 1000mg/Kg (p.c.; v.0.) (EEGV1000). Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente
significativas (Teste Estatistico: YAnova/ Tukey p<0,05). 2CFIG - Classificacédo do feto de acordo com a idade
gestacional segundo Soulimane-Mokhtari et al. (2005): PIG — pequeno para idade gestacional; AlG; adequado
para idade gestacional; GIG — grande para idade gestacional (°Teste Estatistico: Qui-quadrado; p>0,05).
4APIG - Adequacao do Peso a Idade Gestacional — Classificagdo da ninhada de acordo com Oliveira et al.
(2009): PAIP — Peso adequado para a idade gestacional (3Teste Estatistico: Qui-quadrado; p>0,05).

A avaliacdo das malformacdes externas demostrou a presenca de hiperextensédo e
retroversao de membros; pata espalmada e cauda dobrada. A avaliacdo da frequéncia de
malformacdes de forma individual ou global ndo demonstrou diferencas (p>0,05) entre os

grupos experimentais (Tabela 3).
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Tabela 3. Numero absolutos e porcentagem de malformagdes externas encontradas na

prole de fémeas tratadas com Extrato etandlico de Guettarda viburnoides (EEGv).

Parametros Grupos Experimentais
Controle EGV 300 mg/KG EGV 1000mg/KG
Andlise Externa
Fetos Analisados 122 116 131
Fetos Normais 101 92 111
% 82,79 79,31 84,73
Hiperextenséo de 14 19 14
membros
% 11,48 16,38 10,69
Retroversao de
membros 3 0 3
% 2,46 0,00 2,29
Pata espalmada 2 0 0
% 2,42 0,00 0,00
Cauda dobrada 1 3 0
% 1,21 3,78 0,00
Frequéncia de
malfomacéo externa 20 21 17
% malfomacéo
externa 16,39 18,97 12,98

Legenda: % - Porcentagem de fetos com malformagdes. Controle — Solucédo fisiolégica NaCl (0,9%) na

proporcédo de 0,1mL/10g de peso corpéreo (p.c.) por via oral (gavagem, v.0.); EEGv - Extrato etandlico de
Guettarda viburnoides nas doses de 300 mg/Kg (p.c.; v.0.) (EEGV300) e 1000mg/Kg (p.c.; v.0.) (EEGV1000).

(Teste Estatistico: Quiquadrado; p>0,05).

A avaliacdo das malformacgdes viscerais demostrou a presenca de hidrocefalia de

grau leve e fenda palatina. A maior dose do EEGv aumentou (p<0,05) a frequéncia de

hidrocefalia leve. Além disso, foi observado aumento (p<0,05) da frequéncia global de

malformacdes para esse mesmo grupo (EEGv1000) (Tabela 4).
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Tabela 4. Numero absolutos e porcentagem de malformacdes viscerais encontradas

na prole de fémeas tratadas com Extrato etandlico de Guettarda viburnoides (EEGvV).

Grupos Experimentais

Parametros
Controle EGV 300 mg/KG EGV 1000mg/KG
Analise Visceral
Fetos Analisados 54 48 57
Fetos Normais 52 42 45
% 96,30 87,50 78,95
Hidrocefalia leve 2 6 11*
% 3,70 12,50 19,30
Fenda palatina 0 0 1
% 0,00 0,00 1,27
Frequéncia de 2 6 12%

malfomacéao visceral

% malfomagéo
visceral 3,70 12,50 21,05
Legenda: % - Porcentagem de fetos com malformagdes. Controle — Solugéo fisiologica NaCl (0,9%) na

proporcédo de 0,1mL/10g de peso corpéreo (p.c.) por via oral (gavagem, v.0.); EEGv - Extrato etandlico de
Guettarda viburnoides nas doses de 300 mg/Kg (p.c.; v.0.) (EEGV300) e 1000mg/Kg (p.c.; v.0.) (EEGV1000).

* indica diferencas estatisticamente significativas (Teste Estatistico: Quiquadrado; p<0,05).

A avaliacdo de malformacdes esqueléticas demostrou a ocorréncia de esterno
anormal (todos os esternébrios estdo anormais), esternébrio com ossificacao incompleta,
agenesia de esternébrio, hipercifose, escoliose e ossificagdo reduzida do cranio. A analise
estatistica demostrou que nao houve diferenca significativa (p>0,5) na frequéncia de
malformacdes na andlise individual por alteracdo. No entanto, a avaliacdo de malformacdes
globais (total de malformac¢des ocorridas no grupo) demonstrou que a menor dose
aumentou significativamente (p<0,05) a frequéncia de malformacdes esqueléticas (Tabela
5).
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Tabela 5. NUmero absolutos e porcentagem de malformacdes esqueléticas encontradas na

prole de fémeas tratadas com Extrato etandlico de Guettarda viburnoides (EEGv).

Grupos Experimentais

Parémetros
Controle EGV 300 mg/KG EGV 1000mg/KG
Andlise Esquelética
Fetos Analisados 62 58 66
Fetos Normais 49 37 50
% 79,03 63,79 75,76
Cabeca
OR Cranio 2 2 0
% 3,85 4,76 0,00
Tronco
Esterno anormal 2 2 1
% 3,23 3,45 1,52
Eternébrio com
ossificacéo 7 14 11
incompleta
% 11,29 24,14 16,67
Agnesia Qe Estern 0 1 0
brio
% 0,00 1,57 0,00
Hipercifose 1 0 5
% 1,61 0,00 7,58
Escoliose 1 1 0
% 1,27 1,72 0,00
Membros
Agnesia de falange 0 3 0
% 0,00 5,17 0,00
Frequéncia de
malfomacéo 13 23* 17
esquelética
% malfomagao 20,97 39,66 25,76
esquelética

Legenda: % - Porcentagem de fetos com malformagdes. Controle — Solugéo fisiologica NaCl (0,9%) na

proporcao de 0,1mL/10g de peso corpéreo (p.c.) por via oral (gavagem, v.0.); EEGv - Extrato etandlico de
Guettarda viburnoides nas doses de 300 mg/Kg (p.c.; v.0.) (EEGV300) e 1000mg/Kg (p.c.; v.0.) (EEGV1000).

* indica diferencas estatisticamente significativas (Teste Estatistico: Quiquadrado; p<0,05)
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4. Discussao

A literatura consultada indica que ndo ha& dados disponiveis sobre o potencial
toxicoldgico de G. viburnoides incluindo testes em reproducéo e teratologia. Isso demostra
a necessidade e o pioneirismo deste estudo. Apesar da escassez de dados na literatura,
devido a indicacdo popular, essa planta € vastamente utilizada no territério brasileiro.
Assim, 0 nosso estudo demostrou auséncia de sinais de toxicidade nas fémeas tratadas
com o EEGv. No entanto, aumentou a frequéncia de malformacdes na prole. O que sugere

auséncia toxicidade materna, porém sugere toxicidade embriofetal.

De acordo com a literatura consultada, os sinais clinicos de toxicidade incluem
diarreia, tremores, salivacdo, diminuicdo do consumo de alimento e agua, hipoatividade,
convulsdes, pelos ericados, curvatura da cauda e perda de peso, principalmente (Christian,
2007; Corso et al., 2019; Salustriano et al., 2022; Ortiz et al., 2023). Esses sinais ndo foram
observados durante o periodo experimento. Além disso, o EEGv nao alterou os parametros
biométricos maternos e nem o peso absoluto e relativo dos 6rgaos, exceto o registro de um
discreto aumento no peso relativo do figado observado no grupo EEGv300. Destaca-se
ainda que o grupo EEGv1000 iniciou o experimento com peso maior. No entanto, ao longo
do desenvolvimento esse parametro foi normalizado visto que n&o houve diferenga nos

demais parametros biométricos medidos.

Em geral, a toxicidade est4 associada a perda de peso (Maimaiti, A; Jing-Jing, L; Shi,
L., et al 2021) e essa pode ocorrer com reducdo do peso dos 6rgdos também (Arts et
al.,2019). Porém, nesse caso ocorreu o aumento do peso relativo do figado. O figado € um
orgao metabolizador e, portanto, responsavel por metabolizar xenobidticos e facilitar o seu
processo de excregdo (Mega et al.,2021). Assim, xenobioticos podem causar aumento do
figado como uma tentativa de aumentar a metabolizacao e facilitar a excrecao de produtos
toxicos (Wang et al.,2014). Como o aumento do figado aconteceu no peso relativo &
possivel inferir que tenha sido em resposta ao EEGv que poderia sugerir toxicidade. No
entanto, esse dado tem pouca relevancia bioldgica se considerado isoladamente e também

porque nenhum sinal clinico de toxicidade foi observado.
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Os parametros relativos ao desempenho reprodutivo (implantes, fetos vivos e
mortos, reabsorcédo, taxas de perdas pos-implantacdes e reabsorcao, viabilidade fetal e
razdo sexual) ndo foram alterados pelo tratamento das fémeas com o EEGv. Esses
parametros sédo considerados pela literatura especializada como capazes de identificar
possiveis alteracdes no desempenho reprodutivo de fémeas (Goncalves et al.,, 2013;
Ishikawa et al., 2018; Vani et al., 2018; Salustriano et al., 2022; Nunes et al., 2023; Ortiz et
al., 2023; Rezende et al., 2023; Neves et al., 2024). Além disso, fatos como esse € comum
na literatura da area ja que fémeas tratadas com Gochnatia polymorpha ssp. Floccosa
(David et al.,2014) Gomphrena celosioides (Salustriano et al.,2022), Casearia sylvestris
(Nagakoa et al., 2023), Salvia lachnostachys Benth (Ortiz et al.,2023) Blutaparon
portulacoides (Neves et al.,2024) também ndo alteraram o desempenho reprodutivo. No
entanto, a literatura também registra plantas medicinais com a capacidade de alterar o
desempenho reprodutivo. Assim cita-se Peumus boldus que aumentou a taxa de
reabsorcéao fetal (Almeida et al.,2000), Gochnatia polymorpha ssp. Floccosa (Pessatto et
al., 2017) que aumentou o indice placentario e Luffa operculata (Alves et al., 2021) que

aumentou a razao sexual.

Em relacdo ao desenvolvimento embriofetal o tratamento com EEGv nao alterou o
desenvolvimento embriofetal visto que ndo foram observadas alteracdes no peso fetal, peso
placentario, indice placentério, eficiéncia placentaria e na adequacdo do peso a idade
gestacional nem quando foi avaliado o peso fetal, segundo Soulimane-Mokhtari et al.
(2005), e nem quando se avaliou a ninhada, segundo Oliveira et al. (2009), visto que a
frequéncia de fetos PIG, AIG e GIG nao alteraram entre 0s grupos e nem a classificacao da
ninhada, respectivamente. Nesse caso ha uma concordancia entre a avaliacdo pelo método
de Soulimane-Mokhtari et al. (2005) e Oliveira et al. (2009). Essa mesma concordancia foi
observada nos estudos de Salustriano et al. (2022) Piper glabratum Kunth (Nunes et al.,
2023) e Blutaparon portulacoides (Neves et al.,2024). No entanto, a literatura especializada
também registrou discordancia entre essas duas metodologias (David et al.,2014; Pessatto
et al., 2017; Vani et al., 2018).
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Apesar da auséncia de diferencas dos grupos tratados com EEGv e o controle, os
dois grupos tratados com EEGV, nas doses de 300 e 1.000mg/Kg apresentaram diferencas
entre si. Assim observou-se aumento do peso fetal, do peso placentario e do indice
placentario do grupo tratado com a dose de 300mg/Kg em relagéo ao grupo tratado com a
dose de 1.000mg/Kg. Apesar dessas variacdes a adequacao do peso fetal entre essas duas
doses ndo apresentaram diferencas. Assim, pode-se sugerir que a dose de 300mg/Kg
causou adaptagbes maternas na tentativa de enviar mais nutrientes e oxigénio para feto.
Pode ser sugerido pelo aumento do peso placentario e, por consequéncia, aumento do
indice placentario. No entanto, essas adaptacdes ndo alteraram a eficiéncia placentaria
apesar do discreto aumento do peso fetal ocorrido nesse grupo. Apesar do registro desses
dados, eles apresentam baixa relevancia biolégica nesse contexto visto que nao se

registrou alteracdes em relagéo ao grupo controle.

Em geral, quando fémeas prenhes sdo expostas a xenobidticos esse podem alterar
o desenvolvimento embriofetal porque alteram a morfologia placentaria ou o fluxo
sanguineo placentario que sdo responsaveis por garantir a nutricdo e a oxigenacao
adequada do feto ( Morel et al.,2016) Assim, na eminéncia de faltar nutrientes e/ou oxigénio
para uma adequada formacéo e crescimento embriofetal seria esperado que a placenta
aumentasse de tamanho aumentando assim o aporte de sangue, contendo nutrientes e
oxigénio, para o feto (Kosinska-Kaczynska K.,2022). Esse fato poderia representar uma
adaptacdo materna na tentativa de suprir as necessidades da prole em desenvolvimento
(Kosinska-Kaczynska K.,2022) Essa alteracdo se bem-sucedida por determinar o
crescimento adequado da prole (Pessatto et al.,2017) e/ou o nascimento de fetos
macrossomicos (Paula et al.,2020). Por outro lado, se apesar da adaptacdo materna o
suprimento de nutrientes e/ou oxigénio ndo for o suficiente podem nascer fetos pequenos
para a idades gestacional (Wilson; Ford.,1999) o que seria um importante indicativo de
toxicidade embriofetal (Salustriano et al.,2022) para o composto em estudo. Exemplo de
estudo com plantas medicinais com fetos macrossdomicos ou com baixo peso ao nascimento
pode ser encontrados na literatura.  Assim, as plantas  Gochnatia
polymorpha subsp. Floccosa (Pessatto et al., 2017), Doliocarpus dentatus (Ishikawa et

al.,2018) e Phyllanthus niruri (Paula et al., 2020) estéo relatadas como capazes de induzir
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0 nascimento de fetos macrossdmicos e as plantas Curratella americana L. (Cruz et
al.,2022), Salvia lachnostachys (Ortiz et al.,2023) e Piper glabratum Kunth (Nunes et
al.,2023) estéo relatadas como capazes de induzir o nascimento de fetos com baixo peso
para a idade gestacional.

Em relacdo ao desenvolvimento embriofetal ndo houve diferenca significativa entre
0S grupos experimentais na presenca das malformacdes externas. Na avaliagdo das
malformacdes viscerais observou-se que a maior dose aumentou a frequéncia das
malformacdes viscerais, principalmente por aumentar a frequéncia de hidrocefalia leve. No
entanto, sabe-se que as hidrocefalias leves podem regredir ao nascimento (Ortiz et al.,
2023). Assim, esse parametro pode ser considerado uma variante da normalidade (Taylor,
1986; Gongalves et al., 2013; De-David et al., 2014; Vani et al., 2018; Ishikawa et al., 2018;
Salustriano et al., 2022; Nunes et al., 2023; Ortiz et al., 2023; Neves et al., 2024) e,

isoladamente, pode ter baixa relevancia biolégica.

Nas malformacdes esqueléticas a analise individual ndo demonstrou variacédo entre
0s grupos. No entanto, numa avaliacdo global observou-se que na dose intermediaria
(EEGV300) aumento da frequéncia observada de malformacdes em 1,77x. Apesar desse
aumento, as alteracdes esqueléticas observadas sao compativeis com a vida e/ou podem
regredir no final da gestacdo ou apdés o nascimento (quando se trata de ossificacao
incompleta — a alteracdo mais verificada) ja que os fetos foram retirados no 18°dg e o
nascimento aconteceria no 21°dg. No entanto, também foram registradas outras alteracdes
como hipercifose e escoliose, que apesar de ndo desejadas, sdo compativeis com a vida
e, portanto, sdo consideradas malformacdes menores. Fato interessante a ser relatado é
gue nao foi observado um padrdo dose-resposta ja que a frequéncia e malformacdes
esqueléticas foi maior na dose de 300mg/Kg, que apresentou diferenca em relacdo ao
grupo controle, enquanto a maior dose (1000mg/Kg) néo diferiu do controle. Esse fato,
guando a menor dose tem efeitos adversos maiores ndo é incomum na literatura e ja foi
relatada por Ortiz et al. (2022) e Nunes et al. (2023). No entanto, a relagdo dose-resposta,
ou seja, quando com o aumento da dose também ocorre aumento da frequéncia de

malformacdes, foi relatado nos estudos de Salustriano et al. (2023) e Rezende et al. (2023).
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Destaca-se ainda que apesar da menor dose ter aumentado a frequéncia de malformacdes
esqueléticas nos grupos tradados com o EEGv, essa frequéncia € baixa em relacdo ao
grupo controle, e em relagéo a outros estudos da area, ou seja, ha estudos onde o controle
negativo apresentada maior frequéncia de malformacdes esqueléticas (David et al., 2014;
Nunes et al., 2023; Rezende et al., 2023; Neves et al., 2024) do que as observadas nesse
estudo. Assim, mesmo diante dessa diferenca estatisticamente significativa esse fato pode
ter baixa relevancia bioldgica. Outro fato a ser relatado é que os trabalhos usados nessa
comparacao sdo do mesmo grupo de estudo e, portanto, as colénias de animais sao as

mesmas o que torna essa inferéncia mais robusta.

Diante do exposto considera-se que o EEGv tem baixo potencial teratogénico, nédo
altera o desenvolvimento embriofetal e ndo causa maternotoxicidade. Assim, o0 seu uso na

gestacdo ndo seria contraindicado. No entanto, deve ser feito com cautela.
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