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RESUMO

Piper glabratum é uma planta usada tradicionalmente para o tratamento da dor e da
inflamacéo. Essa planta é consumida inclusive por gestantes. Assim, avaliou-se 0s
efeitos do extrato etanodlico das folhas de P. glabratum (EEPg) no desempenho
reprodutivo e desenvolvimento embriofetal de camundongos Swiss. Fémeas prenhes
foram tratadas com 100, 1.000 e 2.000mg/Kg durante todo o periodo gestacional por
gavagem (v.0). O grupo controle recebeu dgua destilada na proporcao de 0,1mL/10g
(v.0.). Os resultados demonstraram que o EEPg tem baixo potencial maternotoxico e
nado altera o desempenho reprodutivo de fémeas. No entanto, alterou o
desenvolvimento embriofetal e causou reducdo do peso fetal (aumentando a
frequéncia de fetos pequenos para a idade gestacional) nas duas maiores doses.
Além disso, interferiu no peso plancentario, no indice placentario e na eficiéncia
placentaria. A frequéncia de malformacgdes viscerais aumentou em 2,8x para a menor
dose de EEPg e as malformacgdes viscerais aumentaram em 2,48x, 1,89x e 2,11x para
as doses de 100, 1.000 e 2.000 mg/Kg de EEPg, respectivamente. Destaca-se que
100% das proles tratadas com EEPg apresentaram alteracdo no processo de
ossificacdo. Assim, considera-se que o EEPg tem baixo potencial materno téxico e
nao altera o desempenho reprodutivo das fémeas; porém, é teratogénico e interefere,
principalmente, no processo de ossificacdo, razdo pela qual o seu uso é

contraindicado no periodo gestacional.

Descritores: piperaceae; planta medicinal; malformacdo; o0sso; desenvolvimento
embriofetal.



ABSTRACT

Piper glabratum is a plant traditionally used for the treatment of pain and
inflammation.This plant is ever consumed by pregnant women.The effects of the etanol
extract of Piper glabratum (EEPg) leaves on the reproductive performance and
embryofetal development of Swiss mice were evaluated.Pregnant females were
treated with 100,1.000 and 2.000 mg/kg throughout the gestational period per
gavage.The control group received distilled water in the proportion of 0,1ml/10g.The
results showed that EEPg has a low maternal-toxic potential and does not alter the
reproductive performance off emales.However,it altered embryofetal development and
caused fetal weight reduction in the two highest doses.In addition,it interfered with
placental weight,placental index and placental efficiency.The frequency of visceral
malformations increased by 2,48, 1,89 e 2,11 with the dosages of 100,1.000 and 2.000
mg/kg of EEPg respectively.Ilt was observed that 100% of the offspring treated with
EEPg showed changes in the ossification process.Therefore,it is considered that EEPg
has a low maternal-toxic potential and does not alter the reproductive performance of
females.However, it is teratogenic and interferes mainly in the ossification process and

therefore its use is contraindicated during pregnancy.

Descriptors: piperaceae; medicinal plant; malformation; bone; embryofetal
development.
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1 INTRODUCAO

A falta de atendimento médico de qualidade e eficiente € um problema no Brasil,
em especial, para aquelas pessoas que vivem em area distantes dos grandes centros.
Assim, o0 uso de plantas medicinais é uma alternativa para o atendimento da Atencéo
Primaria em Saude. Esse fato tem estimulado cada vez mais o uso da medicina
tradicional que é coincidente com politicas publicas fomentadas pelo Ministério da
Saude do Brasil, pela Organizacdo Mundial da Saude e pelo Fundo das Nacbes
Unidas para a Infancia.

No Brasil h4 a Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse para o SUS
(Renisus). Nesta relacdo ha 70 plantas que estdo em estudo, mas que ja sao utilizadas
pela populacéo e, inclusive, prescritas para alguns tipos de sintomas/doencas; porém,
a medicina tradicional brasileira tem muitas outras plantas que sao usadas. Isso
acontece devido a grande biodiversidade brasileira e também devido aos
regionalismos que interferem na indicacdo das plantas, ou seja, cada comunidade
tradicional possui um tipo de conhecimento que é e foi acumulado ao longo das
geracoes.

Piper glabratum, apesar de ndo fazer parte do Renisus, € uma planta utilizada
no Mato Grosso do Sul com indicagdo etnofarmacoldgica para o tratamento de dor,
inflamacéo e também como diurético. Produtos preparados a partir dessa planta séo
utilizados pela populacdo em geral e, inclusive, por gestantes. No entanto, apesar da
literatura ter confirmado as suas indicacdes etnofarmacoldgicas ndo ha nenhum
registro sobre o consumo dessa planta no periodo gestacional. Esse fato demonstra
o ineditismo, o pioneirismo e a necessidade desse estudo, uma vez que 0 senso
comum refere que os produtos naturais ndo fazem mal.

Diante do exposto, a presente pesquisa teve por objetivo a avaliagdo dos
efeitos do extrato etandlico da Piper glabratum no desempenho reprodutivo e

desenvolvimento embriofetal de camundongos Swiss.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Plantas medicinais

Qualquer planta utilizada para prevenir ou tratar doencas e/ou aliviar sintomas
de uma doenca é considerada uma planta medicinal. No entanto, apesar das espécies
vegetais possuirem muitos compostos quimicos, os quais podem ser principios ativos
de medicamentos, a planta s6 é considerada medicinal quando ela for utilizada pela
populacdo ou por uma comunidade para o tratamento de alguma doenca (BASSO,;
LOCATELLI, 2020; DI STASI, 2007). A partir desse momento ela passa a ter uma
indicagdo popular. Algumas delas sdo usadas ha muitos anos e podem remontar
séculos, décadas ou anos. Foi a partir desse interesse pelo uso e o conhecimento das
plantas medicinais, usada por diferentes culturas, que se originou a Etnobotanica.
Logo, a Etnobotéanica é a ciéncia que investiga as relacdes entre 0s povos e as plantas
e 0 consumo dessas para a prevencao e o tratamento de doencas (BASSO,;
LOCATELLI, 2020; COUTINHO; TRAVASSOS; AMARAL, 2002). Nesse interim
nasceu a medicina popular.

A medicina popular, por sua vez, € uma ciéncia informal que é praticada por
agentes da comunidade que garantem a sobrevivéncia dos conhecimentos
tradicionais acumulados ao longo de geragbes por meio da repeticdo de gestos
milenares de cura. Um exemplo desses agentes da comunidade s&do os(as)
raizeiros(as) que mantem vivo o segredo do valor tradicional da flora, visto que
conhecem as plantas e as suas indicacdes, inclusive particionadas, ja que folhas,
casca, resina, caule, frutos e sementes, por exemplo, possuem indicagdes distintas
(ARAUJO, 1981).

Os raizeiros conhecem a botica sertaneja e em suas bancas, em feiras e/ou
mercados municipais, ensinam o valor e a forma de uso de plantas medicinais. Esse
conhecimento, geralmente, é herdado dos pais bem como a préatica de coletar as
plantas no campo, armazené-las e prepara-las (ARAUJO, 1981).

Coutinho, Travassos e Amaral (2002), relatam que ha registros primitivos que
indicam que os povos antigos tinham interesse pelo meio ambiente e, em especial,
pelas plantas medicinais. Logo, a medicina tradicional remonta dessa época. Desde
entdo, as propriedades terapéuticas de espécies vegetais veem sendo compiladas e

transmitidas de geragdo para geracdo e constituem juntamente com outras praticas
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terapéuticas, um sistema médico, conhecido como medicina tradicional (ABILIO,
2011).

Inicialmente, a medicina tradicional n&o era considerada um sistema médico. O
uso de remédios a base de ervas, iniciado nas tribos primitivas, era baseado no
extrativismo vegetal realizado pelas mulheres que eram responsaveis pelas coletas e
preparacdes. Elas extraiam os principios ativos que promoviam as curas. Com o
passar dos tempos essas comunidades primitivas se organizaram e um dos principais
personagens era o do curandeiro que detinha um repertorio secreto de substancias
gue poderiam garantir a sobrevivéncia por mais tempo, bem como eram capazes de
promover encontros com as divindades por meio de plantas alucindégenas. O
curandeiro, em geral, passava o0 seu conhecimento para poucos aprendizes que eram
escolhidos e preparados para dar continuidade ao seu trabalho (FRANCA et al., 2008;
SIMON, 2001).

O registro do primeiro fitoterapico data de 2838-2698 A.C. quando foram
catalogadas 365 ervas medicinais e venenos na China. Esse registro também se
refere ao primeiro herbéario de que se tem conhecimento. Desde entdo, essas préticas
se desenvolveram e ja no século XIX o empirismo da alquimia foi superado pela
quimica experimental. A partir dai foi possivel iniciar a producdo de substancias
organicas por meio de sintese e isso foi determinante para a revolucdo industrial e
tecnologica que desencadeou a producdo acelerada e em escala de medicamentos.
Assim, reduziu-se a utilizacdo de plantas e de seus principios ativos e em seu lugar
vislumbrou-se a utilizacdo cada vez maior de drogas sintéticas. No entanto, derivados
puros e concentrados de plantas nunca tiveram seus usos totalmente descontinuados
(BRATMAN, 1998; FRANCA et al., 2008; SIMON, 2001; VALE, 2002). Além disso,
eles sdo ainda hoje importantes para o desenvolvimento de novos medicamentos
(GALUCIO et al., 2021). Nesse contexto surgiu o advento da medicina cientifica.

A medicina cientifica garantiu & humanidade o aumento da expectativa de vida
ja que no cotidiano das praticas de saude fez-se a aplicacdo de principios cientificos
gue desencadearam a descoberta de terapéuticas que melhoraram a qualidade de
vida das pessoas (FRANCA et al., 2008). Dessa forma, vivenciou-se quase que uma
substituicdo completa do uso de plantas medicinais pelo uso dos medicamentos
sintéticos; porém, isso tem sofrido mudancas nos ultimos tempos. (BRATMAN, 1998;
FRANCA et al., 2008; SIMON, 2001).
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O uso de plantas medicinais, como meétodo alternativo para o tratamento de
doencas tem ganhado espaco, nhovamente, no cotidiano do brasileiro. A confirmacao
desse fato deve-se ao Programa Nacional de Plantas Medicinais (PNPM) do Ministério
da Saude. O objetivo desse programa é garantir & populacdo brasileira o acesso
seguro e o0 uso racional de plantas medicinais e fitoterapicos, promovendo 0 uso
sustentavel da biodiversidade, o desenvolvimento da cadeia produtiva e da industria
nacional (BRASIL, 2009a). Além disso, destaca-se que na Relacdo Nacional de
Medicamentos Essenciais (RENAME) h& a indicacdo de 12 fitoterapicos que séo
ofertados pelo Sistema Unico de Satde (SUS) a populacgéo brasileira e, portanto, s&o
prescritos por médicos (BRASIL, 2020). Soma-se a isso que o Mistério da Saude
possui a Relagdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse para o SUS (Renisus).
Essa Relacao conta com cerca de 70 espécies que estdo em andlise (BRASIL, 2009b).
Logo, o SUS tem desenvolvido politicas publicas e regulamentacfes nacionais
referente a utilizacdo de remédios tradicionais de eficacia comprovada e a possivel
incorporacdo desses conhecimentos as atividades de atengcdo primaria a saude.
Destaca-se ainda que o uso das plantas medicinais é vislumbrado como uma
importante estratégia para o atendimento da Atencdo Primaria em Saude pela
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) e pelo Fundo das Nacdes Unidas para a
Infancia (Unicef) (OMS, 1979; BRASIL, 2016). Assim, percebe-se 0 interesse
governamental e profissional em associar o avango tecnolégico ao conhecimento
popular e ao desenvolvimento sustentavel visando uma politica de assisténcia em
saude eficaz, abrangente, humanizada e independente da tecnologia farmacéutica
naquilo que for possivel. (FRANCA et al., 2008). Os esforcos ainda sdo percebidos
pela instituicdo da Portaria n°22/1967 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria
(ANVISA) e a Resolucdo-RDC n°17/2000 que classifica os fitoterapicos como
medicamentos (BRASIL, 2000).

Destaca-se ainda que, além do interesse governamental, a populacdo tem
grande adesao a esses produtos o que incrementou a sua comercializacédo, de modo
que o Estado precisou regulamentar esse mercado ainda mais rapido quanto ao
processo de registro e venda (FRANCA et al., 2008).

A adesdo da populacdo se deve a dois fatos importantes: () grande
disponibilidade de espécies vegetais com efeitos medicinais e (Il) costumes
enraizados na cultura (ARAUJO, 1981).
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O uso das plantas medicinais no Brasil € facilitado devido a sua grande
biodiversidade. Assim, as comunidades tradicionais do Brasil tém facilidade de acesso
e ainda uma grande diversidade de opcdes a disposicdo. Assim, ao aliar a grande
diversidade e conhecimento tradicional € possivel desenvolver recursos terapéuticos
faceis e de baixo custo. Geralmente essa pratica facilita a automedicacdo entre os
moradores e reduzindo a procura por atendimento meédico nos postos de saude
(ABILIO, 2011; BASSO; LOCATELLI, 2020). No entanto, a pratica da automedicacao
gera preocupacéo (MELO et al., 2021; XAVIER et al., 2021) e precisa ser melhor
debatida, inclusive no uso das plantas medicinais (BRITO et al., 2020; DE CARLI et
al., 2019).

Habitualmente as pessoas acreditam que produtos naturais ndo sao toxicos e
ndo fazem mal para a saude. No entanto, esse € um erro que precisa ser
esclarecido,visto que ha muitas espécies que podem causar toxicidade ao organismo
humano (CUNHA; SILVA; ROQUE, 2003; MORGAN, 1982) e outras que podem,
inclusive, interferir no efeito de medicamentos alopaticos (EISENBERG; DAVIS;
ETTNER, 1998; SKENKEL, 1996).

2.2 Piper glabratum

A familia Piperaceae distribui-se em cinco géneros: Piper, Peperomia,
Potomorphe, Ottonia e Sarcorhachis (PARMAR et al., 1997). O género Piper possui
mais de 2.000 espécies (KATO E FURLAN, 2007). As espécies brasileiras de Piper
sdo de héabito arbustivo e possuem folhas simples alternas e ramos segmentados
unidos por nos grossos (DYER; PALMER, 2004). Elas também possuem aroma
caracteristico que € exalado quando partes da planta sdo extirpados e/ou macerados
(JARAMILLO; MANOS, 2001).

As espécies de Piper sdo popularmente conhecidas como pimenta,
pariparobacaapeba, falso jaborandi, dentre outros (KATO E FURLAN, 2007). Elas sao
comercializadas como pimentas que € um importante condimento utilizado para
temperar alimentos e, em especial, carnes,sendo que a presenca do seu conteudo
oleifero tem aplicabilidade descrita na medicina, na industria de alimentos, na
producéo de inseticidas, dentre outras (GUIMARAES et al., 2001; JUNQUEIRA et al.,
2007).
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Piper nigrum (pimenta do reino) é a espécie mais conhecida, utilizada e
estudada. Seus frutos sdo picantes e por isso um condimento muito apreciado na
culinaria. Quando os frutos séo coletados maduros eles originam a pimenta branca e
guando estdo secos originam a pimenta preta mais comumente utilizada (BEZERRA
et al., 2007). P. nigrum esta descrita como analgésica e antiinflamatoria (TASLEEM et
al., 2014).

Em Mato Grosso do Sul, em especial na regido de Dourados — MS, as espécies
de Piper relatadas com uso popular sédo: Piper aduncum L., Piper amalago L. e Piper
umbellata (L.) Mig. As folhas dessas plantas sdo utilizadas como analgésicas,
anestésicas, para o tratamento de disturbios gastricos e de queimaduras (ALVES et
al., 2008). Além dessas, a Piper glabratum também é uma espécie citada devido a
sua atividade diurética (PRANDO et al., 2014).

A literatura sobre a P. glabratum é muito escassa e apenas quatro artigos estéao
disponiveis (BRANQUINHO et al., 2017; FLORES et al., 2008; LEITAO et al., 2020;
PRANTO et al., 2014).

O primeiro artigo publicado de P. glabratum indicou que dentre os seus
constituintes secundarios havia nove derivados do acido benzéico. Também foram
identificados outros quatro compostos ja descritos. Os produtos isolados foram
testados in vitro quanto contra as formas promastigotas de Leishmania spp.,
Trypanosoma cruzi e Plasmodium falciparum. Entre os compostos avaliados, o metil
3,4-dihidroxi-5-(3'-metil-2'-butenil)benzoato apresentou efeito leishmanicida (IC50
13,8-18,5 ug/mL) contra as trés cepas de Leishmania utilizadas, e o metil 3,4-dihidroxi-
5-(2-hidroxi-3-metilbutenil)benzoato (1), metil  4-hidroxi-3-(2-hidroxi-3-metil-3-
butenil)benzoato (3) e metil 3 O benzoato de ,4-dihidroxi-5-(3-metil-2-butenil) (7)
apresentaram atividade tripanocida com valores de IC50 de 16,4, 15,6 e 18,5 pg/mL,
respectivamente (FLORA et al., 2008).

O segundo artigo publicado sobre P. glabratum confirmou a sua indicacdo
etnofarmacologica, visto que foi comprovado o seu efeito diurético. O extrato bruto e
0 composto isolado 2-metoxi-4,5-metilenodioxi-trans-cinamoil-pirrolidina  foram
administrados por via oral em ratos Wistar e avaliou-se a excrecdo urinaria, pH,
densidade, condutividade e conteddo de Na(+), K(+), CI(-) e HCO3(-). Além disso,
avaliou-se a toxicidade aguda do extrato bruto. Observou-se que o extrato bruto, se
administrado intraperitonealmente, tem toxicidade hepatica e induz mortalidade

elevada. Por via oral, o extrato bruto pode induzir toxicidade aguda.
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O composto isolado (30 mg/kg), por sua vez, aumentou o volume urinario, o pH
e a excrecao de HCO3(-). Esses resultados comprovam o efeito diurético do composto
isolado de P. glabratum (PRANDO et al., 2014).

O terceiro artigo comprovou que o Oleo essencial das folhas de P. glabratum
tem potencial anti-inflamatdério e ndo induz danos no DNA. Nesse estudo avaliou-se a
toxicidade aguda do 6leo essencial em camundongos fémeas nas doses Unicas de
500, 1000, 2000 ou 5000mg/kg/peso corporal (via oral). No teste de toxicidade
subaguda, as fémeas receberam 500 ou 1000mg/kg/peso corporal do 6leo essencial
por 28 dias. Ja o potencial anti-inflamatorio foi avaliado pelos modelos de pleurisia,
edema, hiperalgesia mecanica e alodinia fria em patas de camundongos. Os
resultados demonstraram que ndo foram observados sinais clinicos de toxicidade nos
animais apos o tratamento agudo, o que sugere que a DL50 é superior a 5000mg/kg.
A exposicdo subaguda ao 6leo essencial ndo produziu alteracdes significativas nos
parametros hematolégicos ou bioquimicos. Da mesma forma, a histologia dos érgéos
e o ciclo estral ndo apresentaram alteracdes marcantes. O 6leo essencial exibiu
atividade anti-inflamatoria indicada pela inibicdo da migracdo leucocitaria (100, 300,
700mg/kg) e do extravasamento de proteinas para o exsudato pleural (700mg/kg).
Apos injecao intraplantar de carragenina, observou-se que a dose de 700mg/kg de
Oleo essencial reduziu a formacédo de edema e diminuiu a sensibilidade a estimulacéo
mecanica e ao frio. Estes resultados demonstraram o potencial anti-inflamatério do
Oleo essencial de folhas de P. glabratum (BRANQUINHO et al., 2017).

Ja& o quarto e ultimo trabalho encontrado na literatura pesquisada versa sobre
o efeito analgésico e anti-imflamatério do extrato etandlico e fragdes de folhas de P.
glabratum (EEPQ). Para tanto, camundongos Swiss foram tratados com EEPG (30-
300 mg/kg de peso corporal (p.c.)), com a fracdo hexanida (HXPG) (19,5 mg/kg de
peso corporal) ou com a fracdo hidroetandlica (HAPG) (83,37 mg/kg de peso corporal)
e, em seguida, submetidos a testes de pleurisia induzida por carragenina e edema de
pata, dor espontanea e a inflamacé&o intra-articular induzida por zymosan. Ratos
Wistar foram tratados com EEPg para avaliar a toxicidade aguda. A analise fitoquimica
das fragcbes demonstrou a presenca de fitol e mistura de estigmasterol e B-sitosterol
nas fracoes. No teste de toxicidade aguda, LD50 acima de 2000 mg/kg b.w. foi
observado. Os tratamentos reduziram o edema, a hiperalgesia ao frio e mecanica, a

migracao de leucacitos e a exsudacao de proteinas.
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Logo, demonstraram-se as propriedades anti-hiperalgésicas e anti-
inflamatorias do EEPg e fracfes. Assim, sugere-se que os resultados de EEPg e
HXPG possam estar relacionados, pelo menos em parte, a modulacdo dos
mediadores inflamatérios por fitol, estigmasterol e B-sitosterol (LEITAO et al., 2020).

2.3 Teratogenecidade

A Teratologia contribuiu significativamente para a compreensdo de como
ocorrem as anormalidades congénitas em recém-nascidos. A partir desses estudos
alguns termos foram cunhados e o principal deles é conceito de agente teratogénico
ou teratégeno. Esses sdo  definidkos como toda e  qualquer
composto/substancia/agente quimico, agente fisico ou biolégico ou estado de
deficiéncia que ocorrendo durante o desenvolvimento embrionario ou fetal que seja
capaz de produzir alteracdo na estrutura ou funcdo da progénie. Além disso, 0s
agentes teratogénicos podem ainda induzir déficits neurocomportamentais, retardo do
crescimento e morte intra-uterina (embrio ou fetoletalidade) (ADAMNS, 1989; BRIGGS
et al., 2012; CAMPESATO, 2005; DICKE, 1989; JUCHAU, 1989).

Segundo Campesato (2005), a teratogénese depende de quatro eventos
principais que sao o gendtipo materno-fetal, 0 mecanismo especifico de cada agente
teratogénico, o estagio de desenvolvimento do concepto no momento da exposicao e
a relacéo dose-efeito.

Os agentes teratogénicos podem apresentar acdes diretas ou indiretas que
promovem uma cascata de alteracdes prejudicando a expressao génica, a mitose, as
interacOes extracelulares, a matriz extracelular, a sintese de macromoléculas como
as enzimas, o pH, a osmolaridade, o crescimento e 0 amadurecimento tecidual, o
aumento de morte celular e os processos epigenéticos incluindo as metilagdes, por
exemplo. Assim, o organismo materno e/ou fetal pode responder por meio de erros de
ndo-disjungdo cromossdmica ou clastogénese que resultam em anormalidades
cromossbmicas (numéricas ou estruturais, respectivamente), malformacgdes
estruturais, interrupcdo da nidacao, reabsorgdes, perdas pré e pos-implantacionais,

aborto, embrio e fetoletalidade, retardo de crescimento intrauterino,
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deteriorizacdo funcional do neo-nato, alteracbes comportamentais e retardo mental
(CAMPESATO, 2005; HOLLIDAY, 1998; LEWIN, 2001; MCELHATTON, 1999;
ROGERS et al., 2000; RUTLEDGE et al., 1997; OLIVEIRA et al., 2009; WELSH, 1992).

As alteracdes genéticas sao a causa mais comum de malformacdes congénitas.
Em seres humanos representam cerca de um ter¢o dos casos (MOORE; PERSUAD,
2004). A literatura cita ainda que aberracbes cromossdmicas correlacionam-se a 6-
7% dos casos, genes mutantes de 7-8%, fatores ambientais de 7-10%,
hereditariedade multifatorial de 20-25% e etiologia desconhecida somam de 50-60%
(CONNOR; FERGUSON-SMITH, 1987; PERSAUD, 1990; THOMPSON et al., 1991).
No entanto, € possivel que a maioria das criancas com etiologia desconhecida de
malformacéo congénita tenha algum distarbio genético (MOORE; PERSUAD, 2004).

Para que ocorram essas porcentagens um evento caracteristico e importante €
a disrupcéo. Disrupcéo séo todos os eventos que causam interrupcao do curso normal
de um processo. Nesse contexto, diz-se que todos os agentes teratdgenos, em
especial, os quimicos podem funcionar como agentes disruptores. Assim, acredita-se
gue haja mais de 5 milhdes de substancias que entrardo em contato com 0 NosSso
organismo ao longo da nova vida. Estima-se que apenas 1.500 foram testadas quanto
aos seus efeitos teratogénicos em modelos pré-clinicos e apenas 40 séo
comprovadamente teratogénicas para o homem (CAMPESATO, 2005; SHARDEIN,
2000).

Os estudos de teratogénese em humanos sdo muito dificeis porque existem
muitos vieses que precisam ser controlados. Em geral, estudos com humanos séo
restrospectivos e se observa o que acontece com os filhos de mée expostas
acidentalmente a um agente. Além disso, esses estudos precisam contar com a
idoneidade e boa memoéria da gestante/mae. Destaca-se ainda que 0 organismo
materno e fetal esta exposto a um tdo grande numero de xenobibticos que é dificil
determinar a causa da alteracdo/malformacédo (CAMPESATO, 2005; FERGUSON et
al., 1997; WELLS et al., 1997).

Diante do exposto, € necessario lancar mao de modelos experimentais para a
fazer as avaliagbes em teratogénese. No entanto, aqui reside um problema, visto que
nem sempre 0s agentes teratogénicos para o homem o sao para animais e vice-versa.

No entanto, para dirimir parte dessa questdao a ANVISA (2013) e a OECD 421
(2015) regulamentaram a necessidade de se garantir seguranca de uma dose 10x

maior do que a dose de uso. Portanto, somente se essa dose for segura sera possivel
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dar continuidade aos testes e avaliacdes para indicar o consumo do produto com baixo
risco de teratogénese. Assim, a maioria dos estudos de teratologia sao realizados em
modelo pré-clinico de animais e servem como triagem para a verificacdo de potenciais
agentes teratogénicos (CORDERO; OAKLEY, 1983; LAMMER et al., 1895).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos do extrato etandlico de Piper glabratum no desempenho

reprodutivo e desenvolvimento embriofetal de camundongos Swiss.

2.2 Objetivos especificos

Avaliar os efeitos do extrato etandlico de Piper glabratum sobre o desempenho
reprodutivo por meio dos parametros estabelecidos para a condicao.
Avaliar os efeitos do extrato etandlico de Piper glabratum sobre o

desenvolvimento embriofetal por meio de ensaios de teratogénese.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material vegetal do extrato de P. Glabratum

Folhas de P. Glabratum Kunth foram coletadas em fevereiro de 2017 em
Dourados — Mato Grosso do Sul (latitude 2.209'37, 7” sul e longitude 54055'03,2”
oeste). A espécie foi identificada pela Profa. Elsie Franklin Guimardes do Jardim
Botanico do Rio de Janeiro — RJ — Brasil e depositada (DDMS 4412) no herbario da
Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD), MS, Brasil. A atividade de
pesquisa esta registrada no Sistema Nacional de Gestdo do Patriménio Genético —
SisGen (n°® AD5B086 and n°A3C3205). O preparado do extrato etandlico de P.
glabratum foi conforme as instrugdes de Leite et al. (2020).

3.2 Animais

Foram utilizados 60 camundongos (Mus musculus) da linhagem Swiss de
ambos o0s sexos em idade reprodutiva, sendo 40 fémeas com peso médio de 35g e
20 machos com peso médio de 36g. Todos 0s animais passaram por periodo de
adaptacao de 7 dias e foram alocados em mini-isoladores (Rack ventilada Alesco®),
forrados com maravalha de Pinus sp.. Os machos foram mantidos isoladamente e as
fémeas em duplas por mini-isolador. Os animais foram alimentados com racéo
comercial padréo (Nuvital®) e agua filtrada sob sistema de livre acesso. A luz foi
controlada por fotoperiodo (12h claro/ 12h escuro), a temperatura mantida em 22 +
2°C e umidade de 55 £ 10. A pesquisa foi realizada de acordo com os protocolos da
Declaracéo 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 numero 965/2018.

3.3 Delineamento Experimental

Os animais foram acasalados overnight na proporgéo de 2 fémeas: 1 macho.
A deteccédo da prenhez foi realizada por meio da observacdo do plug vaginal, sendo
este considerado o dia zero de gestacao (Oliveira et al., 2009; Gongalves et al., 2013,
2014; David et al., 2014; Oliveira et al., 2015a; Ishikawa et al., 2018; Vani et al.,
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2018a). Os animais prenhes foram distribuidos aleatoriamente entre 0s grupos
experimentais (n=10): Controle - os animais receberam o veiculo do EEPg (Tween 80
— 1%) na proporc¢ao de 0,1ml/10g de peso corpéreo (p.c.), por via oral (v.0.), do 1° ao
18° dia gestacional (d.g.); Grupo EEPg 100, 1000 e 2000 - os animais receberam o
EEPg nas doses de 100, 1000 e 2000mg/kg (p.c., v.0.), do 1° ao 18° d.g,
respectivamente. A escolha da dose de 100mg/Kg foi a partir da dose efetiva descrita
por Leite et al. (2020). A partir da dose efetiva, foi definida uma dose de 10x maior
(1000 mg/kg) e uma dose 20x maior (2000 mg/kg), seguindo a recomendacao dos
guidelines da area (ANVISA, 2010; OECD - Test n°® 423, 2001; OECD - Test n°® 421,
2015).

3.4 Ensaios biologicos

No 18° d.g. os animais foram submetidos a eutanasia seguida de laparotomia,
histerectomia, onfalectomia e toracotomia para a coleta, pesagem e devido
armazenamento dos érgaos (pulmao, coracao, baco, figado, rins, placenta) e fetos.

Os fetos coletados foram pesados e passaram por analise sistematica de
malformacbes externas e sexagem. A seguir 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). Apés a fixacdo os fetos foram eviscerados e
mergulhados em solucdo de KOH (0,8%) para o processo de diafanizacao.
Posteriormente foram adicionadas quatro gotas de Alizarina Red 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 litros de alcool benzilico) e
trocada a cada 24 horas, durante cinco dias consecutivos. As malformagdes 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 solugao 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 andlise visceral (Vani et al., 2018b) por meio de microdissec¢cdo com

cortes estratégicos, para o estudo de térax e abdémen, propostos por Barrow e Taylor
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(1969), e para estudo da cabeca segundo Wilson (1965), com alteracfes propostas
por Oliveira et al. (2005), Damasceno et al. (2008) e Oliveira et al. (2009). A
classificagcdo 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

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

3.5 Parametros biométricos

Os parametros biométricos foram calculados conforme os dados do peso inicial
(fémeas pesadas no dia zero), peso final (fEmeas 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 6rgao /peso

final) do coracao, pulmao, baco, rins e figado.

3.6 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),
namero de fetos vivos; viabilidade fetal (n° de fetos vivos *100 / n® de implantes), taxa
de perdas po6s implantacionais ((n° de implantes - n° de fetos vivos) *100 / n° de
implantes), numero de reabsorcéo, taxa de reabsorcéo (n° de reabsor¢des *100 / n®
de implantes), peso placentario, peso fetal, indice placentéario (peso placentéario / peso
fetal), eficiéncia placentaria (peso fetal / peso placentario) e razédo sexual (hGmero de
fetos machos *100 / numero de fetos fémeas).

A classificacdo do peso fetal segundo a idade gestacional (CPFIG) foi feita de
duas formas: () segundo Soulimane-Mokhtari et al. (2005) - os fetos foram
considerados adequados para a idade gestacional (AlIG) quando ndo divergiram mais
que = 1,7 x desvio padrédo (DP) da média dos fetos do controle; considerados
pequenos para a idade gestacional (P1G) quando apresentarem peso corporal menor
que - 1,7 x desvio padrdo em relagdo a média dos fetos do grupo controle; e
considerados grandes para a idade gestacional (GIG) quando apresentarem peso
corporal maior que + 1,7 x desvio padrao em relacédo a média do grupo controle; e (II)

segundo Oliveira et al. (2009) - os fetos foram classificados como fetos com peso
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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 padréo
deste mesmo grupo; e fetos com elevado peso para a idade de prenhez (EPIP) quando
0 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 os pesos dos
fetos individualmente e Oliveira et al. (2009) classifica a ninhada de forma geral.

3.7 Anéalise estatistica

Foi utilizado o teste ANOVA/Tukey e o teste do Qui-quadrado para
comparacdes de frequéncias entre os grupos. Os dados foram apresentados em
meédia + erro padrdo da média ou média + desvio padréo e o nivel de significancia

estabelecido foi de p<0,05.
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(Resultados apresentados em formato de artigo)
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Resumo

Piper glabratum é uma planta usada tradicionalmente para o tratamento da dor e da
inflamacé&o. Essa planta € consumida inclusive por gestantes. Assim, avaliou-se os
efeitos do extrato etandlico das folhas de P. glabratum (EEPg) no desempenho
reprodutivo e desenvolvimento embriofetal de camundongos Swiss. Fémeas prenhez
foram tratadas com 100, 1.000 e 2.000mg/Kg durante todo o periodo gestacional por
gavagem (v.0). O grupo controle recebeu agua destilada na proporcao de 0,1mL/10g
(v.0.). Os resultados demonstraram que o EEPg tem baixo potencial maternotéxico e
ndo altera o desempenho reprodutivo de fémeas. No entanto, alterou o
desenvolvimento embriofetal e causou reducdo do peso fetal (aumentando a
frequéncia de fetos pequenos para a idade gestacional) nas duas maiores doses.
Além disso, interferiu no peso plancentario, no indice placentario e na eficiéncia
placentaria. A frequéncia de malformacgdes viscerais aumentou em 2,8x para a menor
dose de EEPb e as malformacdes viscerais aumentaram em 2,48x, 1,89x e 2,11x para
as doses de 100, 1.000 e 2.000 mg/Kg de EEPD, respectivamente. Destaca-se que
100% das proles tratadas com EEPDb apresentaram alteragdo no processo de
ossificacdo. Assim, considera-se que o EEPB tem baixo potencial materno toxico, ndo
altera o desempenho reprodutivo de fémeas. Mas, é teratogénico e interefere,
principalmente, no processo de ossificacdo e por isso 0 seu uso é contra-indicado no
periodo gestacional.

Palavras-chaves: Piperaceae, planta medicinal, malformacéo, osso, desenvolvimento
embriofetal
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1. Introducéo

O género Piper, pertencente a familia Piperaceae, € conhecido popularmente
como “pimenta”, “pariparoba caapeba” e “falso jaborandi” (Kato e Furlan, 2007; Prando
et al., 2014; Branquinho et al., 2017; Leitédo et al., 2020 ). Esse género tem cerca de
2.000 espécies distribuidas geograficamente nas regifes tropicais e subtropicais
(Dyer; Palmer, 2004; Prando et al., 2014; Branquinho et al., 2017). Geralmente, essas
plantas sdo arbustivas com folhas simples alternas e com ramos segmentados unidos
por nés (Dyer; Palmer, 2004).

Uma das espécies desse género € a Piper glabratum Kunth. Essa espécie com
ocorréncia no Mato Grosso do Sul, Brasil, € utilizada popularmente, nesse estado,
para o tratamento de dor e inflamagé&o (Leitdo et al., 2020).

Estudos sobre essa espécie sdo bem restritos. No entanto, Branquinho et al.
(2017) comprovou a indicagdo etnofarmacologica dessa planta por demonstrar os
efeitos antiinflamatérios do 6leo essencial das folhas de P. glabratum. Mais tarde,
Leitdo et al. (2020) também demonstrou os efeitos antihiperalgésico e antiinflamatério
do extrato etandlico das folhas dessa mesma espécie e também da fracdo hexanica,
principalmente.

Para essa espécie ainda esta descrita a atividade antiparasitaria contra
Leishmania sp. e Trypanosoma cruzi (Flores et al., 2008). A literatura também registra
gue extrato metandlico das raizes de P. glabratum tem efeito diurético e pode ser
hepatotoxico em ratos Wistar quando usado em altas doses pela via intraperitoneal
(Prando et al., 2014). Ainda de acordo com Prando et al. (2014) a DLso por via oral €
superior a 3.000mg/Kg (para machos e fémeas) e por via intraperitoneal é de
2.426,216mg/Kg para fémeas e superior a 3.000mg/Kg em machos.

De acordo com Branquinho et al. (2017) os olhos essenciais das folhas de P.
glabratum ndo possui toxicidade aguda até a dose de 5.000mg/Kg e nem toxicidade
subaguda até a dose de 1.000mg/Kg em camundongos Swiss fémeas. Ja de acordo
com Leitdo et al. (2020) a DLso em ratos Wistar é superior a 2.000mg/Kg para o extrato
etandlico das folhas. No entanto, os animais apresentaram sinais de depresséo do
sistema nervoso central, como sonoléncia, nas primeiras 6h apés o tratamento com o
extrato etandlico.

Ainda de acordo com o Leitéo et al. (2020), o fracionamento cromatografico da
fracdo hexanica demonstrou a presencga de Fitol e uma mistura de Estigmasterol e [3-
sitosterol. Ja a fracdo hidroalcodlica indicou a presenca de flavonois glicosilados. O
extrato bruto estudo por Leitdo et al., (2020), que tem efeito antihiperalgésico e
antiinflamatério, foi 0 mesmo testado na presente pesquisa.

Essa planta medicinal é utilizada também por gestantes em Mato Grosso do
Sul o que demonstra a necessidade de se avaliar os seus efeitos durante o periodo
gestacional. Diante do exposto a presente pesquisa teve por objetivo avaliagdo 0s
efeitos do extrato etandlico de Piper glabratum no desempenho reprodutivo e
desenvolvimento embriofetal de camundongos Swiss.

2. Material e Métodos
2.1 Material Vegetal do Extrato de P. Glabratum

Folhas de P. Glabratum Kunth foram coletadas em fevereiro de 2017 em
Dourados — Mato Grosso do Sul (latitude 2.209°37, 7” sul e longitude 54055’03,2”
oeste). A espécie foi identificada pela Profa. Elsie Franklin Guimarédes do Jardim
Botanico do Rio de Janeiro — RJ — Brasil e depositada (DDMS 4412) no herbario da
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Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD), MS, Brasil. A atividade de
pesquisa esta registrada no Sistema Nacional de Gestdo do Patriménio Genético —
SisGen (n°® AD5B086 and n°A3C3205). O preparado do extrato etanodlico de P.
glabratum foi conforme as instrugdes de Leite et al. (2020).

2.2 Animais

Foram utilizados 60 camundongos (Mus musculus) da linhagem Swiss de
ambos o0s sexos em idade reprodutiva, sendo 40 fémeas com peso médio de 35g e
20 machos com peso médio de 36g. Todos 0s animais passaram por periodo de
adaptacao de 7 dias e foram alocados em mini-isoladores (Rack ventilada Alesco®),
forrados com maravalha de Pinus sp.. Os machos foram mantidos isoladamente e as
fémeas em duplas por mini-isolador. Os animais foram alimentados com racéo
comercial padrao (Nuvital®) e agua filtrada sob sistema de livre acesso. A luz foi
controlada por fotoperiodo (12h claro/ 12h escuro), a temperatura mantida em 22 +
2°C e umidade de 55 £ 10. A pesquisa foi realizada de acordo com os protocolos da
Declaracéo 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 numero 965/2018.

2.3 Delineamento Experimental

Os animais foram acasalados overnight na proporcao de 2 fémeas: 1 macho.
A deteccédo da prenhez foi realizada por meio da observacdo do plug vaginal, sendo
este considerado o dia zero de gestacéo (Oliveira et al., 2009; Gongalves et al., 2013,
2014; David et al., 2014; Oliveira et al., 2015a; Ishikawa et al., 2018; Vani et al.,
2018a). Os animais prenhes foram distribuidos aleatoriamente entre os grupos
experimentais (n=10): Controle - os animais receberam o veiculo do EEPg (Tween 80
— 1%) na proporc¢ao de 0,1ml/10g de peso corpéreo (p.c.), por via oral (v.0.), do 1° ao
18° dia gestacional (d.g.); Grupo EEPg 100, 1000 e 2000 - os animais receberam o
EEPg nas doses de 100, 1000 e 2000mg/kg (p.c., v.0.), do 1° ao 18° d.g,
respectivamente. A escolha da dose de 100mg/Kg foi a partir da dose efetiva descrita
por Leite et al. (2020). A partir da dose efetiva, foi definida uma dose de 10x maior
(1000 mg/kg) e uma dose 20x maior (2000 mg/kg), seguindo a recomendacao dos
guidelines da area (ANVISA, 2010; OECD - Test n° 423, 2001; OECD - Test n°® 421,
2015).

2.4. Ensaios bioldgicos

No 18° d.g. os animais foram submetidos a eutanasia seguida de laparotomia,
histerectomia, onfalectomia e toracotomia para a coleta, pesagem e devido
armazenamento dos 6rgaos (pulméao, coracao, baco, figado, rins, placenta) e fetos.

Os fetos coletados foram pesados e passaram por andlise sistematica de
malformacgbes 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). Apés a fixacdo os fetos foram eviscerados e
mergulhados em solucdo de KOH (0,8%) para o processo de diafanizagdo. Em
seguida, foram adicionadas quatro gotas de Alizarina Red. Esta solucéo foi trocada a
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cada 24 horas durante quatro dias consecutivos. Depois dos fetos corados, a solucéo
de KOH foi substituida pela solu¢éo 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 solu¢ao de Bodian’s
(dgua 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 (Vani et al., 2018b)
por meio de microdissec¢cdo com cortes estratégicos, para o estudo de torax 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 classificacéo das alteracdes 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
estereomicroscoépica (Nikon® — SMZ 745T) com aumento de 4 vezes.

2.5. Parametros biométricos

Os parametros biométricos foram calculados conforme os dados do peso inicial
(fémeas pesadas no dia zero), peso final (fEmeas 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 uUtero), além dos dados de pesos absolutos e relativos (peso do 6rgéo /peso
final) do coracéo, pulmdo, 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 reabsor¢des),
namero de fetos vivos; viabilidade fetal (n° de fetos vivos *100 / n° de implantes), taxa
de perdas po6s implantacionais ((n°® de implantes - n° de fetos vivos) *100 / n° de
implantes), numero de reabsorcéo, taxa de reabsorcédo (n° de reabsor¢des *100 / n®
de implantes), peso placentéario, peso fetal, indice placentario (peso placentario / peso
fetal), eficiéncia placentaria (peso fetal / peso placentéario) e razao sexual (niumero de
fetos machos *100 / nUmero 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 (AlG) quando ndo divergiram mais
que * 1,7 x desvio padrao (DP) da média dos fetos do controle; considerados
pequenos para a idade gestacional (PIG) quando apresentarem peso corporal menor
que - 1,7 x desvio padrao em relagdo a média dos fetos do grupo controle; e
considerados grandes para a idade gestacional (GIG) quando apresentarem peso
corporal maior que + 1,7 x desvio padrédo 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 € 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
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padrao 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.

2.7 Anélise estatistica

Foi utilizado o teste ANOVA/Tukey e o teste do Qui-quadrado para
comparacdes de frequéncias entre os 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
3.1 Parametros Biométricos

O peso inicial e 0 ganho de peso liquido ndo variaram entre 0s grupos
experimentais (p>0,05). Ja o peso final, o ganho de peso e o peso do utero
aumentaram (p<0,05) no grupo EEPg 100 em relag&o aos grupos EEPg 1000 e EEPg
2000. Porém EEPg 100 e o grupo Controle ndo apresentaram diferencas entre si
(p>0,05) (Tabela 01).

O peso absoluto do coracao, pulmdes, figado, rins e baco e o peso relativo do
coragao, rins e baco néo diferiram (p>0,05) entre 0s grupos experimentais. No entanto,
0 peso relativo do pulm&do aumentou (p<0,05) nos grupos EEPg 1000 e EEPg 2000
em comparacdo aos grupos Controle e EEPg 100. J4 o peso relativo do figado
aumentou (p<0,05) EEPg 2000 em relacdo aos outros grupos experimentais (Tabela
02).

Tabela 1. Valores médios * erro padrdo da média dos parametros biométricos das
fémeas tratadas com o extrato etanolico de P. glabratum (EEPQ).

Parametros biométricos (g)
Grupos Ganho de
Experimentais Peso Inicial Peso Final Ganho de Peso Peso do Utero Peso Liquido
Controle 36,56+1,312 53,72+1,472°  17,16+1,932P 17,65+1,282> - 0,50+1,312
EEPg 100 35,42+2,002 55,97+1,42b 20,55+1,27° 18,95+0,48° 1,60+1,102
EEPg 1000 34,51+1,00% 48,62+1,752 14,28+2,032 14,40+£1,49% -0,11+0,982
EEPg 2000 35,04+2,01% 47,73+1,922 12,69+1,112 14,11+1,032 - 1,42+0,782
Legenda: g — gramas. EEPg 100 — Extrato etandlico de Piper glabratrum na dose de 100 mg/Kg; EEPg
1000 — Extrato etandlico de Piper glabratrum na dose de 1000 mg/Kg; EEPg 2000 — Extrato etandlico

de Piper glabratrum na dose de 2000 mg/Kg. Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente
significativas. Média + Erro padrdo da média (Teste Estatistico: Anova/Tukey; p<0,05).
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Tabela 2. Valores médios + erro padrédo da média dos pesos absolutos e relativos dos
orgaos das fémeas tratadas com o extrato etandlico de P. glabratum (EEPQ).

Peso Absoluto dos 6rgéos (g)

Grupos
Experimentais Coracéo Pulméo Figado Rins Baco
Controle 0,20+0,012 0,250,012  2,44+0,11%  0,44+0,022 0,19+0,02°
EEPg 100 0,18+0,012  0,23+0,012  2,45+0,042  0,42+0,022  0,17+0,023b
EEPg 1000 0,180,012  0,27+0,012  2,37+0,062 0,41+0,03*  0,13+0,01a°b
EEPg 2000 0,17+0,01*  0,26+0,012  2,62+0,07%  0,39+0,022 0,12+0,012
Peso Relativo dos 6rgdos
Grupos

Experimentais Coracéo Pulm&es Figado Rins Baco

Controle 0,0037+0,00022 0,0047+0,00012 0,045+0,00182 0,0081+0,00032 0,0036+0,00042
EEPg 100  0,0032+0,0001% 0,0041+0,00022 0,044+0,0009% 0,0075+0,00022 0,0030+0,00042
EEPg 1000 0,0038+0,0003* 0,0056+0,0003® 0,049+0,00152 0,0085+0,00062 0,0027+0,00022
EEPg 2000 0,0035+0,00012 0,0054+0,0002° 0,055+0,0019° 0,0083+0,00032 0,0025+0,00022

Legenda: g — gramas. EEPg 100 — Extrato etandlico de Piper glabratrum na dose de 100 mg/Kg; EEPg
1000 — Extrato etandlico de Piper glabratrum na dose de 1000 mg/Kg; EEPg 2000 — Extrato etandlico

de Piper glabratrum na dose de 2000 mg/Kg. Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente
significativas. Média + Erro padrdo da média (Teste Estatistico: Anova/Tukey; p<0,05).

3.2. Desempenho reprodutivo

O numero de fémeas prenhes, implantes, fetos vivos e mortos, e reabsor¢ao
bem como a viabilidade fetal, a taxa de perdas pés-implantacionais, a taxa de
reabsorcdo e razdo sexual ndo variaram (p>0,05) entre os diferentes grupos
experimentais (Tabela 03).

Tabela 3. Valores médios = erro padrdo da média dos parametros relativos ao
desempenho reprodutivo das fémeas tratadas com o extrato etandélico de P. glabratum
(EEPQ).

Grupos Experimentais

Parametros
Controle EEPg 100 EEPg 1000 EEPg 2000

Numero de

fémeas prenhes 10 10 10 10

Implantes 13,50+1,072 14,40+0,342 12,89+1,412 13,10+1,082
Fetos Vivos 12,10+0,902 13,20+0,442 11,22+1,362 11,10+0,852
Fetos Mortos 0,10+0,102 0,30+0,152 0,11+0,112 0,100,102
Viabilidade Fetal 90,85+3,282 91,80+2,692 88,40+4,972 85,62+2,962
Reabsorcdo 1,30+0,522 1,00+0,372 1,56+0,732 1,90+0,532
TPPI 9,15+3,282 8,20+2,692 11,60+4,972 14,38+2,962
TR 8,56+3,282 6,82+2,502 10,86+4,872 13,79+3,082
Razao Sexual 1,43+0,162 2,68+1,032 2,32+1,002 1,11+0,232

Legenda: TPPI — Taxa de perdas pos-implantacionais; TR — Taxa de reabsor¢do. EEPg 100 — Extrato
etandlico de Piper glabratrum na dose de 100 mg/Kg; EEPg 1000 — Extrato etandlico de Piper
glabratrum na dose de 1000 mg/Kg; EEPg 2000 — Extrato etandlico de Piper glabratrum na dose de
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2000 mg/Kg. Letras iguais indicam auséncia de diferencas estatisticamente significativas. Média + Erro
padrao da média (Teste Estatistico: Anova/Tukey; p>0,05).

3.4. Desenvolvimento embrio-fetal

O peso fetal reduziu (p<0,05) nos grupos EEPg 1000 e EEPg 2000 o que
conseqguentemente levou ao aumento (p<0,05) do numero de fetos classificados como
pequenos para a idade gestacional (SPA). O peso placentério reduziu (p<0,05) no
grupo EEPg 100 em relacdo aos demais grupos experimentais. Para esse mesmo
grupo observou-se reducédo (p<0,05) do indice placentario e aumento (p<0,05) da
eficiéncia placentaria. Observou-se ainda aumento do indice placentéario para o grupo
EEPg 2000 em relag&o aos grupos Controle e EEPg 100 (Tabela 4).

Tabela 4. Valores médios = erro padrdo da média dos parametros relativos ao
desenvolvimento embriofetal das fémeas tratadas com o extrato etandlico de P.
glabratum (EEPQ).

Grupos Experimentais
Controle EEPg 100 EEPg 1000 EEPg 2000
Peso Fetal* 1,12+0,11° 1,13+0,12°b 1,02+0,172 1,02+0,012
Peso da Placenta  0,075+0,002° 0,075+0,001° 0,059+0,0022 0,075+0,001°
indice Placentario  0,067+0,001° 0,067+0,001®  0,059+0,0022  0,076+0,002¢

Parametros

Eficiéncia
Placentaria 15,77+0,352 15,61+0,272 19,32+0,73b 14,23+0,402
PIG 3,31% 6,11% 32,67%* 24,32%*
AlIG 92,56% 91,60% 62,38% 74, 77%
GIG 4,13% 2,29% 4,95% 0,90%
APIP PAIP PAIP PAIP

Legenda: CPFID (Soulimane-Mokhtari et al., 2005) - classificacdo do peso fetal segundo a idade
gestacional; PIG — pequeno para idade gestacional; AIG; adequado para idade gestacional; GIG —
grande para idade gestacional. APIP (Oliveira et al., 2009) - adequacao do peso a idade de prenhez;
PAIP - fetos com peso adequado para a idade de prenhez. EEPg 100 — Extrato etandlico de Piper
glabratrum na dose de 100 mg/Kg; EEPg 1000 — Extrato etandlico de Piper glabratrum na dose de 1000
mg/Kg; EEPg 2000 — Extrato etandlico de Piper glabratrum na dose de 2000 mg/Kg. Letras diferentes
indicam diferencas estatisticamente significativas. Média + Erro padrdo da média (Teste Estatistico:
Anova/Tukey; p<0,05).

As malformacdes externas observadas nos diferentes grupos experimentais
foram Hidropsia, cifose, hiperflexdo e hiperextensdo de membro anterior e posterior
unilateral, hiperflexao e hiperextensédo de membro posterior bilateral, pata pequena e
cauda dobrada. A frequéncia de fetos malformados e a porcentagem de malformacdes
nao variou (p>0,05) entre 0s grupos experimentais, exceto para a frequéncia de cifose
gue ocorreu mais (p<0,05) no grupo EEPg 100 em relagao ao grupo controle (Tabela
05).
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Tabela 5. Numero absolutos e porcentagem de malformacgdes externas encontradas
na prole de fémeas tratadas com o extrato etandlico de P. glabratum (EEPQ).

Grupos Experimentais

Parametros
Controle EEPg 100 EEPg 1000 EEPg 2000
Analise Externa
Fetos Analisados 121 131 101 111
Fetos Normais 106 109 94 100
% 87,60 83,21 93,07 90,10
Hidropsia 0 0 0 1
% 0,00 0,00 0,00 0,90
Cifose 1 10* 1 4
% 0,83 7,63 0,99 3,60
Hiperflexdo de
membro anterior 1 3 1 0
unilateral
% 0,83 2,29 0,99 0,00
Hiperflexdo de
membro posterior 0 1 3 1
unilateral
% 0 0,76 2,97 0,90
Hiperflexdo dg 0 0 1 1
membro posterior
bilateral
% 0,00 0,00 0,99 0,90
Hiperextenséo de
membro anterior 2 1 1 0
unilateral
% 1,65 0,76 0,99 0,00
Hiperextenséo de
membro posterior 7 2 0 0
unilateral
% 5,79 1,53 0,00 0,00
Hiperextenséo de
membro posterior
bilateral 0 1 0 0
% 0,00 0,76 0,00 0,00
Pata pequena 0 2 0 1
% 0,00 1,53 0,00 0,90
Cauda dobrada 4 2 0 2
% 3,31 1,53 0,00 1,80
Frequéncia de
malformacgéo
externa 15 22 12 11
% malformacao
externa 12,40 16,79 6,93 9,90

Legenda: % - Porcentagem de fetos com malforma¢des. EEPg 100 — Extrato etandlico de Piper
glabratrum na dose de 100 mg/Kg; EEPg 1000 — Extrato etandlico de Piper glabratrum na dose de 1000
mg/Kg; EEPg 2000 — Extrato etandlico de Piper glabratrum na dose de 2000 mg/Kg. *Diferenca
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estatisticamente significativa em relacdo ao Controle. Numeros absolutos (Teste Estatistico:
Quiquadrado; p<0,05).

As malformacdes viscerais observadas foram hidrocefalias de graus leve,
moderado e severo, hiperplasia de coana, lingua bifurcada, aumento da camara
ventricular (coracdo). Nas analises individuais das malformacdes observou-se
aumento (p<0,05) da frequéncia de hidrocefalia moderada no grupo EEPg 2000 em
relacdo ao controle. Para todas as outras malformacbes ndo foram observadas
diferencas significativas (p>0,05). No entanto, observou-se aumento (p<0,05) de 2,8x
da frequéncia global de malformacdes no grupo EEPg 100 em relacdo ao grupo
Controle. A porcentagem de fetos malformados foi de 18,87%, 45,16%, 16,42% e
33,33% para os grupos Controle, EEPg 100, EEPg 1000 e EEPg 2000,
respectivamente (Tabela 06).

Tabela 6. NUumero absolutos e porcentagem de malformacdes viscerais encontradas
na prole de fémeas tratadas com o extrato etandlico de P. glabratum (EEPQ).

Grupos Experimentais

Parametros
Controle EEPg 100 EEPg 1000 EEPg 2000
Analise Visceral
Fetos Analisados 53 62 53 45
Fetos Normais 43 34 39 30
% 81,13 54,84 73,58 66,67
Hidrocefalia grave 1 2 2 1
% 1,89 3,23 3,77 2,22
Hidrocelafia
moderada 0 3 3 6*
% 0,00 4,84 5,66 13,33
Hidrocefalia leve 9 18 8 8
% 16,98 29,03 15,09 17,78
Hiperplasia de 0 1 0 0
coana
% 0,00 1,61 0,00 0,00
Lingua Bifurcada 0 2 0 0
% 0,00 3,23 0,00 0,00
Camara ventricular 0 2 1 0
aumentada
% 0,00 3,23 1,89 0,00
Frequéncia de 10 28* 14 15
malformac&o visceral
% malformagéo 18,87 45,16 16,42 33,33
visceral

Legenda: % - Porcentagem de fetos com malforma¢des. EEPg 100 — Extrato etandlico de Piper
glabratrum na dose de 100 mg/Kg; EEPg 1000 — Extrato etandlico de Piper glabratrum na dose de 1000
mg/Kg; EEPg 2000 — Extrato etandlico de Piper glabratrum na dose de 2000 mg/Kg. *Diferenca
estatisticamente significativa em relagdo ao Controle. Numeros absolutos (Teste Estatistico:
Quiquadrado; p<0,05).

As malformacbes esqueléticas observadas na cabeca foram agenesia de
interparietal e orbitotransfenoide direito, e ossificagao reduzida do frontal, interparietal,
maxilar, nasal, parietal, premaxilar, supra occiptal e zigomatico. No tronco observou-
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se agenesia do centro estenébrio e processo xifoide, artrogripose, centro esternébrio
em formato de halter, costela bifurcada, hipercifose, hipercifose com anteriorizacéo da
cabela, ossificacdo reduzida da costela, do esternébrio e do processo xifoide e tor¢ao
dos centros vertebrais. Nos membros observou-se agenesia de falanges, de
metacarpo unilateral, e agenesia do arco caudal e alteracéo do ndcleo de ossificacao
do joelho e cotovelo (Tabela 7).

Observou-se aumento (p<0,05) da frequéncia de ossificacdo reduzida do
frontal, interparietal, nasal, parietal e supra occiptal nos grupos tratados com EEPg
em relacéo ao grupo Controle. Também se observou aumento (p<0,05) da frequéncia
de centro esternébrio em formato de halter para esses mesmos grupos em relacdo ao
Controle (Tabela 07).

Também se observou aumento (p<0,05) da frequéncia de ossificacéo reduzida
do esternébrio e de agenesia de falange para os grupos EEPg 1000 e EEPg 2000 em
relacdo ao grupo Controle. J& 0 aumento (p<0,05) de agenesia do centro esternébrio
foi observado somente para o grupo EEPg 1000 em relagcéo ao grupo Controle (Tabela
07).

Uma analise global das frequéncias de malformacgdes esquelética demonstrou
aumento (p<0,05) de 2,8x, 1,89x e de 2,11x para os grupos EEPg 100, EEPg 1000 e
EEPg 2000 em relacdo ao grupo Controle, respectivamente. A porcentagem de fetos
malformados foi de 47,37% para o grupo Controle e de 100% para 0s grupos tratados
com EEPg (Tabela 07).

Tabela 7. Numero absolutos e porcentagem de malformacdes esqueléticas
encontradas na prole de fémeas tratadas com o extrato etandlico de P. glabratum
(EEPQ).

Grupos Experimentais

Parametros
Controle EEPg 100 EEPg 1000 EEPg 2000
Andlise Esquelética
Fetos Analisados 57 67 51 57
Fetos Normais 30 0 0 0
% 52,63 0,00 0,00 0,00
Cabeca
INerparietal : 0 0 0
% 1,75 0,00 0,00 0,00
Agenesia de
orbitotransfenoide 1 0 0 0
direito
% 1,75 0,00 0,00 0,00
OR Frontal 0 16* 40* S7*
% 0,00 23,88 78,43 100,00
OR Interparietal 3 43* 31* 46*
% 5,26 64,18 60,78 80,7
OR Maxilar 0 2 0 0
% 0,00 2,99 0,00 0,00
OR Nasal 2 43* 50* 57*
% 3,51 64,18 98,04 100,00

OR Parietal 2 43* 48* 57*
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% 3,51 64,18 94,12 100,00
OR Premaxilar 0 2 2 0
% 0,00 2,99 3,92 0,00
OR Supra occipital 0 15* 7* 10*
% 0,00 22,39 13,73 17,54
OR Zigomatico 0 2 0 0
% 0,00 2,99 0,00 0,00
Tronco
Agenesia de centro
esternébrio 0 1 6* 5
% 0,00 1,49 11,76 8,77
Agenesia de
Processo Xifoide 1 0 0 0
% 1,75 0,00 0,00 0,00
Artrogripose 0 0 0 1
% 0,00 0,00 0,00 1,75
Centro esternébrio
em formato de halter 9 34* 20* 21*
% 15,79 50,75 39,22 36,84
Costela bifurcada 0 0 0 1
% 0,00 0,00 0,00 1,75
Hipercifose 0 1 0 0
% 0,00 1,49 0,00 0,00
Hipercifose com
anteriorizag&o da 0 1 0 0
cabeca
% 0,00 1,49 0,00 0,00
OR Costela 0 0 0 2
% 0,00 0,00 0,00 3,51
OR Esternébrio 6 12 19* 16*
% 10,53 17,91 37,25 28,07
OR Processo Xifoide 0 2 3 3
% 0,00 2,99 5,88 5,26
Rotacgé&o dos corpos 0 1 0 5
vertebrais
% 0,00 1,49 0,00 8,77
Membros
Agenesia de falange 1 2 17* 15*
% 1,75 2,99 33,33 26,32
Agenesia de
metacarpo unilateral 1 0 0 0
% 1,75 0,00 0,00 0,00
Agenesia do arco
caudal 0 0 0 2
% 0,00 0,00 0,00 3,51
Alteracao do nucleo
de ossificacé@o do 0 0 0 2

joelho e cotovelo
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% 0,00 0,00 0,00 3,51
Frequéncia de
malformagé&o 27 67* 51* 57*
esquelética
% malformagdo 47,37 100 100 100
esquelética

Legenda: % - Porcentagem de fetos com malformac¢des; OR — Ossificacdo Reduzida. EEPg 100 —
Extrato etandlico de Piper glabratrum na dose de 100 mg/Kg; EEPg 1000 — Extrato etanélico de Piper
glabratrum na dose de 1000 mg/Kg; EEPg 2000 — Extrato etandlico de Piper glabratrum na dose de
2000 mg/Kg. *Diferenga estatisticamente significativa em relacdo ao Controle. Nimeros absolutos
(Teste Estatistico: Quiquadrado; p<0,05).

4. Discussao

O uso das plantas medicinais € uma importante estratégia para o atendimento
da Atencdo Primaria em Saude e em consonancia com Organizacdo Mundial da
Saude e o Fundo das Nag6es Unidas para a Infancia (Unicef), o Sistema Unico de
Saude (SUS) tem desenvolvido politicas publicas e regulamentacfes nacionais
referente a utilizacdo de remédios tradicionais de eficAcia comprovada e a possivel
incorporacdo desses conhecimentos as atividades de atencdo priméria a saude
(Brasil, 2016; Brasil, 2017).

Atualmente, a Relag&o Nacional de Plantas Medicinais de Interesse para o SUS
(Renisus) conta com cerca de 70 espécies que estdo em analise (Brasil, 2009). No
entanto, as populacdes brasileiras, em especial aquelas longe dos grandes centros e
gue possuem dificuldade de acesso a tratamentos, fazem o uso continuo de outras
espécies. P. glabratum ndo consta na relacdo Renisus. No entanto, essa planta é
utilizada para o tratamento de dor e inflamacédo segundo a medicina tradicional de
Mato Grosso do Sul (Leitdo et al.,, 2020) por diferentes populagdes incluindo as
gestantes.

A indicacdo etnofarmacolégica dessa planta ja foi comprovada (Branquinho et
al., 2017; Leitdo et al., 2020). No entanto, ndo ha nenhum registro de seguranca de
seu uso no periodo gestacional. Esse fato demonstra o ineditismo, o0 piorneirismo e a
necessidade desse estudo.

Os nossos dados indicam que o EEPg tem baixo potencial maternotéxico visto
gue ndo alterou de forma importante parametros biométricos e o peso relativo e
absoluto dos 6rgaos. Observou-se discreta reducéo do peso final, do ganho de peso
e do peso do utero dos animais tratados com a menor dose de EEPg (100 mg/Kg).
Observou-se ainda reducdo do peso absoluto do baco. Mas, essa diferenca néo foi
mantida na avaliacdo do peso relativo. Assim, infere-se que essa diferenca ndo se
deva ao tratamento. Mas, sim ao tamanho dos animais. Foi observado também
aumento do peso dos pulmdes para as duas maiores desses de EEPg (1000 e 2000
mg/Kg) e do figado para a maior dose (2000 mg/Kg). Esses resultados sugerem
atencao.

Apesar de usar outra espécie, Leitdo et al. (2020) relatou que a 2.000 mg/Kg
em ratos Wistar ndo causou morte ou sinais de toxicidade no teste de toxicidade
aguda. Destaca-se ainda que esses animais nao apresentaram alteracdes nos
parametros hipocraticos observados, como piloerecdo, lacrimejamento, alteracdes
nas membranas mucosas, olhos ou fezes, ou resposta motora induzida tais como
tremores, irritabilidade, contorgéo, convulsdes e alteracdes na respiracdo. Na analise
macroscopica de 6rgdos, nenhuma alteragdo (cor, tamanho e textura) foi observada
em relag&o ao grupo controle. No nosso estudo realizamos as mesmas avaliacdes e
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também ndo encontramos alteracdes ao longo dos dezoito dias consecutivos de
tratamento (correspondente ao periodo gestacional). Salientamos que o extrato
utilizado por Leitdo et al. (2020) e o utilizado nesse estudo é o mesmo. Além disso,
destacamos que esses sinais relatados anteriormente sao importante indicativos de
toxicidade (OECD 2008).

O EEPg nao alterou o desempenho reprodutivo visto que nao foi observada
nenhuma alteracdo no numero de fémeas prenhez, no nimero de implantacdes, fetos
vivos e mortos, reabsorcdes e nem nas taxas de perdas pos-implantacionais, taxa de
reabsorcéo, viabilidade fetal e razdo sexual. Esses parametros sdo os considerados
pela literatura da area para predizer o possivel efeito deletério de extratos e/ou
compostos no desempenho de fémeas (Cruz et al., 2022; Ishikawa et al., 2018;
Pessatto et al., 2017; Sene et al., 2021; Vani et al., 2018a; Vani et al., 2018b). No
entanto, o EEPg alterou o desenvolvimento embriofetal.

O EEPg reduziu o peso placentério para as duas maiores doses (1.000 e 2.000
mg/Kg). No entanto, essa reducéo levou a alteracdes distintas em outros parametros.
A reducao do peso fetal na dose de 1.000mg/Kg esta associada a reducédo do peso
placentario, reducdo do indice placentario e aumento da eficiéncia. Ja reducdo do
peso fetal na dose de 2.000mg/Kg esta associada ao aumento do indice placentéario
sem interferir no peso da placenta e na eficiéncia placentaria. Esses fatos resultaram
no aumento de fetos classificados como pequeno para a idade gestacional de acordo
(Soulimane-Mokhtari et al., 2005). O que indica um importante efeito desse extrato no
desenvolvimento embriofetal.

O EEPg também apresentou efeito teratogénico o que corrobora as alteracées
relatadas anteriormente para o desenvolvimento embriofetal. As malformagoes
externas néao diferiram entre os grupos. No entanto, o grupo tratado com a menor dose
(EEPg 100) teve uma frequéncia total de malformacdes superior aquela observada
para o grupo controle e para as outras doses. Esse fato € importante e requer atencéo.
No entanto, esperava-se uma relacdo dose-resposta, ou seja, a medida que ocorreu
o0 aumento da dose de EEPg deveria ocorrer aumento da frequéncia de malformagdes
até se atingir um platé onde todos os fetos estivessem malformados ou fossem a 6bito
e seriam computados como perdas pdés-implantacionais. Porém, isso nao foi
verificado, ou seja, mesmo com aumento da dose de EEPb n&o ocorreu aumento nem
de malformacdes e nem aumento das taxas de perdas pos-implantacionais. De acordo
com o presente delineamento, esse fato ndo pode ser totalmente elucidado. Mas, um
fato que chamou a atencéo € que a maior frequéncia de malformacdes é do tipo de
hidrocefalia de grau leve. Esse tipo de malformacéo pode regredir ao nascimento e
pode ser detectada em proles de maes que tiveram a gestacdo interrompida
precocemente. Assim, fetos coletados prematuramente podem apresentar essas
variantes da normalidade (Oliveira et al., 2015; Ishikawa et al., 2018; Vani et al., 2018).
No&s coletamos os fetos no 18° dia gestacional, que apesar de ser precoce visto que a
gestacdo pode durar até o 21° dia gestacional, é o dia recomendado pela literatura
especializada (Oliveira et al., 2015; Ishikawa et al., 2018; Vani et al., 2018).

Em relacdo as malformacdes esqueléticas observou-se que, de forma geral,
47% dos fetos do grupo controle apresentavam uma ou mais malformacdes. Em geral,
essas podem ser consideradas variantes da normalidade e, em especial, porque a
gestacdo foi interrompida precocemente e € de conhecimento que os Ultimos dias e
as ultimas horas gestacionais sdo cruciais para o avanco do processo de ossificacao.
Em geral, essas variantes da normalidade sao ossificacdes reduzidas e, em especial
de falanges (David et al., 2014; Gongalves et al., 2013). No entanto, no presente
experimento 100% das proles tratadas com o EEPb apresentaram atraso no processo
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de ossificacdo e esse fato € muito importante e indica efeito teratogénico inclusive
com a agenesia de 0ssos tais como interparietal, orbitotransfernoide, de esternébrios,
do processo xifoide e de falanges. Excetuando a agenesia de falanges, as outras
agenesias nao sao descritas como como variantes da normalidade.

Frente ao exposto considera-se que o EEPb tem baixo potencial maternotoxico,
ndo altera o desempenho reprodutivo. Porém, tem potencial teratogénico. O efeito
teratogénico foi evidenciado principalmente pela interferéncia no processo
ossificacdo. Logo, o EEPb é contraindicado para uso durante a gestacao.
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6 CONCLUSAO

Diante dos resultados apresentados considera-se que o Extrato Etandlico de
Piper glabratum:

- Tem baixo potencial materno toxico que foi observado pela auséncia
de variagBes nos parametros biométricos e peso relativo dos 6rgdos além de
auséncia de sinais clinicos de toxicidade;

- N&o altera o desempenho reprodutivo visto que néo alterou o nimero
de implantes, numero de fetos vivos e mortos, viabilidade fetal, nUmero de
absorcdes, taxa de reabsorcdes e taxa de perdas pos-implantacional;

- Altera o desenvolvimento embrionario ja que:

- Reduziu o peso fetal para as doses de 1.000 e 2.000mg/Kg;

- Reduziu o peso placentario para a dose de 1.000mg/Kg;

- Reduziu e aumentou o indice placentarios para as doses de 1.000 e

2.000mg/Kg, respectivamente;

- Aumentou a eficiéncia placentaria para a dose de 1.000mg/Kg;

- Aumentou a frequéncia de fetos pequenos para a idade gestacional

para as doses de 1.000 e 2.000 mg/Kg;

- Aumentou a frequéncia global de fetos com malformacdes viscerais

para a dose de 100mg/Kg;

- Aumentou a frequéncia global de fetos com malformacdes esqueléticas

para todos os grupos tratados com o extrato.
Frente ao exposto considera-se que o Extrato Etandlico de Piper glabratum tem
potencial teratogénico, com importante interferéncia no processo de ossificacdo, e

portanto desaconselha o seu uso durante a gestagéo.
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SQMQOPWFM

CERTIFICADO
Certificamos que a proposta intitulada "Avaliagéo dos efeitos toxico-
rodutivos, teratogénicos e (anti)genotéxicos dos extratos etandlicos de plantas.

‘com possiveis efeifos medicinais em camundongos Swiss’, registrada com 0 n°
|965/2018, sob a responsabilidade de Rodrigo Juliano Oliveira - que envolve a
utiizagao de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata, para fins de
pesquisa clentifica ~ encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11,794, de 8

uxcumuaazoos do Decreto n° 6.899, de 15delulhod92009 e com as normas
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