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O conhecimento sobre a utilizagao de plantas com finalidade
medicinal tem origem em épocas remotas. Acredita-se que essa utilizagao
advenha da vasta variedade da flora mundial, estimada, hoje, em torno de
meio milhdo de espécies. O Brasil contribui com 120 mil espécies, das quais
0 saber popular selecionou cerca de 2 mil como medicinais (Di Stasi &.
Hiruma-Lima, 2002). Dessas, apenas 10% foram, até o momento,

cientificamente investigadas do ponto de vista farmacolégico.

Segundo Di Stasi (1996), 80% da populagdo brasileira
encontra nos produtos de origem natural, principalmente nas plantas
medicinais, a unica fonte de recurso terapéutico. De fato, o alto custo dos
medicamentos, o numero insuficiente de profissionais na area de saude em
algumas regides do pais e a dificuldade de acesso de grande parcela da
populacdo a assisténcia meédica, torna essa terapia alternativa muito
difundida. Além disso, no Brasil a utilizacdo de plantas para diversas

finalidades é enriquecida pela tradigdo cultural indigena.

No entanto, apesar de seu uso, observa-se uma grande
disparidade entre a quantidade e diversidade da flora medicinal e o numero
de pesquisas desenvolvidas nesta area. A caréncia de estudos e a falta de
rigor cientifico levam a resultados muitas vezes conflitantes sobre um
mesmo principio ativo natural, podendo, dessa forma, acarretar no uso
inadequado da planta. Por outro lado, o uso indiscriminado desse tipo de

terapia pode resultar na incidéncia de efeitos téxicos.
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A busca de esclarecimentos adicionais sobre a toxicidade de
plantas utilizadas com finalidade medicinal, bem como do desenvolvimento
de novos medicamentos fitoterapicos, devem aliar o conhecimento popular,
resgatando e preservando a cultura, com conhecimento cientifico rigoroso.
Faz-se necessario, também, que as pesquisas sejam conduzidas seguindo
protocolos de seguranga nacionais e internacionais fornecendo informacgdes
adequadas em termos de eficacia, toxicologia e seguranca farmacoldgica

dos principios ativos naturais estudados.

Algumas plantas tém sido utilizadas por diversas populagdes
no intuito de alterar a reproducao, tanto com finalidade contraceptiva como
abortiva (Farnsworth et al,1975). Entenda-se por agentes contraceptivos
aqueles que previnem a ovulacao e/ou a fertilizacdo, enquanto aqueles que
atuam apos a implantagdo embrionaria, impedindo assim o desenvolvimento
do concepto sdo denominados abortivos (Morris & Van Wagenen, 1973). O
termo interceptivo refere-se a compostos que atuam apoés a fertilizacdo do
ovulo, mas impedem a implantagcdo do embrido, promovendo, portanto,

efeito anti-implantagao.

Tendo em vista a vulnerabilidade do processo reprodutivo
frente a substancias quimicas e a ampla utilizacdo de plantas pela
populagdo no intuito de prevenir ou interromper gestacdes indesejadas,
pesquisas com fitoterapicos que possam afetar a reprodu¢do humana

despertam grande interesse cientifico.
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No entanto, alguns principios ativos naturais utilizados com
essa finalidade ndo tém seus efeitos confirmados em animais de laboratério
(Damasceno et al, 2002). Este fato pode estar relacionado a diversos
fatores, como diferenca de sensibilidade entre as espécies testadas, dose,

periodo de exposicao, dentre outros.

Os compostos quimicos contidos nos extratos de plantas
podem comprometer a manutengcdo da gestagcdo, atuando tanto sobre o
organismo materno, alvo primario, como sobre o organismo embriofetal, alvo
secundario (Lemonica, 2001). Dependendo do periodo de gestagao no qual
0os agentes entram em contato com o organismo materno, essa exposicao
pode resultar em diferentes respostas que variam desde um efeito anti-
implantagédo, alteragbes funcionais ou morfolégicas, retardo geral de

desenvolvimento, incidéncia de malformacdes até letalidade.

Apos a fecundacéo, trés periodos gestacionais se sucedem,
tendo cada qual caracteristicas e sensibilidade diferentes aos agentes

quimicos externos.

Antes da implantagdo, as células embrionarias tém como
caracteristica a pluripoténcia na formagao dos tecidos, assim sendo, o efeito
observado ira depender do numero de células atingidas pelo agente quimico
podendo ter como produto final embrioletalidade ou, devido a capacidade de
reposicdo das mesmas, o desenvolvimento normal do concepto (Wilson,
1977). Apesar de nesse periodo ndo ocorrerem alteragdes que possam
levar ao aparecimento de malformacgdes, pode vir a ocorrer aumento no
numero de variagées morfolégicas nos recém-nascidos, comprometendo seu

desenvolvimento pds-natal (Giavini et al, 1984, 1990).
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Apo6s a implantagdo, inicia-se o chamado periodo
organogénico, fase mais suscetivel a agcdo de agentes teratégenos e unico
periodo considerado potencialmente teratogénico, pois exposi¢cdes a
agentes quimicos podem resultar em importantes alteragdes na formacéao de

orgaos ou tecidos embrionarios.

O ultimo periodo é o fetal, caracterizado pela diferenciagcao
histolégica e funcional dos diferentes o6rgdos e sistemas, além do
crescimento ponderal do concepto. A exposicdo a agentes toxicos nesse
periodo da gestacdo pode resultar em alteragdes funcionais, retardo geral de
desenvolvimento e alteracbes comportamentais nos recém-nascidos

(Lemonica, 2003).

Uma das etapas mais importantes no estabelecimento e
manutengdo de uma gestagédo normal diz respeito a implantagdo do embriéo,
a qual ocorre ao final do 1° periodo gestacional. Dados epidemiologicos
indicam que 50% de todas as perdas gestacionais ocorrem antes ou no
momento da implantagdo do embrido (Wilcox et al, 1988), o que torna
necessaria uma avaliacdo mais detalhada a respeito dos mecanismos
envolvidos nesse processo, principalmente frente a exposicdo a agentes

quimicos.

Os eventos basicos da implantagdo embrionaria sao
bastante similares em varias espécies de mamiferos, possibilitando a
utilizacdo de modelos animais nesse tipo de estudo (Lee & DeMayo, 2004).

Cronologicamente, o processo de implantagédo também varia muito pouco
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entre as espécies: em ratos e camundongos, o blastocisto esta pronto para
se implantar em torno do 5° dia de prenhez (Phychoyos, 1986), enquanto
que no homem, o desenvolvimento do blastocisto se completa ao 7° dia de

gestacao (Aplin, 2003).

O desenvolvimento adequado do embrido depende de sua
intima associagdo com os tecidos maternos, os quais proverao todas suas
necessidades, o que acontece quando da implantagdo do blastocisto no
endométrio. O éxito dessa associagdo envolve uma série integrada de
eventos: preparo do endométrio, transporte e desenvolvimento dos
embrides, além do suporte hormonal e da sinalizagao celular realizada por

diversos fatores quimicos.

Portanto, as possiveis falhas que possam ocorrer no
processo de implantacdo embrionaria, resultantes da exposicdo materna a
agentes quimicos toxicos, podem estar associadas a uma agdo indireta
desses agentes sobre a secrecdo hormonal, preparagdo do endométrio
uterino ou motilidade do oviduto, ou ainda a uma acao direta sobre o
concepto promovendo alteragdes morfoldgicas e/ou inibicdo do crescimento

embrionario (Cummings, 1990).

Com relagao a participagao hormonal no estabelecimento e
manutencdo da gestacao, sabe-se que os horménios desempenham papel
fundamental (Aplin & Kimber, 2004). O preparo da decidua, bem como o
transporte e desenvolvimento do embrido, ocorrem em resposta ao nivel de

estrogénio e progesterona circulantes, secretados, a principio, pelo corpo
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luteo materno. Por sua vez, o embrido contribui para esse processo
produzindo a gonadotrofina coriénica (hCG), horménio que mantém o corpo
luteo funcionante até que a placenta seja capaz de assumir completamente
a secregao de progesterona e estrogénio. Outros horménios também sao
necessarios no periodo gestacional, como gonadotrofinas hipofisarias e
prostaglandinas ovarianas e uterinas. Portanto, substancias capazes de
interferir nas fungdes hormonais podem acarretar consequéncias adversas

para a gestagao.

Alguns principios ativos naturais contidos em plantas
medicinais tém sido relacionados com alteragdes em diferentes hormonios
que participam do processo de gestagcdo. A exposicao de ratas ao extrato
de Mallotus philippinensis (kamala), por exemplo, reduziu significantemente
os niveis séricos de FSH, LH e estradiol, com conseqlente alteracdo no
desenvolvimento folicular, ciclo estral, ovulagao, formacao de corpos luteos,
interferindo no estabelecimento e manutengdo da prenhez (Thakur et al,
2005). Por sua vez, o extrato aquoso de Inula viscosa administrado a ratas
prenhes do dia 1 ao 6 de gestacdo, diminuiu a taxa de implantagao

embrionaria com redugéo nos niveis de progesterona (Al-Dissi et al, 2001).

Com a fecundacdo, desencadeia-se no endométrio uma
série de modificagdes morfofuncionais. Essas modificagbes, conhecidas no
seu conjunto como reagado decidual, s&o essenciais para o sucesso da
gestacdo. Sendo assim, a auséncia da decidua implica obrigatoriamente na
faléncia da implantagdo. Algumas plantas de uso popular, como o Hibiscus

rosa-sinensis, apresentam efeitos sobre a implantagdo do blastocisto
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associadas com a falta de receptividade endometrial, caracterizada por

alteragdes bioquimicas e biofisicas da decidua (Nivsarkar et al, 2005).

Algumas vezes a interferéncia do extrato com a
receptividade uterina esta associada a sua atividade estrogénica, como foi
constatado em estudo experimental com camundongos expostos ao extrato
hidroalcoolico liofilizado de Maytenus ilicifolia (Montanari & Bevilacqua,

2002).

Além de interferir com os niveis hormonais e preparo do
endomeétrio, os principios ativos contidos nas plantas podem atuar sobre o
oviduto. Uma vez que o tempo correto de permanéncia dos embrides nos
ovidutos constitui-se em pré-requisito para desenvolvimento completo dos
mesmos, alteragdes na motilidade desse érgéo, atrasando ou adiantando a
chegada dos embrides ao utero, podem estar associadas a fracassos no
processo de implantagdo embrionaria (Emmens, 1970). De fato, o extrato de
Ixora finlaysoniana administrado a ratas no 1° dia de prenhez promoveu
aceleracao no transporte do embrido, impedindo o processo normal de
implantacdo devido a imaturidade dos embrides, bem como a falta de
receptividade adequada do endométrio para acolhé-los (Singh et a,1993). O
extrato também apresentou uma potente agdo estrogénica, o que deve ter
influenciado no transporte do concepto, uma vez que o numero de
receptores responsaveis pela contragdo e relaxamento da musculatura do
oviduto é modulada por horménios (Melo, 1994). Efeito semelhante foi
observado em camundongos expostos ao extrato aquoso de Ruta

graveolens, cuja ingestdo também resultou em interferéncia no transporte
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dos embrides (Gutierrez-Pajares et al, 2003).

Outro aspecto a ser avaliado na exposi¢cdo quimica durante o
periodo de pré-implantagdo € a acédo direta de agentes toxicos sobre o

concepto, alterando sua morfologia e/ou numero de blastdmeros.

O alecrim (Rosmarinus officinalis), planta largamente
utilizada quer em culinaria ou com fins terapéuticos, quando administrado
como extrato aquoso a ratas prenhes do 1° ao 4° dia de gestagao na dose
de 52 mg/kg/dia, aumentou o numero de blastocistos anémalos coletados na
luz uterina, evidenciando um efeito embriotoxico (Damasceno & Lemonica,
1999). Da mesma forma, a exposi¢gdo de camundongos a Ruta graveolens
acarretou elevada proporcdo de embrides anémalos associada com reducao

no numero de blastdmeros (Gutierrez-Pajares et al, 2003).

Efeitos mais severos, como embrioletalidade e
teratogenicidade, foram observados por Nath et al (1997) na prole de ratas
tratadas com extrato das sementes de Gossypium herbaceum, porém, nesse
caso, o tratamento foi realizado durante periodo mais prolongado e sensivel

(1° ao 10° dias da prenhez).

Entre as plantas amplamente utilizadas com finalidade
medicinal pela populacdo podemos citar o Plectranthus barbatus Andrews
(Coleus barbatus B.), planta da familia Lamiaceae (Teske & Trentini, 1997),
conhecida popularmente como boldo nacional ou brasileiro, falso-boldo,
também chamado de malva-santa no Nordeste, de tapete de Oxala na Bahia

e de Boldo do reino e sete dores em outras regides (Costa et al, 1992).
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O género Plectranthus consta de cerca de 300 espécies de
arbustos e subarbustos perenes, sendo nativa principalmente nas regides
temperadas e tropicais da Africa, Asia e Australia. Varias espécies desse
género tém fins culinarios por crescerem facilmente, e serem propagadas

em recintos fechados nas regides temperadas e frias (Corréa et al, 1991).

O boldo brasileiro € um subarbusto perene, de 60-80 cm de
altura, com ramos decumbentes e retos, semi-suculentos e aromaticos. As
folhas s&o opostas, ovado-oblongas, grossas, de até 12 cm de comprimento
por 8 cm de largura, de margem serrada, pilosas em ambas as faces, curto-
pecioladas. Suas flores sao hermafroditas, pentameras, fortemente
zigomorfas, azulviolaceas ou lavanda, agrupadas em longas inflorescéncias
eretas, do tipo racemo. Pode ser encontrado em todo Brasil, ndo se

desenvolvendo bem em locais muito sombreados (Corréa et al, 1991).

No Brasil, o falso-boldo é largamente utilizado no tratamento
de disturbios hepaticos e estomacais (Guarim, 1987; Ribeiro & Motter, 1992;
Panizza, 1997; Moreira, 1996). O cha obtido de suas folhas é tonico,
amargo, e utilizado como diurético, e quando tomado antes das refei¢cdes
ajuda na digestdo. Um dos componentes ativos mais importantes do P.
barbatus é o forskolin (Dubey et al, 1981), alcaldide associado a estimulagao
da adenil ciclase (Seamon et al, 1981). Cabe ressaltar que n&o deve-se
confundir o boldo nacional, cujo principio ativo € o Forskolin, com o Boldo do
Chile (Peumus boldus) também utilizado na medicina alternativa e cujo

principio ativo € a boldina (Korbes, 1995).
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Varios compostos de importancia medicinal vém sendo
identificados qualitativamente em plantas do género Plectranthus. De fato,
testes histoquimicos, corroborados por testes fitoquimicos, identificaram
substancias que confirmam a utilizacdo terapéutica do P. barbatus na
fitoterapia popular (Mauro et al, 2002). Nesses testes, realizados utilizando
material fresco de caule, folha e raiz dessa espécie, foram detectados
presencga intensa de alcaldides, saponinas, glicosideos cardioativos, além de

Oleos essenciais, em pequenas quantidades.

Embora o extrato seja empregado popularmente visando
aumentar a producdo e eliminacdo de sais biliares, ndo existe, até o

momento, confirmacéo cientifica dessa propriedade medicinal.

Por outro lado, atividade antidispéptica e prote¢cao contra
ulcera gastrica foram observadas em animais tratados com extrato aquoso
de caule e folhas do boldo, comprovando seu uso no tratamento de

problemas estomacais (Fischman et al, 1991).

Outra atividade estudada, diz respeito ao efeito da planta
sobre a musculatura lisa. Shah et al (1980) verificaram que a concentragao
de componentes quimicos responsaveis por essa atividade da planta varia
dependendo da parte estudada, sendo essa concentragdo menor nas partes
aéreas. De fato, estudos experimentais realizados por Dubey et al (1981)
utilizando o coleonol, diterpeno isolado previamente das raizes do boldo,
demonstraram que esta substancia exibe uma atividade espasmolitica néo

especifica sobre a musculatura lisa do trato gastrointestinal de varias




WI— Dntraducao o Revisao da Literatura 25

espécies animais, bem como promove um relaxamento da musculatura
uterina de gato “in vivo”. Além disso, Kasonia (1995) verificou que o extrato
metandlico do boldo produziu forte efeito relaxante em preparacdes de
musculo liso traqueal de cobaia, sugerindo que o uso popular para
tratamento da asma seja justificado pela presenca de um diterpeno com

atividade broncodilatadora que foi isolado das raizes da planta.

Assim como outras substancias quimicas de uso terapéutico,
0s principios ativos naturais também sio utilizados de forma inadequada,
sendo a mais frequente a que visa a interrupgéo da gestacdo. O boldo
brasileiro também vem sendo relatado na literatura cientifica como utilizado
popularmente objetivando um efeito abortivo ou emenagogo (Farnsworth et
al, 1975; Valdés et al, 1987). Estudo experimental, em ratas, observou que a
exposig¢ao crénica ao boldo n&o resultou em alteragcbes hematolégicas ou
anatomopatolégicas, nao interferindo também com a fertilidade e a
capacidade reprodutiva desses animais (Silva et al, 1992). Por outro lado,
durante a gestagao, o extrato aquoso do boldo administrado a ratas antes da
implantagcdo embrionaria, em doses 40 vezes maiores que as utilizadas
terapeuticamente, diminuiu a implantagdo embrionaria, aumentou a taxa de
perda pré-implantacdo e aumentou o numero de fetos com retardo de
desenvolvimento ao nascimento (Almeida & Lemonica, 2000). No entanto,
quando a exposi¢cao, a mesma dose, foi realizada apds a implantagao nao
foram observadas alteracbes embriofetais que pudessem ser atribuidas ao

tratamento.
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Frente a essas constatagdes experimentais, que justificam o
uso popular da planta visando interromper a gestacdo, bem como a
observacado de atividade relaxante sobre musculatura lisa de diterpenos
isolados dessa planta citadas anteriormente, foi aventada a hipotese de que
o efeito estivesse associado a uma acao do extrato sobre a musculatura do
oviduto, interferindo com sua motilidade e, consequentemente, com o

transporte embrionario.

Ha evidéncias que substancias quimicas comumente
encontradas em extratos de plantas medicinais, como os alcaldides, podem
alterar a taxa de implantacido e o desenvolvimento embrionario pré e pos-
implantacado (Panter & James, 1995; Srivastava et al, 2001). Muitos desses
alcaldides, observados em diferentes espécies de plantas, tém apresentado
uma ampla variedade de atividades que devem interferir com a
embriogénese, como inibigdo do crescimento celular in vitro (Trovato et al,
1996), atividade mutagénica (Paulini et al, 1991), atividade estrogénica

(Chawla et al, 1988; James, 1999), entre outras.

Neste contexto, o objetivo dessa pesquisa foi estabelecer,
experimentalmente, o mecanismo pelo qual o extrato aquoso de
Plectranthus barbatus atua no organismo materno e sobre o
desenvolvimento do concepto, levando ao efeito anti-implantagdo observado

anteriormente por Almeida & Lemonica (2000).
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Com a finalidade de esclarecer essa possivel interferéncia
do boldo brasileiro no processo de implantagdo embrionaria, foram testadas

3 hipoteses:

v efeito embriotdxico, promovendo alteragées morfolégicas

no embrido que impossibilitariam sua implantagéo;

v disturbio na motilidade do oviduto, alterando o transporte

embrionario e

v alteragdo hormonal, modificando as condigbes ideais do

organismo materno para o processo de implantagao.

A avaliagdo do desenvolvimento e transporte embrionario
durante o periodo de pré-implantacao foi realizada através de método
proposto por Giavini et al (1979), o qual permite a contagem e analise
morfolégica dos embrides, bem como classificagdo quanto o estagio de

desenvolvimento e determinagao do numero de blastdmeros por embrido.

Como alteragdes no processo de implantacdo podem estar
relacionadas a alteragdes morfofuncionais no organismo embriofetal, foram
avaliadas também, ao final da gestacao, as repercussdes do tratamento no
desenvolvimento do concepto, seguindo protocolo proposto pelas agéncias
normativas para estudo de toxicidade pré-natal ou do desenvolvimento

(OECD, 2001).

Portanto, frente a importdncia do conhecimento das
alteracdes reprodutivas promovidas por plantas medicinais necessario para
a avaliacdo de riscos para saude humana, pretendeu-se, no presente
estudo, verificar os reais efeitos do boldo brasileiro sobre a gestagéo,

especificamente no periodo de pré-implantacido embrionaria.
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RESUMO

O objetivo do presente estudo foi verificar, experimentalmente, o possivel
mecanismo pelo qual o extrato aquoso de Plectranthus barbatus (boldo-
brasileiro), planta utilizada popularmente como abortiva, atua sobre o
organismo materno ou sobre o desenvolvimento do concepto durante o
periodo de pré-implantagédo, correlacionando sua ingestdo com possiveis
alteracdes no transporte e desenvolvimento embrionario ou com alteragdes
hormonais maternas.

Com esta finalidade, ratas Wistar prenhes receberam, por gavagem, doses
crescentes (400, 800 e 1600 mg/kg/dia) do extrato aquoso de P. barbatus ou
agua destilada (grupo controle) do 0 ao 4° dia de prenhez, quando foram
realizadas as avaliagdes de parametros maternos e embrionarios.

A exposicao das ratas prenhes ao boldo, no inicio da gestagdo, nao alterou
0s niveis plasmaticos maternos de progesterona. O numero total de
embrides coletados, bem como de blastocistos maduros, também foi
semelhante entre os grupos, sugerindo que ndo deva ter ocorrido retengéo
dos embrides nos ovidutos. Entretanto, a ingestdo do boldo resultou em
aumento significante dose-dependente na porcentagem de embrides
an6malos e de ninhadas com embrides anémalos. Esse efeito ndo foi
associado a alteragdo no numero médio de blastémeros por embrido, o qual
nao diferiu nos 4 grupos experimentais.

Conclui-se, portanto, que o extrato aquoso do boldo apresenta efeito
embriotéxico direto, evidenciado por alteracbes morfolégicas antes da

implantagdo embrionaria.

Palavras-Chave: Plectranthus barbatus, Boldo-Brasileiro, Ratas,
Embriotoxicidade, Pré-implantacao
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ABSTRACT

The present study was conducted to determine the possible mechanism by
which the aqueous extract of Plectranthus barbatus (brazilian-boldo), a plant
used popularly as abortive agent, can lead to early loss of pregnancy,
correlating this possible effect with morphological alterations in the embryo,
oviductal motility dysfunctions or maternal hormonal level modifications.
Pregnant Wistar rats were treated with increasing doses (400, 800 and 1600
mg/kg per day) of an aqueous extract of P. barbatus or water (control), orally
on days 0-4 of pregnancy. Before implantation, embryos were flushed from
uterine horns to examine their developmental stage, morphology and cell
number. Maternal plasmatic progesterone level was measured and no
significant differences were observed between groups. The total number of
embryos present in the uterus on day 4 p.c. (post-coitum) was similar,
suggesting that the treatment did not cause embryo retention in the oviduct.
However, ingestion of brazilian-boldo resulted in a significant increased
proportion of dams with abnormal embryos and number of abnormal
embryos. These findings demonstrate that oral administration of P.barbatus

extract interferes with normal morphological embryo development.

Keywords: Plectranthus barbatus, Brazilian-Boldo, Rats, Embryotoxicity,
Preimplantation
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1. INTRODUGCAO

O uso de principios ativos naturais, como terapia alternativa,
€ muito difundido no Brasil [1]. Apesar da ampla utilizagdo de fitoterapicos
pela populagdo, poucos tém suas propriedades medicinais comprovados

cientificamente [2].

Assim como outras substancias quimicas de uso terapéutico,
os principios ativos naturais também sio utilizados de forma inadequada,
sendo uma delas a que visa a interrup¢ao da gestacado. No entanto, alguns
principios ativos naturais utilizados com essa finalidade n&o tém seus efeitos

confirmados em animais de laboratdrio [3].

O Plectranthus barbatus Andrews, conhecido popularmente
como boldo-brasileiro, € uma planta a qual sao atribuidos diversos efeitos
terapéuticos, principalmente os relacionados a disturbios gastrointestinais e
hepaticos [4,5]. Essa planta medicinal também vem sendo relatada na
literatura cientifica como utilizada popularmente objetivando efeito abortivo

ou emenagogo [6,7].

Em estudo realizado em ratas, foi observado que a
exposi¢cao cronica ao boldo nao interfere com a fertilidade e a capacidade
reprodutiva desses animais [8]. Por outro lado, o extrato aquoso do boldo
administrado a ratas, em doses 40 vezes maiores que as utilizadas
terapeuticamente, durante a gestagdo e antes da implantacdo embrionaria,
diminuiu a implantacdo dos embrides, aumentou a taxa de perda pré-

implantagdo e aumentou o numero de fetos com retardo de desenvolvimento
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ao nascimento [9]. A exposi¢cao, a mesma dose, quando realizada apos a
implantacdo embrionaria nao resultou em alteragcbes embriofetais que

pudessem ser atribuidas ao tratamento.

Frente a essas evidéncias, o objetivo desse estudo foi
estabelecer, experimentalmente, o possivel mecanismo pelo qual o extrato
aquoso das folhas de P. barbatus atua no inicio da gestagdo e que

justificaria seu uso popular.

Para avaliar seus efeitos sobre o organismo de ratas
prenhes ou sobre o desenvolvimento do embrido antes de sua implantagao

no utero materno, foram testadas 3 hipoéteses:

v efeito embriotdxico, promovendo alteragdes morfologicas

no embrido que impossibilitariam sua implantagao;

v' alteragdo na motilidade do oviduto, interferindo com o

transporte embrionario e

v alteracdo de niveis hormonais maternos, impedindo o

desenvolvimento normal da gestagao.
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2. MATERIAL E METODO

2.1. Extrato aquoso

O P. barbatus foi coletado na regido de Rubido Junior,
Botucatu (SP/Brasil) e identificado no Departamento de Botanica do IBB,
UNESP, sendo um espécime da planta depositado (n° 25.085) no Herbario

da Universidade.

O principio ativo foi extraido das folhas frescas através de
mistura etanol/agua 70% durante 48 horas. A mistura foi filtrada e
concentrada em evaporador rotativo para eliminagdo do alcool e obtencao
de um extrato aquoso concentrado. Aliquotas de 0.2 ml do extrato da planta
foram utilizadas na determinagcédo do peso seco do extrato, que variou de 50

a 100 mg/ml.

2.2. Animais

Foram utilizados ratos machos e fémeas Wistar com idades
entre 8 e 12 semanas, ambos adquiridos no Centro Multidisciplinar para

Investigagao Bioldgica (CEMIB) da UNICAMP.

Os animais foram mantidos no Biotério do Departamento de
Patologia — FM, em sala com temperatura controlada e com ciclo de
claro/escuro de 12/12 hs durante os periodos de aclimatagéo
(aproximadamente 10 dias) e experimental. Agua e ragao foram oferecidas

“ad libitum”.
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2.3. Procedimento experimental

Para o acasalamento, as ratas foram colocadas com macho
comprovadamente fértil. O estro com a presenga de espermatozoides
observados no exame microscopico dos esfregacos vaginais foram

considerados como indicativos do dia 0 da gestacgao.

As ratas prenhes foram distribuidas, aleatoriamente, em 4
grupos experimentais com 12 animais cada e foram tratadas do 0 ao 4° dias
de gestagcdo com agua destilada (grupo controle) ou com o extrato do boldo

nas doses de 400, 800 ou 1600 mg/kg/dia (grupos experimentais).

A ingestao de ragdo e o ganho de peso das ratas prenhes
foram observados com a finalidade de verificar uma possivel toxicidade do

extrato nas doses administradas.

As avaliacbes de parametros maternos e embrionarios foram
realizadas no 4° dia de gestagdo, quando as fémeas prenhes foram

sacrificadas.

2.4. Avaliacao Hormonal

Durante a laparotomia foi realizada punc¢do cardiaca e o
sangue coletado centrifugado (1800 rpm / 8 min) para estoque do plasma em

freezer e posterior dosagem de progesterona.
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2.5. Avaliacao morfolégica dos embrides antes da implantagao

ApOs a coleta sanguinea, foram retirados os cornos uterinos

e 0s ovarios para contagem dos corpos luteos.

Os cornos uterinos foram, entdo, seccionados nas 2
extremidades e perfundidos com 1 ml de solugéo fisiolégica 0.9%. Os
embrides coletados foram observados em microscopio com contraste de
fase quanto a sua morfologia e classificados de acordo com o estagio de
desenvolvimento em morula, blastocisto inicial ou blastocisto maduro. As
alteragdes morfolégicas foram definidas quanto ao tamanho e forma das

células, além da compactacgao e integridade das mesmas.

2.6. Analise do numero de blastomeros

Posteriormente, os embrides foram individualmente
processados pelo método de Tarkowsky [10] para contagem do numero de
blatbmeros. Apds permanecerem em solugdo de citrato de sédio 0.8% por
15 minutos, os embrides foram transferidos para laminas histologicas e
fixados com alcool etilico/acido acético (3:1). Em seguida a secagem das
laminas, foi realizada a coloragcao utilizando-se corante Giemsa e tampao

fosfato (pH=6.5) [11].
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2.7. Analise estatistica

Para a avaliagado dos resultados foram utilizados os testes de
Analise de Variancia para o modelo com um fator, complementado com o
Teste de Comparagbes Multiplas de Tukey [12], o teste estatistico ndo
parameétrico de Kruskal-Wallis [12] e o teste de Goodman para comparacdes

entre e dentro de populagdes binomiais [13].

Foram utilizadas letras minusculas para indicar os resultados

das comparagdes entre grupos fixadas a categoria de resposta.

Todas as conclusdes estatisticas foram realizadas ao nivel

de 5% de significancia.
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3. RESULTADOS

Na Tabela 1 encontram-se os dados referentes aos
parametros indicativos de toxicidade e desempenho reprodutivos maternos

avaliados durante o periodo de pré-implantacgao.

Na anadlise estatistica do ganho de peso materno foi
detectada diferencga significativa entre o grupo controle e os grupos que
receberam as doses de 400 e 1600 mg/kg/dia do extrato do boldo (mediana
+ semi-amplitude total, Teste de Kruskal-Wallis). Nas fémeas que
receberam a dose de 800 mg/kg/dia, apesar de ter sido observada uma
reducdo no ganho de peso, esse resultado n&o foi estatisticamente diferente

quando comparado ao grupo controle.

Para avaliagdo da ingestdo média de ragédo foi realizada
Anadlise de Variancia, através da qual foi constatada uma reducao
significativa, somente na ingestao das fémeas do grupo que recebeu a maior

dose do extrato da planta com relacdo as fémeas do grupo controle.

Os resultados relacionados a dosagem dos niveis
plasmaticos de progesterona nas ratas e ao numero de corpos luteos,
demonstram nao existir efeito do tratamento nas fungdes ovarianas, pois na
analise estatistica nao foi possivel detectar diferencas entre os 4 grupos

experimentais.




Tabela 1- Toxicidade materna e desempenho reprodutivo de ratas Wistar ao 4° dia de prenhez que receberam, por gavage do

0 ao 4° dias de gestacgao, diferentes doses do extrato aquoso de P. barbatus ou agua destilada.

Controle 400 mg/kg/dia 800 mg/kg/dia 1600 mg/kg/dia
Numero de fémeas prenhes 12 12 12 12
*Ganho de peso materno (g) 9.50 + 11.0° 4.00 + 11.0° 6.00 £ 17.0% -1.00 + 24.0?
**|ngestdo diaria de racdo (g) 19.31 +2.52° 16.06 + 3.08 % 15.48 + 3.57%® 12.67 £4.79°
**Nivel plasmatico de Progesterona (ng/ml) 26.03+7.74°2 30.27+6.60° 26.87+6.87 2 28.83+5.58 2

*Numero de Corpo Luteo (total) 12.0 +4.0% (153)

13.0 £ 2.0 (152)

12.0 + 1.5 (147)

12.0 +2.02 (145)

*mediana * semi-amplitude total, Teste de Kruskal-Wallis (p<0.05)
** média £ SD, Analise de Variancia (p<0.05)

sopopmsayy, — T T opmdny,
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A observacao dos dados da Tabela 2 indica que o numero
total de embrides coletados ao 4° dia de gestacao foi semelhante entre os
grupos experimentais, assim como o numero de embrides que alcangaram o
estagio de blastocisto maduro. Houve, entretanto, nos grupos que
receberam o extrato, um decréscimo na porcentagem de embrides menos
desenvolvidos que ainda estavam em estagio de moérula ou blastocisto
inicial, possivelmente correlacionado ao aumento significante dose-
dependente na porcentagem de embrides andmalos (p<0.05, teste de
Goodman). Analisando a porcentagem de fémeas que apresentaram
embrides anbmalos, observa-se que houve também um aumento dessa
porcentagem nos grupos tratados, sendo que 83.3% das fémeas tratadas
com a dose de 1600 mg/kg/dia (maior dose) apresentaram alteragoes

embrionarias em suas ninhadas.

O teste de Analise de Variancia, utilizado para avaliagao do
namero médio de blastdmeros por embrido, ndo detectou diferengas
significantes (p<0.05) entre os resultados dos grupos tratados com o extrato

em relagdo ao grupo controle.




Tabela 2 - Avaliagdo dos embrides coletados ao 4° dia de prenhez de ratas Wistar que receberam, por gavage do 0 ao 4° dias
de gestacao, diferentes doses do extrato aquoso de P. barbatus ou agua destilada.

Controle 400 mg/kg/dia 800 mg/kg/dia 1600 mg/kg/dia

Numero de fémeas

Total 12 12 12 12

*Com embrides anémalos (%) 4 (33.3)° 7 (58.3)% 7 (58.3)% 10 (83.3)°
Numero total de embrides

**Coletados 99 (8.5+3.5)® 101(8.5+2.5)% 102(85+35)% 89(7.0+3.0)°

Processados para citologia (%) 53 (53.5) 35 (34.7) 57 (55.9) 41 (46.1)
*Numero de blastocistos maduros (%) 39 (39.40)° 39 (38.60)° 43 (42.2) 35 (39.3)?
* Numero de blastocistos iniciais e morulas (%) 53 (53.5)° 48 (47.5)%° 34 (33.3)? 28 (31.5)°
*NUmero de embrides anémalos (%) 7 (7.1)° 13 (12.9) 25 (24.5)* 26 (29.2)°
***Numero médio de blastémeros/embriao 23.29 + 3.41° 22.21+3.60° 20.66 +6.43° 19.02 £+ 6.45°

* Teste de Goodman (p< 0.05)
** Teste de Kruskal-Wallis (mediana + semi-amplitude total)
*** Analise de Variancia (p<0.05)
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4. DISCUSSAO

Para avaliar experimentalmente os efeitos adversos de
substancias quimicas sobre a gestacao € importante o estabelecimento das
doses a serem testadas, pois considera-se a existéncia de uma dose limite a
partir da qual possam ocorrer efeitos adversos sobre o desenvolvimento
intra-uterino.  Outro aspecto que deve ser considerado diz respeito a
diferenca de sensibilidade existente entre as espécies animais, o que implica
na possibilidade de extrapolacdo dos dados obtidos em laboratério para a

espécie humana.

Relatos populares indicam que, com finalidade abortiva, o
boldo-brasileiro € ingerido em doses superiores as utilizadas com finalidade
terapéutica. Dessa forma, apds estudos preliminares, optou-se por utilizar
doses crescentes, até 80 vezes maiores que as utilizadas pela populagdo no

tratamento de disturbios gastrointestinais.

Durante o experimento, as fémeas dos grupos que
receberam as diferentes doses do extrato apresentaram sinais leves de
intoxicacdo. Na avaliacdo da toxicidade materna, nao foram observadas
alteracdes fisicas ou comportamentais que pudessem ser relacionadas ao
tratamento. O ganho de peso corporal se apresentou reduzido nos animais
que receberam o extrato nas doses de 400 e 1600 mg/kg/dia, em relagéo ao
grupo controle. No grupo que recebeu o extrato na dose de 800 mg/kg/dia,
essa reducgao, apesar de existir, ndo foi estatisticamente diferente do grupo

controle. O consumo de racdo, outro parametro indicativo de toxicidade
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materna, manteve-se reduzido durante todo o periodo de tratamento, sendo

significante em relagdo ao controle somente na maior dose (Tabela 1).

Como o tratamento foi realizado no periodo de pré-
implantagdo, quando ainda n&o estdo estabelecidas as trocas materno-
embriondrias através da placenta, e os embrides estdo expostos aos
agentes toxicos através dos fluidos maternos, acredita-se que possiveis
alteracbes na homeostase dessas ratas, resultantes da intoxicagdo, nao
devam estar associadas aos efeitos reprodutivos adversos observados neste

estudo.

A exposigcdo materna a principios ativos naturais vem sendo
relacionada a efeitos tdxicos sobre o desenvolvimento embrionario. O
alecrim (Rosmarinus officinalis), quando administrado como extrato aquoso a
ratas prenhes do 1° ao 4° dias de gestagdo na dose de 52 mg/kg/dia,
aumentou o numero de blastocistos anémalos coletados na luz uterina,
evidenciando efeito embriotéxico [14]. Da mesma forma, a exposi¢ao de
camundongos a Ruta graveolens elevou a incidéncia de embrides com
alteragdes morfolégicas associada a uma redugdo no numero de

blastdbmeros [15].

No presente estudo, a administracdo do extrato aquoso do
boldo nas doses de 400, 800 e 1600 mg/kg/dia a ratas prenhes antes da
implantacdo embrionaria, resultou no aumento do numero de embrides que
apresentaram alteragdes morfolégicas (Tabela 2). A porcentagem de

embrides andmalos, que foi de 7.1% no grupo controle, aumentou para
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29.2% no grupo que recebeu a maior dose do extrato. Os grupos tratados
com 400 e 800 mg/kg/dia, apresentaram porcentagens de 12.9 e 24.5%,
respectivamente, sendo superiores a do grupo controle. Este aumento foi
estatisticamente significante, além de dose-dependente. Analisando este
parametro com relacido as maes, unidade experimental a ser considerada
em estudos de toxicologia do desenvolvimento, observou-se que a
porcentagem de ratas prenhes que apresentavam embrides andmalos
também aumentou significativamente de 33.3% das fémeas no grupo
controle para 83.3% das fémeas no grupo que recebeu a maior dose do
boldo. Essas observacdes indicam que o extrato exerceu acao direta sobre
os embrides, caracterizada por diferencas no tamanho e forma das células

embrionarias, além da falta de compactacao e integridade das mesmas.

Considerando que o efeito embriotéxico pode se estabelecer
através da inibicao do crescimento embrionario e que a redugao no numero
de células pode estar relacionada a alteragdes na formacao dos blastocistos
[16], foi realizada a analise do numero médio de blastdbmeros por embrido.
Como pode ser observado na Tabela 2, este parametro nao apresentou
diferencas significativas entre os grupos testados, indicando que o

tratamento nao interferiu com a proliferacéo celular.

Apesar do numero meédio de blastbmeros ter se mostrado
semelhante em todos os grupos experimentais, verificou-se que esse
numero é inferior aos observados em outros estudos [11,14,15,17]. Além
disso, na analise dos estagios de desenvolvimento dos embrides, foi

constatada elevada incidéncia de embrides em fase de moérula ou blastocisto
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inicial, inclusive no grupo controle, quando comparada a porcentagem de
blastocistos maduros. Estes dados sugerem uma possivel imaturidade dos
embrides no momento da coleta. Embora a escolha do dia de coleta dos
embrides tenha se baseado em dados da literatura que indicam que a
maioria dos embrides se implanta ao final da tarde do 4° dia de gestacéo,
considerando-se o dia da fecundacdo como dia 0, acredita-se que essa

diferenca se deva a linhagem de ratos utilizada [18,19].

Pode-se verificar também que houve uma queda significativa
na porcentagem de embrides em estagios iniciais de desenvolvimento, de
53.5% no grupo controle para 31.5% no grupo tratado com a dose de 1600
mg/kg/dia do extrato. Esta reducdo pode ser inferida ao aumento,
inversamente proporcional, na porcentagem de embrides andmalos
observado nos grupos tratados, pois as alteracbes na morfologia das células
nao permitiram a classificacdo desses embribes quanto ao estagio de

desenvolvimento.

Além de atuar sobre o concepto, os principios ativos naturais
também podem interferir na manutencéo da gestagao alterando o transporte
embrionario através de uma agao sobre o oviduto. Uma vez que, o tempo
correto de permanéncia dos embrides nesse local, constitui-se, no inicio da
gestacdo, em preé-requisito para o desenvolvimento completo dos mesmos,
alteragdes na motilidade do oviduto, atrasando ou adiantando a chegada dos
embrides ao utero, podem estar associadas a perdas pré-implantacéo [20].
De fato, o extrato de Ixora finlaysoniana administrado a ratas no 1° dia de

prenhez promoveu a aceleragdo no transporte do embrido, impedindo o
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processo normal da implantagao [21]. Efeito semelhante foi observado em
camundongos expostos ao extrato aquoso de Ruta graveolens, cuja ingestao

resultou, também, em interferéncia no transporte dos embrides [15].

Varios autores observaram, em diferentes espécies animais,
atividade do extrato de boldo sobre a musculatura lisa associando-a a
presenca de diterpenos extraidos da raiz da planta [22,23]. Frente a essa
evidéncia, aventou-se a hipotese de que o efeito anti-implantagdo do boldo
relatado por outros autores [9], estivesse associado a agdo do extrato sobre
a musculatura do oviduto, interferindo com sua motilidade e,
consequentemente, com o transporte embrionario. Porém, o numero total de
embrides coletados ao 4° dia de gestagdo, assim como o numero de
blastocistos maduros observados, foi semelhante entre todos os grupos
experimentais (Tabela 2). Deve-se considerar, entretanto, que, no presente
estudo, o extrato aquoso foi obtido a partir de folhas frescas do boldo e que
a concentracdo dos componentes quimicos responsaveis por essa atividade

espasmolitica € menor nas partes aéreas da planta [24].

Alteracbes na motilidade do oviduto podem também ser
induzidas por desbalango nos niveis hormonais, uma vez que 0 numero de
receptores responsaveis pela contragcdo e relaxamento da musculatura
desse orgao € modulado por horménios [25]. Tanto o transporte como o
desenvolvimento do embrido, ocorrem em resposta ao nivel de estrogénio e
progesterona circulantes, secretados, a principio, pelo corpo luteo materno.
Algumas espécies de plantas medicinais sdo capazes de interferir na

secre¢ao ou na funcao de diferentes hormdnios que participam do processo
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de gestacdo com consequéncias adversas para o desenvolvimento
embrionario. A exposicdo de ratas ao extrato de Mallotus philippinensis
(kamala), por exemplo, reduziu significantemente os niveis séricos de FSH,
LH e estradiol, com consequente alteragdao no desenvolvimento folicular,
ciclo estral, ovulagcdo, formacdo de corpos Iuteos, interferindo no
estabelecimento e manutencdo da prenhez [26]. Por sua vez, o extrato
aquoso de /nula viscosa administrado a ratas prenhes do 1° ao 6° dias de
gestacdo, reduziu o nivel de progesterona alterando a implantagdo dos

embrides [27].

O extrato do boldo, ndo alterou os niveis plasmaticos de
progesterona determinados por radioimunoensaio ao final do periodo de
tratamento, os quais variaram em média de 26.03 a 30.27 ng/ml (Tabela 1).
Nao foram observadas também diferencas entre o numero de corpos luteos
nos grupos experimentais, demonstrando que sua formagdo e

desenvolvimento nio foram afetados com o tratamento.

Conclui-se, que a ingestdo do extrato aquoso das folhas de
P. barbatus, no inicio da gestagéo, resulta em efeito embriotoxico direto,
promovendo altera¢gdes morfoldgicas no embrido em seus primeiro estagios
de desenvolvimento, sendo mantidos a integridade hormonal materna e o

transporte dos embrides ao utero.
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RESUMO

O extrato aquoso do boldo-brasileiro demonstrou, em estudo anterior,
exercer acao toxica direta sobre o embrido de ratas, quando administrado
durante a prenhez, antes da implantacdo embrionaria. Como as alteracgdes,
nesse periodo, podem vir a comprometer a implantacdo do concepto no
utero materno e o desenvolvimento do embrido pds-implantado, o objetivo
deste estudo foi o de verificar, ao final da gestagdo, as repercussoes

maternas e fetais do tratamento.

Com esta finalidade ratas Wistar prenhes receberam, por via oral através de
gavage, doses crescentes (400, 800 e 1600 mg/kg/dia) do extrato aquoso de
P. barbatus ou agua destilada (grupo controle) do 0 ao 4° dia de prenhez,
sendo que ao 20° dia foram realizadas a avaliagdo do desempenho

reprodutivo materno e a analise morfolégica dos recém-nascidos.

A porcentagem de perda embrionaria pré-implantacdo nao diferiu
significativamente entre os grupos. Entretanto, o tratamento com o extrato
aumentou o numero de reabsorgdes precoces e consequentemente a
porcentagem de perda embrionaria pés-implantagdo. Os fetos examinados
a termo, apresentaram retardo de desenvolvimento, provavelmente devido
ao comprometimento das trocas materno-fetais, resultante de alteragdes

placentarias.

Portanto, conclui-se, que o extrato aquoso do boldo-brasileiro, administrado
a ratas prenhes em dose até 80 vezes mais elevadas do que as utilizadas
popularmente com fins terapéuticos, nao interferiu com a implantagao
embrionaria, apresentando, porém, efeito embriotdéxico, embrioletal e

alterando o peso e estrutura da placenta.

Palavras-Chave: Plectranthus barbatus, Boldo-Brasileiro, Ratas,
Embriotoxicidade, Embrioletalidade, Placentomegalia
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ABSTRACT

Aim: This study examined whether the aqueous extract of Plectranthus
barbatus (brazilian-boldo), with confirmed toxic effect on early embryonic
development, could affect the establishment and maintenance of pregnancy

and/or alter embryo post-implantation development in rats.

Methods: Pregnant Wistar rats were treated with an aqueous extract of P.
barbatus (400, 800 and 1600 mg/kg per day) or water (control), orally, on
days 0-4 of pregnancy. At term, reproductive performance of dams was
evaluated and fetuses were examined for external, visceral and skeletal

variations or fetal development delayed.

Results: There was no significant change in the percentage of pre-
implantation embryonic loss in the treated groups. However, there was an
increase in the number of resorptions and in the percentage of post-
implantation embryonic loss, indicating abortive effect. The analysis of fetal
development revealed a reduction in the total number of ossification centers,

and this delayed may be related to possible placental dysfunction.

Conclusion: The results of this study are in agreement with the popular
reputation of this plant as abortifacient. Further, the plant possesses toxic

effect that interferes with embriofetal and placental development.

Keywords: Plectranthus barbatus, Brazilian-Boldo, Rats, Embryotoxicity,
Abortive effect, Placental alterations
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1.  INTRODUGAO

O conhecimento das alteragbes reprodutivas promovidas por
plantas medicinais, recurso terapéutico muito difundido no Brasil, é
necessario para avaliacdo de riscos para saude humana, principalmente

durante a gestagéo.

Efeitos adversos que comprometam o estabelecimento e
manutengdo da gestagdo, resultantes da exposicdo materna a agentes
téxicos, podem estar associados tanto a uma acédo sobre o organismo
materno como sobre o0 organismo embriofetal, interferindo no
desenvolvimento intra-uterino [1]. Varios principios ativos naturais, utilizados
com finalidade abortiva, no inicio da gestacdo, apresentam efeitos

embriotéxicos [2-4].

Embora o periodo inicial da gestagdo ndo seja um periodo
teratogénico, os agentes quimicos podem entrar em contato com o embrido
através dos fluidos maternos, persistindo em suas células por periodos
maiores que no sangue [5], e promover efeitos toxicos. Esses efeitos podem
resultar, ao final da gestagdo, em morte intra-uterina [6,7], retardo do
desenvolvimento fetal [8,9] e/ou em alteragcdes morfofuncionais nos recém-

nascidos [10].

Em estudos anteriores, procurando estabelecer o possivel
mecanismo pelo qual o extrato aquoso do Plectranthus barbatus (boldo-
brasileiro) atua sobre a gestacdo, foram administrados a ratas prenhes,

durante o periodo de pré-implantagao embrionaria, doses do extrato até 80
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vezes maiores que as utilizadas terapeuticamente. Nesse estudo,
constatou-se que o boldo apresenta acdo toxica direta sobre o embrido,
promovendo alteragcbes morfolégicas em seus primeiros estagios de
desenvolvimento. A ingestdo desse extrato ndo esteve associada a
alteragdes nos niveis plasmaticos maternos de progesterona, assim como

nao interferiu no transporte embrionario [11].

Considerando que, alteragbes morfologicas nos embrides
antes da implantacdo, podem comprometer seu processo de implantagdo no
utero materno, assim como seu desenvolvimento, o objetivo do presente
estudo foi verificar, ao final da gestacdo, as possiveis repercussdes da
exposi¢cao materna ao extrato de P. barbatus, durante o periodo de pré-
implantagcédo, no desempenho reprodutivo de ratas e no desenvolvimento do

embrido pés-implantado.
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2. MATERIAL E METODO
2.1. Extrato aquoso

O P. barbatus foi coletado na regido de Rubido Junior,
Botucatu (SP/Brasil) e identificado no Departamento de Botanica do IBB,
UNESP, sendo um espécime da planta depositado (n° 25.085) no Herbario

da Universidade.

O principio ativo foi extraido das folhas frescas através de
mistura etanol/agua 70% durante 48 horas. A mistura foi filtrada e
concentrada em evaporador rotativo para eliminagdo do alcool e obtencao
de um extrato aquoso concentrado. Aliquotas de 0.2 ml do extrato da planta
foram utilizadas na determinacado do peso seco do extrato, que variou de 50

a 100 mg/ml.

2.2. Animais

Foram utilizados ratos machos e fémeas Wistar com idades
entre 8 e 12 semanas, ambos adquiridos no Centro Multidisciplinar para

Investigacao Biologica (CEMIB) da UNICAMP.

Os animais foram mantidos no Biotério do Departamento de
Patologia — FM, em sala com temperatura controlada e com ciclo de
claro/escuro de 12/12 hs durante o0s periodos de aclimatagao
(aproximadamente 10 dias) e experimental. Agua e racdo foram oferecidas

“ad libitum”.
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2.3. Procedimento experimental

Para o acasalamento, as ratas foram colocadas com macho
comprovadamente fértil. A presenca de espermatozdides observada no
exame microscopico dos esfregacos vaginais foi considerada como

indicativa do dia 0 da gestagéo.

As ratas prenhes foram distribuidas, aleatoriamente, em 4
grupos experimentais com 12 animais cada e foram tratadas do 0 ao 4° dias
de gestagcdo com agua destilada (grupo controle) ou com o extrato do boldo

nas doses de 400, 800 ou 1600 mg/kg/dia (grupos experimentais).

A ingestao de ragdo e o ganho de peso das ratas prenhes
foram observados com a finalidade de verificar uma possivel toxicidade do

extrato nas doses administradas.

As avaliagbes do desempenho reprodutivo materno e
analises morfolégicas dos fetos foram realizadas no 20° dia de gestacao,

quando as fémeas prenhes foram sacrificadas.

2.4. Avaliacao fetal

Apos laparotomia e exposicdo dos cornos uterinos, foram
verificados pontos de implantagdo, reabsorgcbes precoces e tardias e o
numero de fetos vivos e mortos. Os fetos e as placentas foram pesados e
examinados externamente. Os ovarios também foram retirados para

contagem do numero de corpos luteos.
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Quando nao foram verificados desenvolvimento fetal ou
pontos de implantacbes visiveis, o utero foi submetido ao teste de
confirmagéo de prenhez, utilizando-se reativo de Salewsky [12], o qual

permite a visualizagcao de reabsor¢gdes em estagios iniciais de implantagao.

Metade de cada ninhada, apds fixacdo em Bouin, foi
analisada quanto a presenca de alteragdes viscerais, utilizando-se o método
de seccdes seriadas proposto por Wilson [13]. A outra metade dos fetos, foi
examinada quanto a presenga de alteragdes esqueléticas seguindo método
proposto por Staple & Schenell [14], e os pontos de ossificagdo contados

para determinagéo do grau de desenvolvimento fetal [15].

2.5. Analise estatistica

Para a avaliagao dos resultados foram utilizados a técnica da
Analise de Variancia para o modelo com um fator, complementada com o
Teste de Comparagbes Multiplas de Tukey [16], o teste estatistico nao
paramétrico de Kruskal-Wallis [16] e o teste de Goodman para comparacgdes

entre e dentro de populagdes binomiais [17].

Foram utilizadas letras minusculas para indicar os resultados

das comparagdes entre grupos fixadas a categoria de resposta.

Todas as conclusdes estatisticas foram realizadas ao nivel

de 5% de significancia.
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3. RESULTADOS

3.1. Avaliagcao da toxicidade materna

Os dados referentes ao peso corporal médio das ratas
prenhes nos 4 grupos experimentais, obtidos diariamente durante o periodo
de tratamento e semanalmente até o final da gestagdo, encontram-se

representados no Grafico 1.

O ganho de peso materno total e durante o tratamento
apresentaram diferencgas significativas (p<0.05, Analise de Variéncia), nos
grupos que receberam 800 e 1600 mg/kg/dia do extrato quando comparados
ao grupo controle. Porém, o ganho de peso corrigido, calculado
descontando-se do ganho de peso total o peso da ninhada, foi semelhante

entre os grupos (Grafico 2 e Tabela 1).

O consumo médio diario de ragdo dos grupos tratados,
Tabela 1, apresentou reducdo significativa durante todo o periodo

experimental (Analise de Variancia, p<0.05).




Peso corporal (g)
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Grafico 1 — Peso corporal (g) diario de ratas Wistar que receberam, por

gavage, agua destilada ou extrato aquoso de Plectranthus
barbatus nas doses de 400, 800 ou 1600 mg/kg/dia do 0 ao 4°
dias de gestacdo. Sao apresentadas nas médias e os
respectivos desvios padroes.




Ganho de peso materno (g)
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* Significativamente diferente do controle (p< 0,05, Andlise de Variancia).

Grafico 2 — Ganho de peso corporal materno (g) total e corrigido de ratas
Wister que receberam, por gavage, agua destilada ou extrato
aquoso de Plectranthus barbatus nas doses de 400, 800 ou
1600 mg/kg/dia do 0 ao 4° dias de gestacao. Sdo apresentadas
as médias e os respectivos desvios padroes.




Tabela 1 - Avaliagdo da toxicidade materna ao 20° dia de gestacédo (ganho de peso e ingestao diaria de ragédo) em
ratas Wistar que receberam, por gavagem, diferentes doses do extrato aquoso de P.barbatus ou agua
destilada do 0 ao 4° dias de prenhez.

GRUPO 1 GRUPO 2 GRUPO 3 GRUPO 4
Controle 400 mwldia 800 mglﬁ;ldia 1600 mwldia
Ganho de peso materno (g)
Total 103.83 +23.43° 96.64 + 11.41 52.67 +44.73% 49.70+44.21°
Durante tratamento (0 ao 4° dias) 19.58 + 10.12° 13.27+4.88%®  3.92+10.71% 8.10+9.332

Corrigido (Total — Ninhada)

Ingestao diaria de ragao (g)

32.77 £ 10.95°

2290 £ 1.53°

37.25 +12.74°

2218 +2.01°°

21.81+16.05°

20.21 +2.042°

24.68 + 17.69°

19.35 +3.52°

Média + SD (Analise de Variancia, p<0.05)

sopopmsayy, — TTT opmedvy,

69
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3.2. Avaliacao do desempenho reprodutivo materno

Na tabela 2 estdo apresentados os resultados da avaliagéo
do desempenho reprodutivo materno, ao final da gestagdo, das ratas

expostas ao boldo-brasileiro no periodo de pré-implantagéo.

O numero de fémeas que apresentaram reabsorcoes
precoces aumentou nos grupos tratados, além de que foi observada uma
perda total dos embrides implantados em metade das fémeas que

receberam as 2 maiores doses do extrato.

O teste estatistico de Kruskal-Wallis (mediana e semi-
amplitude total) demonstrou nao existir diferenca significativa (p<0.05) no
numero de corpos luteos e de sitios de implantagdes, sendo, no entanto,
verificado aumento significante no numero de reabsor¢gdes, com
consequente redugado no numero de fetos vivos, nos grupos tratados com as

doses de 800 e 1600 mg/kg/dia do extrato da planta.

A porcentagem de perda embrionaria pré-implantagao
aumentou nos grupos que receberam o extrato quando comparada a
apresentada pelo grupo controle, porém esta diferenca nao foi

estatisticamente significante.

Os grupos tratados com as duas maiores doses do extrato
apresentaram aumento significativo na porcentagem de perda embrionaria
pos-implantagao (62.50% e 95.45%, respectivamente), ndo sendo observada

perda dos embrides apos a implantagdo no grupo controle.

Os pesos fetais médios néo diferiram entre os grupos
experimentais (p<0.05, Analise de Variancia). Porém, foi verificado em todos
0s grupos tratados, aumento significativo nos pesos placentarios, assim

como nos indices placentarios.




Tabela 2 - Desempenho reprodutivo de ratas Wistar ao 20° dia de gestagdo que receberam, por gavagem, diferentes

doses do extrato aquoso de P.barbatus ou agua destilada do 0 ao 4° dias de prenhez.

GRUPO 1 GRUPO 2 GRUPO 3 GRUPO 4
Controle 400 mg/kg/dia 800 mg/kg/dia 1600 mg/kg/dia
N° de Fémeas
Acasaladas 12 12 12 12
Com prenhez confirmada 12 11 12 11
Com reabsorgao 5 8 9 11
Com reabsorcao total 0 0 6 6
Com fetos vivos a termo (%) 12 (100%) 11 (100%) 6 (50%) 5 (45.5%)
*N° de Corpos Luteos 14.0 £ 2.0° 13.0+3.0° 13.02+2.02 13.0+25°
*N° de Implantag¢des 14.0+35° 12.0+2.0° 12.0+25° 12.0+3.5°
*N° de Reabsorgdes 0.0+1.0° 1.0+3.5° 6.0 +6.52° 9.5+5.0°
*N° de Fetos Vivos 12.5 +4.0° 10.0 £ 5.5°°¢ 4.0+552° 0.5+6.52
*% Perda Pré-Implantacao 3.13+17.86° 10.99 + 20.002 10.99 + 15.38? 7.69+1250°2
*% Perda Pés-Implantacéo 0.00 +11.11° 8.33 +38.89° 62.50 + 50.00° 95.45 + 40.88°
**Peso Fetal 3.70+0.21° 3.70+0.24° 3.60 £ 0.29° 3.61+0.54°
**Peso Placentario 0.48 +0.03° 0.64 +0.21° 0.60 + 0.08° 0.73+0.12°

**Indice Placentario

0.132+0.012°

0.174 + 0.054°

0.170 £ 0.021°

0.209 + 0.061°

*mediana *+ semi-amplitude total (Teste de Kruskal-Wallis, p<0.05)

** média £ SD (Andlise de Variancia, p<0.05)

sopoymsay, — T T opmdvy,

174
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3.3. Avaliagao fetal

Os dados referentes a avaliacdo dos fetos dos diferentes

grupos experimentais ao final da gestacao estdo apresentados na Tabela 3.

Nao foi observada a presenca de fetos com malformacdes
ou anomalias externas, o mesmo ocorrendo com relacdo a malformagdes

esqueléticas e viscerais.

Anomalias esqueléticas, como costelas extra-numerarias e
esternébrios assimétricos, foram observados em todos os grupos estudados,

porém sua incidéncia nao diferiu significativamente entre os grupos.

Com relagdo as anomalias viscerais, foi observada a
presenca de ureteres dilatados ou sinuosos em todos o0s grupos

experimentais, sem significancia estatistica.

O grau de desenvolvimento fetal foi avaliado através da
contagem dos centros de ossificagdo (Tabela 3). Houve uma diminuigédo
significativa no numero de centros de ossificagao total nos fetos dos grupos
tratados com as duas maiores doses em relagdo ao grupo controle e ao
grupo que recebeu a dose de 400 mg/kg/dia do extrato da planta (p<0.05,

teste de Kruskal-Wallis), demonstrando retardo no crescimento intra-uterino.




Tabela 3 - Avaliacado morfologica e do grau de desenvolvimento dos fetos de ratas Wistar sacrificadas ao 20° dia de gestagao
que receberam, por gavagem, diferentes doses do extrato aquoso de P.barbatus ou agua destilada do 0 ao 4° dias

de prenhez.
GRUPO 1 GRUPO 2 GRUPO 3 GRUPO 4
Controle 400 mg/kg/dia 800 mg/kg/dia 1600 mg/kg/dia

Numero Total de Ninhadas 12 11 6 5
Numero Total de Fetos 148 110 59 38
*Malformacgoes

Ninhadas afetadas 0/12 0/11 0/6 0/5

Fetos afetados 0/148 0/110 0/59 0/38
*Anomalias Externas

Ninhadas afetadas 0/12 0/11 0/6 0/5

Fetos afetados 0/148 0/110 0/59 0/38
*Anomalias Esqueléticas

Ninhadas afetadas 11/12°2 11/11°2 5/6° 4/52

Fetos afetados (%) 54/148 (36.5)* 46/110 (41.8)? 21/59 (35.6)° 16/38 (42.1) 2

Anomalias do esterno 52/148°2 44/110° 21/59°2 16/38°

Costela Extra-numeraria 4/148° 5/110°2 1/59°2 1/38°2
*Anomalias Viscerais

Ninhadas afetadas 10/12°2 11/11°2 6/6° 5/52

Fetos afetados (%) 36/148 (24.3)° 46/110 (41.8)°2 21/59 (35.6) 2 15/38 (39.5) 2

Hidroureter 36/148°2 46/110° 21/59 @ 15/382
“*N° de centros de ossificacdo total 18.25 + 1.30° 17.50 + 2.15° 0.00+9.20° 0.00 +8.9°

* Teste de Goodman, p<0.05
**Mediana = semi-amplitude total (Teste de Kruskal-Wallis, p<0.05)

sopopmsayy, — TTT 2pwdvy,

194
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4. DISCUSSAO

Os principios ativos contidos nas plantas medicinais quando
utilizados durante a gestagédo apresentam grande risco de toxicidade para o
concepto, principalmente quando esse uso tem como objetivo interromper a

gestacgao, pois, nesse caso, as doses empregadas séo geralmente elevadas.

A esse respeito, deve-se considerar ainda, que, a exposi¢cao
a doses toxicas que venham a comprometer a homeostase materna, pode
de per se induzir efeitos téxicos no desenvolvimento intra-uterino do

concepto [18].

ApoOs estudos preliminares, foram selecionadas doses
crescentes (respectivamente de 400, 800 e 1600 mg/kg/dia) do extrato
aquoso de boldo brasileiro para o tratamento das ratas prenhes, sendo que a
maior dose correspondeu a 80 vezes a dose utilizada popularmente no

tratamento de disturbios gastrointestinais.

Para analise do grau de intoxicagdo materna foram
avaliados, além das alteragdes fisicas e comportamentais, o consumo de

ragao e o ganho de peso (Tabela1).

Durante o periodo experimental, a ingestdo de ragao
manteve-se reduzida significativamente em todos os grupos que receberam
o extrato da planta. Essa reducado pode ser devida a um efeito irritante do
extrato sobre a mucosa gastrica, influenciando, dessa forma, no ganho de

peso materno.
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Embora as ratas dos grupos tratados com o extrato, tenham
apresentado, no inicio do experimento, pesos menores que as do grupo
controle, o aumento de seu peso corporal foi proporcionalmente menor em
comparacao ao apresentado pelas ratas que nao receberam o extrato.
Quando analisado o ganho de peso total e o ganho de peso durante o
periodo de tratamento, observou-se que esses parametros apresentaram
reducao significativa nos animais dos grupos que receberam as doses de
800 e 1600 mg/kg/dia do extrato. Por outro lado, o ganho de peso corrigido,
calculado subtraindo-se o peso da ninhada do ganho de peso total, ndo se

mostrou diferente entre os grupos experimentais.

Acredita-se, no entanto, que as alteragbes maternas
observadas nao tenham tido influéncia nos resultados avaliados ao final da
gestacdo. Isto porque, o ganho de peso corrigido € um parametro mais
conclusivo na avaliagdo da toxicidade materna, pois indica o real perfil
ponderal das fémeas; enquanto que, o ganho de peso total esta diretamente
relacionado com o tamanho da ninhada. A redugdo do peso materno
durante o periodo de tratamento (0 ao 4° dias da gestagado), observada em
todos os grupos que receberam o extrato, também néo pode ser associada
as alteracbes no desenvolvimento embriofetal observadas ao final da
gestacdo, pois, nesse periodo, ainda ndo estdo estabelecidas as trocas

materno-embrionarias através da placenta.

Ao final da gestacdo, a analise dos resultados de
desempenho reprodutivo materno revelou que, apesar do numero de corpos

luteos e sitios de implantagdes terem sido semelhantes entre os grupos, o
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numero de reabsorgdes precoces observadas aumentou significativamente
nas fémeas tratadas com as duas maiores doses do extrato quando
comparadas as do grupo controle, sendo que esse aumento esteve
associado a reducdo no numero de fetos vivos a termo observada nesses

grupos (Tabela 2).

A porcentagem de perda embrionaria pré-implantacao,
embora aumentada nos grupos que receberam o extrato, ndo apresentou
diferencga significativa, indicando que a maioria dos embrides conseguiu se

implantar.

Por outro lado, os animais dos grupos tratados com as duas
maiores doses apresentaram aumento significativo na porcentagem de
perda embrionaria pés-implantacdo. Essa taxa, que foi praticamente nula no
grupo controle, aumentou para 95.45% no grupo que recebeu 1600
mg/kg/dia do boldo (maior dose testada). Estudos anteriores indicam que, a
exposi¢cao materna as mesmas doses do extrato resulta em importante efeito
sobre os embrides pré-implantados, aumentando de maneira significante e
dose dependente o numero de ninhadas com incidéncia elevada de
embrides andmalos [11]. O aumento na porcentagem de perda embrionaria
pos-implantagdo sugere que, o efeito embriotdxico da planta observado
antes da implantacéao, resulta na morte de grande parte dos embrides, logo
apos sua implantagao no utero materno. De fato, cerca de metade das
fémeas que receberam as duas maiores doses do boldo, tiveram reabsorgéo

total de suas ninhadas.
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Considerando, pois, a importante toxicidade do extrato sobre
o concepto antes da implantacéo, procurou-se verificar se, aqueles embrides
que nao eram absorvidos logo apos implantados, conseguiriam se

desenvolver normalmente até o final da gestacao.

O primeiro parametro analisado na avaliagao fetal foi o peso,
através do qual estima-se o grau de desenvolvimento dos fetos a termo.
Alteragcbdes no periodo inicial da gestagdo podem interferir no crescimento
intra-uterino, reduzindo o peso fetal ao nascimento [19,20]. No presente
estudo, o peso dos recém-nascidos apresentou-se semelhante em todos os
grupos experimentais. Entretanto, a semelhangca no peso dos filhotes ao
nascimento pode estar relacionada ao numero reduzido de fetos vivos a
termo. Considerando que o tamanho da ninhada pode ter relagao direta com
o peso dos filhotes, esse parametro torna-se pouco conclusivo na avaliacéo

do desenvolvimento embriofetal.

Assim, para fornecer um indice adicional na avaliagdo do
desenvolvimento dos recém-nascidos, foi utilizado o método de contagem de
centros de ossificacédo proposto para analise do grau de maturidade fetal

[15].

Dessa analise foi possivel constatar que, o tratamento
resultou no retardo de desenvolvimento das ninhadas dos grupos que
receberam as doses de 800 e 1600 mg/kg/dia do extrato, evidenciado por
reducdo significativa no indice de ossificacdo total dos recém-nascidos

quando comparado ao do controle (Tabela 3).
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Um dos aspectos que deve ser considerado € que o retardo
no desenvolvimento fetal induzido pelo boldo possa estar associado a
alteragdes placentarias, tendo em vista que nos grupos que receberam o
extrato foi observado aumento significativo no peso das placentas.
Disfungdes placentarias, promovidas por diversos agentes quimicos, tém
sido associadas com retardo de desenvolvimento fetal, e dependendo da

intensidade, até mesmo com a morte do concepto [21].

Até o momento, poucos estudos foram realizados
objetivando os efeitos toxicos de agentes quimicos sobre o desenvolvimento
da placenta de ratos. Sabe-se que existem diferengcas morfologicas entre a
placenta de roedores e a placenta humana, mas em ambas, séo verificados
tipos andlogos de células que desempenham fungdes similares [22]. A
placenta de ratos apresenta 3 camadas morfologicamente distintas: a
decidual; a zona juncional composta de células trofoblasticas gigantes,
células do espongiotrofoblasto e células de glicogénio (reserva); e o labirinto
que se localiza na interface fetal e corresponde a area de trocas materno-

fetais [23].

A placentomegalia tem sido considerada como alteragao
decorrente de possiveis alteragcdes no desenvolvimento do concepto e esse
aumento vem sendo associado a uma expansdo da camada
espongiotrofoblastica. O espessamento dessa camada intermediaria de
reserva, segundo alguns autores, ocorre para que o feto tenha maior
suprimento de nutrientes e produza hormdnios e fatores de crescimento em
quantidades suficientes para compensar o retardo no desenvolvimento e

sobreviver até o nascimento. Outra possibilidade aventada para explicar
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essa alteracdo, é a de que anomalias placentarias possam estar
relacionadas ao desenvolvimento anormal do trofoblasto durante os estagios
iniciais da gestagao, levando a expansao da camada espongiotrofoblastica

[24].

No presente estudo, foi realizada analise morfologica
preliminar das placentas coletadas, ao final da gestacéo, das ratas expostas
ao boldo no periodo de pré-implantacdo. Na avaliagdo, foi observado
espessamento da camada de espongiotrofoblasto, o que pode indicar efeito
téxico do boldo sobre as placentas. Sao necessarios, no entanto, mais
estudos e avaliagbes anatomopatolégicas mais detalhadas, bem como
analises morfométricas, para estabelecer o mecanismo de acao todxica

envolvido nas alteragbdes do desenvolvimento placentario.

Apesar da exposicao intra-uterina do concepto a agentes
téxicos no periodo de pré-implantacdo estar relacionado ao aumento no
numero de anomalias nos recém-nascidos[10,25], a incidéncia de anomalias
externas, viscerais ou esqueléticas observadas neste estudo nio esteve
relacionada ao tratamento, mostrando-se semelhante em todos os grupos

experimentais.

Conclui-se, portanto, que a ingestdo do extrato aquoso do
boldo no inicio da gestagcdo, ndo compromete o processo de implantagéo
embrionaria, mas resulta em efeito embrioletal precoce, o que justifica seu
uso popular. Além disso, os fetos que conseguem se desenvolver até o
nascimento, apresentam retardo de desenvolvimento intra-uterino,

possivelmente associado a alteracdes placentarias.
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CONCLUSAO

A exposicdo materna ao extrato aquoso de folhas do
Plectranthus barbatus Andrews (boldo brasileiro), durante o periodo de pré-
implantagdo embrionaria, resultou em efeito toxico direto sobre os embrides
pré-implantados, promovendo a morte de grande parte desses embrides
logo apds a implantacdo no utero materno, o que justifica sua utilizagéo
popular para interromper a gestagdo. Esse efeito embriotdéxico da planta é
caracterizado, ao final da gestagdo e nos embrides que se desenvolveram,
por retardo de desenvolvimento intra-uterino, provavelmente relacionado a

alteracdes placentarias induzidas pelo extrato.







= Grupo 1 - Controle (n=12)

AVALIAGAO ANTES DA IMPLANTAGAO EMBRIONARIA

Dados Individuais

Parametros \ Fémeas 1 2 3 4 14 20 21 28 33 41 42 43 Média e/ou Total
Ganho de peso materno (g) 13 9 11 10 5 6 25 13 7 12 7 3 10.08 £ 5.70
Ingestdo de ragéo (g) 21.5 | 18.75 | 20.75 19 2175|1875 | 235 | 185 | 185 | 18.75| 18.75 | 13.25 19.31£2.52
Progesterona (ng/ml) 13.11| 26.50 | 26.12 | 26.12 | 31.94 | 22.49 | 29.87 | 39.32 | 12.93 | 34.39 | 26.77 | 22.80 26.03+7.74
N° de CL 18 10 16 12 11 11 16 12 11 13 11 12 | 12.75 £ 2.53 (153)
N° de embrides coletados 12 5 10 10 5 9 8 11 7 9 8 5 8.25 £ 2.38 (99)
N° de blastocistos tardios 2 0 3 6 2 2 4 10 1 4 4 1 3.25+2.70 (39)
N° blastocistos Iniciais € mérulas | 10 5 7 4 3 7 4 0 2 4 4 3 4.42 +2.61 (53)
N° de embrides Andmalos 0 0 0 0 0 0 1 4 1 0 1 0.58 + 1.16 (07)
N° de embrides fixados 1 7 4 4 6 4 4 2 6 4 5 4,42 +1.73 (53)
N° médio de blastdbmeros 26.3 | 28.0 | 243 19.2 | 232 | 197 | 17.7 | 222 | 215 | 278 | 23.2 | 264 23.29 + 3.41
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AVALIACAO ANTES DA IMPLANTACAO EMBRIONARIA

= Grupo 2 - 400 mg/kg/dia (n=12)

Dados Individuais

Parametros \ Fémeas 5 6 10 11 12 22 35 36 37 38 39 40 Média e/ou Total
Ganho de peso materno (g) 6 3 5 8 4 3 5 6 -14 -12 -5 4 1.08 £ 7.30
Ingestéo de ragdo (g) 17.75 | 155 | 18.75 18 17.25 | 18.25 | 175 19 9.75 | 10.75 [ 13.75 | 16.5 16.06 + 3.08
Progesterona (ng/ml) 36.40 | 34.60 | 29.00 | 39.26 | 26.20 | 22.42 | 22.23 | 37.22 | 22.32 | 38.09 | 30.28 | 25.25 30.27 £ 6.60
N° de CL 14 10 14 14 14 10 12 13 12 14 13 12 | 12.67 + 1.50 (152)
N° de embrides coletados 11 8 7 8 9 6 6 11 9 9 11 6 8.42 + 1.93 (101)
N° de blastocistos tardios 8 5 0 6 5 2 4 2 3 3 1 0 3.25 £ 2.45 (39)
N° blastocistos Iniciais € moérulas 2 1 7 2 4 4 1 9 5 4 7 3 4.08 £ 2.54 (48)
N° de embrides Andmalos 1 2 0 0 0 0 1 0 1 2 3 3 1.08 £ 1.16 (13)
N° de embrides fixados 2 0 0 3 5 4 4 2 5 3 4 3 2.92 + 1.68 (35)
N° médio de blastdmeros 20.5 - - 29.7 | 206 | 16.5 22 215 | 248 | 253 | 24.2 17 22.21 1+ 3.60
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AVALIAGAO ANTES DA IMPLANTAGAO EMBRIONARIA

Dados Individuais

= Grupo 3 - 800mg/kg/dia (n=12)

Parametros / Fémeas

8 9 13 15 16 24 25 26 27 34 44 | Média e/ou Total
Ganho de peso materno (g) 7 6 6 -24 -2 -3 6 10 4 10 3 7 250 +£9.27
Ingestdo de ragéo (g) 15.75 | 17.25 17 7 11.75 | 14.75 | 19.25 | 16,5 | 125 | 19.25 | 16.25 | 18,5 15.48 + 3.57
Progesterona (ng/ml) 22.04 | 21.85 | 26.27 | 40.00 | 40.00 | 27.39 | 20.52 | 28.42 | 22.88 | 24.67 | 25.13 | 18.31 26.87 + 6.87
N° de CL 14 12 12 13 11 12 12 14 11 12 11 13 | 12.25+1.06 (147)
N° de embrides coletados 11 11 9 7 4 11 10 10 7 7 7 8 8.5+ 2.20 (102)
N° de blastocistos tardios 2 6 2 3 2 2 7 4 3 5 2 5 3.58 £+ 1.78 (43)
N° blastocistos Iniciais e moérulas 3 5 7 4 2 4 2 0 1 2 2 2 2.83 £ 1.90 (34)
N° de embrides Andbmalos 6 0 0 0 0 5 1 6 3 0 3 1 2.08 £2.43 (25)
N° de embrides fixados 5 6 5 3 2 8 6 5 4 1 5 7 475+ 2.0 (57)
N° médio de blastdmeros 16.4 20 17 32 275 | 194 | 29.7 | 224 | 197 9 16.2 | 18.6 20.66 + 6.43
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AVALIAGAO ANTES DA IMPLANTAGAO EMBRIONARIA

Dados Individuais

= Grupo 4 - 1600 mg/kg/dia (n=12)

Parametros / Fémeas 17 18 19 23 29 30 31 45 47 48 49 50 Média e/ou Total
Ganho de peso materno (g) 5 10 -2 2 0 4 5 -17 -21 -38 -2 -16 -5.83+14.14
Ingestéo de ragdo (g) 16 14.5 14 175 | 16.5 15 15.5 12 3.75 25 13.25 | 115 12.67 £4.79
Progesterona (ng/ml) 19.75 | 24.47 | 28.40 | 31.26 | 31.65 | 25.23 | 26.26 | 34.86 | 29.70 | 33.34 | 22.03 | 39.02 28.83+5.58
N° de CL 12 12 11 12 12 11 11 14 12 14 14 10 |12.08 +1.31 (145)
N° de embribes coletados 9 10 10 8 6 5 7 9 4 7 7 7 7.42 +1.88 (89)
N° de blastocistos tardios 5 4 0 2 3 3 4 4 0 0 6 4 2.92 +2.02 (35)
N° blastocistos Iniciais e morulas 1 2 4 5 0 2 1 5 1 5 0 2 2.33+£1.92 (28)
N° de embrides Andmalos 3 4 6 1 3 0 2 0 3 2 1 1 217 £1.75 (26)
N° de embrides fixados 6 5 0 4 5 3 4 5 2 4 2 1 3.42 +1.83 (41)
N° médio de blastdmeros 14.3 | 18.8 - 212 | 142 | 353 | 255 | 18.2 12 12.2 17.5 20 19.02 £ 6.45
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AVALIAGAO ANTES DA IMPLANTAGAO EMBRIONARIA

Peso corporal (g) das ratas avaliadas durante o periodo de pré-implantagao (Média = SD)

Dias de Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
Gestacao (Controle) (400 mg/kg/dia) (800 mg/kg/dia) (1600 mg/kg/dia)
0 250.42 + 13.52 237.08 + 17.05 236.08 + 21.75 228.50 + 21.22
2 256.42 + 14.57 237.67 + 16.74 238.75 + 19.83 223.00 + 15.42
4 260.50 + 16.68 238.17 + 16.94 238.58 + 22.00 222.67 + 13.29
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= Grupo 1 - Controle (n=12)

AVALIAGAO AO FINAL DA GESTAGAO

Dados Individuais

Parametros \ Fémeas 1 2 13 17 23 24 27 28 33 34 35 49 | Média e/ou Total
Ganho de peso materno
Total 114 136 98 146 105 95 72 100 122 103 89 66 103.83 £ 2343
Durante tratamento 14 24 13 47 9 18 20 20 20 21 22 7 19.58 + 10.12
Corrigido (sem ninhada) | 38.5 | 399 | 274 | 60.5 | 26.1 | 30.8 | 29.0 | 271 | 36.7 | 320 | 305 | 14.8 32.77 £ 10.96
Ingestéo de ragdo (g) 21.60 | 24.88 | 21.84 | 23.94 | 22.02 | 22.73 | 22.04 | 23.49 | 24.53 | 23.87 | 24.22 | 19.65 22.90 £ 1.53
N° de CL 14 16 14 16 14 14 14 14 16 15 12 12 14.25 + 1.36
N° de implantagoes 14 15 12 16 14 12 9 14 16 15 10 9 13.00 + 2.56
N° de fetos vivos 14 15 12 16 14 11 7 12 15 13 10 9 1242 +£2.54
(148)
N° de fetos mortos 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1
N° de reabsorgoes 0 0 0 0 0 1 1 2 1 2 0 0 0.58 £0.79
N° de fémeas com reabsor¢des 5/12
% perda pré-implantacao 0 6.25 | 14.28 0 0 14.28 | 35.71 0 0 0 16.67 | 25 9.35+ 11.97
% perda poés-implantacao 0 0 0 0 0 8.33 | 22.22 | 1428 | 6.25 | 13.33 0 0 5.37 £ 7.62
% gestacao a termo 100%
Peso médio dos RN 3.318 | 4.011 | 3.897 | 3.488 | 3.727 | 3.820 | 3.779 | 3.913 | 3.449 | 3.610 | 3.733 | 3.686 3.70 £ 0.21
Peso médio das placentas 0.489 | 0.451 | 0.469 | 0.437 | 0.485 | 0.471 | 0.467 | 0.546 | 0.500 | 0.442 | 0.522 | 0.497 0.48 +0.03
indice Placentario 0.151 | 0.112 | 0.120 | 0.126 | 0.131 | 0.123 | 0.131 | 0.141 | 0.146 | 0.123 | 0.141 | 0.136 | 0.132+0.012
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= Grupo 2 — 400 mg/kg/dia (n=12)

AVALIAGAO AO FINAL DA GESTAGAO

Dados Individuais

Parametros \ Fémeas 8 o | 10 | 14 | 18 | 19 | 30 39 40 | 41 | 42 | ag | Medaclu
Ganho de peso materno

Total 110 100 83 97 100 105 87 21 100 79 87 115 | 96.64 + 11.41

Durante tratamento 15 12 12 11 15 16 19 10 4 22 10 10 13.27 +4.88

Corrigida (sem ninhada) 51.7 349 | 36.0 30.6 | 23.8 | 306 | 22.2 20.0 33.2 | 62.0 31.6 53.1 [ 37.25+12.74
Ingestao de ragéo (g) 2524 | 2345 | 2113 | 21.14 | 23.43 | 20.16 | 18.97 19.23 20.88 | 25.02 | 21.35 | 23.18 | 22.18 +2.01
N° de CL 14 13 14 13 16 14 10 |Regressdo| 13 15 12 13 13.36 £ 1.57
N° de implantagdes 11 12 9 12 13 13 10 0 13 9 12 12 11.45+1.51
N° de fetos vivos 10 | 11 8 | 11 | 13 | 13 | 10 0 12 | 2 | 10 | 10 10-(2‘1) 1i0)3-03
N° de fetos mortos 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
N° de reabsorgoes 1 1 1 1 0 0 0 - 1 7 2 2 145+1.97
N° de fémeas com reabsorgdes - 8/12
% perda pré-implantagao 2143 | 769 | 3571 | 7.69 | 18.75 | 7.14 ? 0 40 0 7.69 [13.28 +14.05
% perda pés-implantagéao 9.09 8.33 | 1111 | 8.33 0 0 - 769 | 77.78 | 16.67 | 16.67 | 14.15+£ 21.92
% gestagao a termo 92%
Peso médio dos RN 3.661 | 3.824 | 3.527 | 3.926 | 3.643 | 3.733 | 3.956 - 3.245 | 4.030 | 3.414 | 3.716 | 3.70+0.24
Peso médio das placentas 0.548 | 0.495 | 0.635 | 0.520 | 0.593 | 0.514 | 0.578 - 0.620 | 1.245 | 0.586 | 0.663 | 0.64 +0.21
indice Placentario 0.151 | 0.130 | 0.180 | 0.132 | 0.171 | 0.138 | 0.146 - 0.194 | 0.322 | 0.169 | 0.181 | 0.174 £ 0.054
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= Grupo 3 - 800 mg/kg/dia (n=12)

Dados Individuais

AVALIAGAO AO FINAL DA GESTAGAO

Parametros \ Fémeas 5 6 11 25 26 36 37 38 50 51 52 53 | Média e/ou Total
Ganho de peso materno

Total 93 102 81 105 96 38 6 2 6 88 13 2 52.67 +44.73

Durante Tratamento 11 14 9 24 10 5 -6 -17 -4 2 -1 0 3.92 £10.71

Corrigido (sem ninhada) 338 | 366 | 351 | 418 | 275 | 34.2 5 0.3 4.8 31.8 9.7 1.1 21.81+£16.05
Ingestao de Racgéo (g) 21.97 | 21.24 | 20.01 | 21.81 | 23.31 | 21.98 | 19.52 | 16.95 | 19.03 | 21.12 | 18.61 | 17.01 20.21+2.04
N° de CL 11 15 11 12 13 13 13 13 13 14 13 14 12.92 +1.16
N° de implantacées 11 12 8 10 11 13 9 12 13 12 12 13 11.33 £ 1.61
N° de fetos vivos 10 11 8 10 11 0 0 0 0 9 0 0 4.92 £5.19 (59)
N° de fetos mortos 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
N° de reabsorgoes 1 1 0 0 0 13 9 12 13 3 12 13 6.42 +5.98
N° de fémeas com reabsorcdes 9/12
% perda pré-implantacao 0 20 | 27.27 | 16.67 | 15.38 0 30.77 | 7.69 0 1428 | 7.69 | 7.14 12.24 + 10.36
% perda poés-implantagao 9.09 | 16.67 0 0 0 100 100 100 100 25 100 100 54.23 + 48.33
% gestacéo a termo 50%
Peso médio dos RN 3.474 | 3.511 | 3.190 | 3.829 | 4.003 - - - - 3.564 - - 3.59+0.29
Peso médio das placentas 0.567 | 0.542 | 0.542 | 0.681 | 0.568 - - - - 0.715 - - 0.60 + 0.08
indice Placentario 0.164 | 0.161 | 0.174 | 0.179 | 0.141 - - - - 0.203 - - 0.170 £ 0.021
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= Grupo 4 - 1600 mg/kg/dia (n=12)

AVALIAGAO AO FINAL DA GESTAGAO

Dados Individuais

Parametros \ Fémeas 3 | 4 |12 20| 21| 22| 31| a3 a4 45 | a6 | 47 | Mediaelou
Ganho de peso materno

Total 9% | 115 | 102 | 25 16 3 84 36 17 8 11 12 | 49.70 + 44.21

Durante tratamento 17 17 3 21 17 -5 4 7 3 -4 2 4 8.10 £ 9.33

Corrigido (sem ninhada) 50.9 | 56.9 | 24 24 [ 151 | 24 | 26.7 | 28.3 16.1 7.3 9.3 | 11.2 | 2468 +17.69
Ingestao de Racéo (g) 18.32|19.47|20.28 | 25.81(24.90 (18.26 (17.59|16.76| 15.78 14.55(18.71 (17.55| 19.35+3.52
N° de CL 13 13 16 14 15 13 14 12 |Regressdo| 11 0 12 13.30 £ 1.49
N° de implantagoes 12 12 16 13 12 13 12 11 1 11 0 9 1210+ 1.79
N° de fetos vivos 7 8 13 0 0 0 9 1 0 0 0 0 |[3.80+4.94(38)
N° de fetos mortos 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
N° de reabsorgoes 5 4 3 13 12 13 3 10 1 11 0 9 8.30+4.13
N° de fémeas com reabsorgdes 11/12
% perda pré-implantagao 7.69 | 7.69 0 714 | 20 0 |14.28]| 8.33 ? 0 ? 25 9.01 £8.53
% perda pés-implantagao 41.6733.33|18.75| 100 | 100 | 100 [ 25 |90.90 100 100 - 100 | 70.97 +£36.10
% gestacao a termo 42%
Peso médio dos RN 3.545(4.111|3.917| - - - 13.905|2.756 - - - - 3.61+0.54
Peso médio das placentas 0.849(0.766 | 0.545| - - - 10.689|0.812 - - - - 0.72+0.12
indice Placentario 0.24410.191|0.139| - - - 10.178]0.295 - - - - 0.209 + 0.061
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Peso corporal (g) das ratas avaliadas durante toda a gestagao (Média + SD)

AVALIACAO AO FINAL DA GESTACAO

Dias de Gestagao

Grupo 1 (Controle)

Grupo 2

(400 mg/kg/dia)

Grupo 3
(800 mg/kg/dia)

Grupo 4

(1600 mg/kg/dia)

255.08 £ 15.57

235.25 £ 16.07

250.67 £ 21.09

239.17 £ 20.91

261.58 £ 19.42

238.92 £ 17.02

254.08 £ 20.38

241.92 £ 20.58

269.17 £ 15.90

242.83 +18.21

255.08 + 19.08

244.25 + 21.46

271.25+14.82

246.42 £ 18.40

252.75 £ 16.69

247.50 £ 23.32

274.67 £16.93

248.25 + 16.80

254.58 £17.13

246.33 £ 24.15

10

288.00 + 18.39

262.50 £ 17.69

267.75 £ 15.61

259.17 £ 24.97

15

305.67 £ 21.02

281.92 £ 20.29

283.58 £ 15.92

27517 £29.34

20

358.92 + 24.95

325. 58 + 29.06

303.33 + 37.38

282.92 + 41.45

oopugdys

96







Anexas 98

Anexo 1 - Parecer do Comité de Etica

Lﬂ‘_? UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
CAMPUS DE BOTUCATU
unesp FACULDADE DE MEDICINA

Comissdo de Etica na Experimentagdo Animal

BOTUCATU, 7 - RUBIAD JUNIDR - CEP 185618-870 = FONE E FAX (014) 6202-51 4222302

CERTIFICADO

CERTIFICAMOS que o Protocolo n® 220 , sobre o projeto de pesquisa
intitulado “Avaliacao dos mecanismos de acio interceptiva e/ou embrictoxica
do extrato aquoso de Coleus barbatus B (boldo) administrado a rata prenhez
no periodo de pré implantacdo®, sob a responsabilidade de Claudia Maria
Domingués Alvarenga, com a orientagdo da Prof® Dr® lone Pellegatti
Lemonica, esta de acordo com os Principios Eticos na Experimentacdo Animal
adotade pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA), com a
ressalva de que os ratos sdo provinientes de Biotério convencional sem
condigbes de emitir Atestado de Sanidade.

Botucatu, em 24 de setembro de 2001
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'P-'I Prof. Dr. Antero Frederico M. Miranda Alberto Santos Capell
! Presidente Secretario
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unesp UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA | A

CAMPUS DE BOTUCATU
DO TECMICA ACRDERMICH _F}".f:f.l'fﬂfmﬁ .D.E .i"‘IEDI(:FNﬂ

Segio de Pds-Graduagao

BOTUCATU, 5P - RUBIAC JUNIOR - CEP 18.618-970 - PABX (Dxx14) 3811-6022

JUSTIFICATIVA DE ALTERACAO NO TITULO DO PROJETO DE PESQUISA

Declaramos que o Projefo de Pesguisa “Avaliagdo dos mecanismos de acao
interceptiva efou embriotéxica do extrato aquoso de Coleus barbatus B. (boldo)
administrado a ratas prenhes no periodo de pré-implantagac”,

aprovado pelo CEP em  24/09/2001, teve seu titulo alterada para “Avaliagao dos
mecanismos de agdo interceptiva elou embrictoxica do extrato aquoso de
Plectranthus barbatus Andr. (boldo-brasileiro) administrado a ratas prenhes no
periodo de pré-implantagao”, sem nenhuma alferagdo no seu conleudo
metodoldgico da época de apresentacdo para analise do CEFR.

A presente alteracdo foi efetuada somente para adequagdo do fitulo da Tese de

Doutorado.

Botucaty, 240772006
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Programa de Pés Graduagdo em FATOLOGIA




