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RESUMO

Introducdo: As plantas medicinais vém sendo bastante utilizada pela sociedade no tratamento
e prevencao de variadas enfermidade, contudo sem o conhecimento dos beneficios ou eventuais
maleficios, e a populacdo persiste na crenca de que produtos vegetais ndo causam danos ao
organismo. A Strychnos pseudoquina, € amplamente empregada na medicina popular sendo
utilizada para variados fins terapéuticos, no entanto ainda ndo ha na literatura estudos sobre
seus efeitos durante a gestacdo. Objetivo: Avaliar durante a prenhez de ratas, repercussoes do
extrato aquoso de S. pseudoquina em relacéo a toxicidade materna e performance reprodutiva.
Materiais e métodos: Foram utilizadas ratos Wistar (machos e fémeas), que apds acasaladas e
confirmada a prenhez, foram distribuidas aleatoriamente em quatro grupos experimentais (n
minimo = 11 ratas/grupo): Controle — ratas tratadas com agua; Tratado 75, Tratado 150 e
Tratado 300 - Tratadas com extrato da planta nas doses de 75 mg/kg, 150 mg/kg e 300 mg/Kkg,
respectivamente. O tratamento com o extrato aquoso foi por via oral (gavagem), durante toda a
prenhez. No 21° dia de prenhez, as ratas foram anestesiadas e realizada laparotomia. Em
seguida, coracdo, figado, baco e rins foram retirados e pesados. Apds retirada do Gtero, foram
observados e contados os pontos de implantacao, reabsor¢cdo (morte embrionaria) e nimeros de
fetos vivos e mortos. Os ovarios foram retirados para observacéo e contagem de corpos luteos.
Resultados: O tratamento com S. pseudoquina na dose de 75mg/Kg causou aumento de
ingestdo hidrica e consumo alimentar. O grupo Tratado 150 apresentou aumento na ingestdo
hidrica e alimentar, na porcentagem de perda pré-implantacdo e diminuicdo do numero de
corpos lateos. O grupo Tratado 300 houve diminuic¢do na ingestao hidrica, consumo alimentar,
da massa relativa do figado, ganho de peso materno, peso do Gtero gravidico, nimero de fetos
vivos e de implantacdo. Aumento da massa relativa dos rins, reabsorcdes, porcentagem de perda
pré-implantacdo e pos-implantacdo. Conclusdo: A administracdo do extrato aquoso de S.
pseudoquina, na dose de 300 mg/Kg, em ratas Wistar prenhes induz toxicidade materna, além
de aumentar as perdas embrionérias. Portanto, o tratamento durante a gestacdo com esta planta
pode ser prejudicial, dependendo da dose utilizada.

Palavras-chave: Quina do cerrado, plantas medicinais, performance reprodutiva, prenhez.
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ABSTRACT

Introduction: Medicinal plants have been widely used by society in the treatment and
prevention of various diseases, however without knowledge of the benefits or possible harm,
and the population persists in the belief that plant products do not cause damage to the organism.
Strychnos pseudoquina, is widely used in popular medicine and is used for various therapeutic
purposes, however there are still no studies in the literature on its effects during pregnancy.
Objective: To evaluate during the pregnancy of rats, repercussions of the aqueous extract of S.
pseudoquina in relation to maternal toxicity and reproductive performance. Materials and
methods: Wistar rats (male and female) were used, which after mating and pregnancy were
confirmed, were randomly assigned to four experimental groups (n minimum = 11 rats / group):
Control - rats treated with water; Treaty 75, Treaty 150 and Treaty 300 - Treated with plant
extract in the doses of 75 mg / kg, 150 mg / kg and 300 mg / kg, respectively. The treatment
with the aqueous extract was orally (gavage), during the entire pregnancy. On the 21st day of
pregnancy, the rats were anesthetized and laparotomy was performed. Then the heart, liver,
spleen and kidneys were removed and weighed. After removal of the uterus, implantation
points, resorption (embryonic death) and numbers of live and dead fetuses were observed and
counted. The ovaries were removed for observation and counting of corpus luteum. Results:
The treatment with S. pseudoquina at a dose of 75mg / Kg caused an increase in water intake
and food consumption. The Treated 150 group showed an increase in water and food intake, in
the percentage of pre-implantation loss and a decrease in the number of corpus luteum. The
treated 300 group showed a decrease in water intake, food consumption, relative liver mass,
maternal weight gain, weight of the pregnant uterus, number of live and implanted fetuses.
Increase in relative kidney mass, resorption, percentage of pre-implantation and post-
implantation loss. Conclusion: The administration of aqueous extract of S. pseudoquine, at a
dose of 300 mg / kg, in pregnant Wistar rats induces maternal toxicity, in addition to increasing
embryonic losses. Therefore, treatment during pregnancy with this plant can be harmful,
depending on the dose used.

Keywords: Quina do cerrado, medicinal plants, reproductive performance, pregnancy.
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1 INTRODUCAO

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) define planta medicinal como
sendo todo vegetal, ou parte dele, que contenham substancias responsaveis por algum efeito
terapéutico (BRASIL, 2014). A utilizagéo de plantas medicinais, como terapia alternativa para
o tratamento de enfermidades, tem sido uma pratica muito comum por muitos séculos (DUTRA
et al., 2016). Os primeiros registros sobre o uso de planta medicinal foram datados no periodo
de 2838-2698 a.C., onde foram catalogadas 365 espécies de ervas medicinais e venenos pelo
imperador chinés Shen Nung (SIMON et al., 2001; VALE, 2002). Posteriormente, no periodo
de 1500 a.C. foram encontradas no manuscrito egipcio “Ebers Papirus” informacdes de
aproximadamente 700 drogas, sendo algumas utilizadas até a atualidade (DUARTE, 2006).

O uso de plantas iniciou-se por meio de conhecimento empirico, mas com o passar dos
anos comegaram a se basear em estudos cintificos. No inicio, devido a escassez de informagdes,
muitas plantas venenosas foram manipuladas pelos pesquisadores e utilizadas como medidas
de profilaxia e tratamento. Somente no século XVIII, seus principios ativos foram isolados e
suas propriedades medicinais reveladas (DA CUNHA, 2003; PETROVSKA, 2012). Com o
passar dos anos, 0 homem foi aprendendo a definir melhor as plantas para sua alimentagéo e
alivio de doencas. Desta forma, as plantas medicinais passaram a ser utilizadas conscientemente
como medicamentos alternativos, devido as praticas adquiridas ao longo dos séculos
(FERREIRA e PINTO, 2010). O primeiro relato no pais sobre o uso de plantas como remédio
foi feita por Gabriel Soares de Souza, autor do Tratado Descritivo do Brasil, de 1587, que
detalhava os produtos medicinais utilizados pelos indios. Mais de 200.000 espécies vegetais
estdo descritas no pais e ao menos a metade destas espécies podem apresentar alguma atividade
terapéutica (SILVA et al., 2001).

O uso da medicina alternativa tem crescido consideravelmente em diversos paises
(EICCAM, 2013). De acordo com a Organiza¢do Mundial da Saude (OMS), 80% da popula¢édo
mundial faz uso de medicamentos derivados de plantas medicinais, principalmente em paises
subdesenvolvidos ou em desenvolvimento (WHO, 2011; XIANG et al., 2015). A Associagao
Brasileira de Indastrias de Fitoterapicos (ABIFITO) estima que a preferéncia pelo uso de
medicamentos a base de produtos naturais cresce 15% ao ano (AMENI, 2011).

No Brasil, 0 uso de extratos naturais para tratamento de doencas cronicas e agudas
resultam de uma longa tradigdo, sendo essa pratica uma das mais importantes e expressivas do
mundo, devido sua vasta biodiversidade e ao conjunto de crencas provenientes da miscigenagdo
cultural indigena, africana e europeia (COSTA NETO et al., 2005; SHERIDAN, 2012). Desde
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a década de 1980, alguns documentos foram elaborados com intuito de adog&o do uso de plantas
medicinais e fitoterapicos no Sistema Unico de Satide (SUS), para que haja o reconhecimento
de seus efeitos, logo orientando sobre sua utilizacdo (BRASIL, 2006).

Muitas plantas ja sdo reconhecidas pela ANVISA como tendo efeito terapéutico
(BRASIL, 2010). Apesar do potencial farmacol6gico das drogas naturais ser promissor, muitas
plantas ndo apresentam comprovagdo de sua seguranga, sendo assim, a crenca de que elas
causam menor risco comparada as drogas sintéticas é enganosa, pois podem apresentar uma
possivel toxicidade ou outros efeitos adversos (JORDAN et al., 2010; EKOR, 2014). Com isso,
houve uma ampliagdo consideravel do interesse da industria farmacéutica no desenvolvimento
de medicamentos fitoterdpicos e crescente evolucdo das pesquisas com principios ativos de
plantas (TUROLLA e NASCIMENTO, 2006).

As plantas medicinais e os fitoterapicos sdo estruturados por misturas de compostos
quimicos, que sdo responsaveis pela sua agdo no organismo. Estes compostos podem ter efeito
aditivo, antagdnico ou sinérgico resultando em uma interagdo medicamentosa, podendo alterar
seu efeito e seguranca (ALEXANDRE et al., 2008), podendo acarretar varios efeitos
indesejaveis, uma vez que podem apresentar substancias deletérias ao organismo humano
(EKOR, 2014; VEIGA-JUNIOR et al., 2005). No Brasil, as pesquisas realizadas para avaliar o
uso seguro de plantas medicinais sdo escassas, bem como o controle sobre a comercializagdo
em mercados publicos, lojas de produtos naturais e feiras livres. Por isso, considerando a visao
cientifica, o uso dessas plantas deve ser feito com cautela devido a possibilidade de suas
substancias acarretarem riscos toxicolégicos (VEIGA-JUNIOR et al., 2005).

As mulheres sdo as usuarias mais frequentes de plantas e produtos naturais, utilizando-
as para o tratamento de diversos problemas de salde reprodutiva, tais como infertilidade,
problemas menstruais, menopausa e disfuncdes da gravidez (KENNEDY et al., 2013). Além
disso, € comum gestantes buscarem em produtos naturais a solucdo para minimizar alguns
sintomas advindos da gestacdo, por acreditarem que eles ndo fardo mal a sua saide e a do
embrido (OLIVEIRA et al., 2012). Entretanto, ndo ha dados suficientes para delimitar e definir
as consequéncias maternas devido & utilizagdo desses produtos (RANGEL e BRAGANCA,
2009; OLIAEE et al., 2014). As informagOes do uso de plantas medicinais devem ser
fundamentadas em evidéncias cientificas sobre risco ou beneficio de sua utilizacéo, através de
testes experimentais, ensaios farmacodindmicos e toxicoldgicos (LAPA et al., 2004). J& foram
comprovados experimentalmente em animais e seres humanos os efeitos adversos de variadas
plantas durante a gestacdo, porém muitas ainda necessitam de mais investigacdes
(DAMASCENO et al., 2002).
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Muitas mulheres fazem o uso de plantas na intengédo de provocar aborto, que consiste
na interrupcao da gravidez pela morte do embrido ou feto, junto com os anexos (RODRIGUES
et al., 2011). Poréem, dependendo do periodo de gestacdo nos quais 0s agentes entram em
contato com o organismo materno, essa exposicdo pode ndo acarretar em aborto, mas resultar
em diferentes respostas que variam desde um efeito anti-implantacgéo, alteracdes funcionais ou
morfologicas, retardo geral de desenvolvimento, incidéncia de malformacdes até letalidade
(DAMASCENO et al, 2008). Esses efeitos podem ocorrer porque alguns principios ativos
podem atravessar a barreira placentaria e atingir o feto, especialmente no primeiro trimestre de
gestacdo (RODRIGUES et al., 2011; ARAUJO et al., 2016).

Os estudos em humanos sdo bastante restritos por questdes éticas e algumas variaveis
que ndo podem ser controladas (DAMASCENO et al., 2002). Portanto, se faz necessario a
utilizacdo de modelos experimentais para as pesquisas cientificas, pois, mesmo ndo sendo
substitutos ideais para os humanos, evidencia-se que esses estudos sdo satisfatérios para
determinar o risco para a saude humana e deliberar medidas de tratamento, profilaxia e
diagnostico de diversas enfermidades (ECOBICHON, 2001; CHORILLI et al., 2007;
ALMEIDA et al., 2008; BRANCO et al., 2011).

Estudos realizados com roedores comprovam que a utilizacdo de plantas como boldo
(Coleus barbatus) (ALMEIDA e LEMONICA, 2000), camomila-do-campo (Artemisia annua)
(ABOLAJI et al., 2014), arruda (Ruta chalepensis) (GONZALES et al., 2006) e Pfaffia
glomerata (ginseng) (TOLEDO et al., 2004) durante a gravidez produz efeito abortivo. Outras
pesquisam mostraram que o uso de noni (Morinda citrifolia) (MULLER, 2009), sangra d’ dgua
(Croton urucurana B.) (MORAES-SOUZA et al.,, 2017) e neem (Azadirachta indica)
(DALLAQUA et al., 2013) causam efeito prejudicial a gestantes e acarretam dano a prole,
como malformacdes congénitas.

Apesar de haver comprovacao terapéutica acerca dos efeitos adversos de varias plantas,
sabe-se que algumas ndo possuem dados sobre 0 qudo nocivo 0S Seus compostos quimicos
podem ser para o processo reprodutivo. Um exemplo de planta que permanece sem esses dados
e é comumente utilizada como medicamento é a Strychnos pseudoquina (FIGURA 1), nativa

do cerrado brasileiro e de facil acesso pela populagéo.
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Figura 1 — Folhas e fruto de S. pseudoquina.
Fonte: Herbéario da Universidade Federal de Mato Grosso

Também conhecida como quina do cerrado, falsa quina e quina do campo, a Strychnos
pseudoquina pertence a familia Loganiaceae e género Strychnos, contando com cerca de 200
espécies presentes no mundo. E nativa do cerrado da América do Sul e bastante conhecida pelos
seus potenciais metabdlitos secundarios (THONGPHASUK et al., 2003; PHILIPPE et al.,
2004; ADEBOWALE et al., 2014). Apesar de apresentar propriedades quimicas terapéuticas,
compostos isolados das espécies S. panamensis e S. nux-vomica podem apresentar toxicidade
devido a presenca de alcaloide estricnina (SILVA et al., 2005a; PATEL et al., 2017). Trata-se
de uma arvore de médio porte e seu tamanho varia entre 3 a 5 metros de altura, possui casca
grossa, folha oval, coriacea, frutos arredondados e de coloracdo amarela (CRUZ, 1979;
CORREA, 1984; LORENZI, 1998).

Na medicina popular é citada como ténico amargo e febrifugo, sendo as partes mais
utilizadas a entrecasca e as folhas, para tratamento de problemas hepéticos, gastricos e
hipoglicemiante (DA SILVA et al., 2005; DA SILVA et al., 2010). Na entrecasca da S.
pseudoquina foi detectada a presenca de alcaloides (nor-dihidrotoxiferina e estricnina)
(FRANCO et al., 1969), flavonoides (quercetina-3-O-metil e estricnobiflavona) (LAGE et al.,
2013) e acidos fendlicos (MONACHE et al., 1969; NICOLETTI et al., 1984; SILVA et al.,
2005; GONTIJO et al., 2018; COSENZA et al., 2019).

Bonamin et al. (2011) demonstraram que o extrato metanolico das folhas de S.
pseudoquina, na dose de 250 mg/kg em ratos Wistar machos durante 14 dias, possui efeito
benéfico para tratamento de lesdes gastricas, corroborando o estudo de Silva et al. (2005) que



14

na mesma dose também observaram efeito citoprotetor sobre as lesGes gastricas induzidas
experimentalmente em camundongos. Outros estudos comprovaram que as purificacoes de
alguns compostos desta planta sdo promissoras para o tratamento de leishmaniose ocasionada
pelas espécies L. amazonensis e L. infantum (LAGE et al., 2013; LAGE et al., 2015). Em
contrapartida verificou em estudos in vitro e in vivo efeitos genotoxicos e quebra de DNA em
Salmonella typhimurium utilizando extrato etandlico das folhas (SANTOS et al., 2006;
GONTHO et al., 2018) e da entrecasca de S. pseudoquina (GONTIJO et al., 2018). Estes
estudos recomendaram cautela no preparo e utilizacdo desta planta.

O estudo com esta planta e sua aplicabilidade para fins terapéuticos permitird que se
estabeleca diferencas entre os efeitos reais em relacdo com a dose administrada, além de
confirmar se os relatos de seu uso ndo passam basicamente de crencas. Além disso, um
levantamento etnofarmacolégico mostrou que a S. pseudoquina é amplamente utilizada na
gestacéo para fins abortivos por populagdes quilombolas na regido centro-oeste (RODRIGUES,
2007). Entretanto, ainda ndo ha na literatura trabalhos que avaliam o possivel potencial abortivo
da quina do cerrado ou avaliando os efeitos no organismo materno em modelo experimental.
Diante disso, é de suma importancia que extratos naturais ou medicamentos derivados de
plantas devem ser adequadamente testados antes de serem usados durante a gestacao, a fim de
alertar a populacgdo sobre seus riscos e beneficios no organismo. Portanto, a hipdtese deste
trabalho € que a S. pseudoquina apresente seu efeito abortivo e induza toxicidade materna

prejudicando o desempenho reprodutivo.
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2 OBJETIVOS
21 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos do tratamento com o extrato aquoso de S. pseudoquina durante a
prenhez de ratas Wistar em relacdo a toxicidade e performance reprodutiva.

2.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

Comparar os efeitos do tratamento com extrato aquoso de S. pseudoquina em ratas
prenhes quanto:
e A0 peso corporeo;
e Ao consumo de racéo;
e  Aingestdo hidrica;
e Ao peso relativo de 6rgéos;

. Desempenho reprodutivo materno;
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 OBRENCAO DA PLANTA E PREPARO DO EXTRATO

Espécies da entrecasca da Strychnos pseudoquina foram coletadas no municipio de
Barra do Gargas-MT, no periodo vespertino, entre fevereiro e marco de 2018. A planta foi
identificada e autenticada por especialistas do Departamento de Botanica da Universidade
Federal de Mato Grosso (UFMT), onde uma exsicata foi depositada (UFMT/CUA 10164).

A entrecasca da planta foi dessecada em estufa a temperatura de 40°C. Depois, 0
material seco passou pelo processo de trituracdo em liquidificador e a extracéo foi realizada por
decoccdo na proporcao de 30 g de p6 para 1 litro de agua filtrada. O extrato foi resfriado sob
agitacao, filtrado e sua concentracdo determinada em mg/mL por meio do calculo do peso seco.

Aliquotas do extrato foram acondicionadas a -20°C até o0 momento do consumo.

3.2  ANIMAIS

Foram utilizados ratos da linhagem Wistar (Figura 2), machos e fémeas, em idade
reprodutiva (em torno de 120 dias de vida) e pesando aproximadamente 220 gramas (g). Os
animais foram obtidos do Biotério da Universidade Estadual de Campinas (CEMIB-
UNICAMP). Os procedimentos e manuseios realizados nos animais seguiram as orientagdes
fornecidas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA), e
autorizados pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal da UFMT, Brasil (Protocolo n°
23108.931139/2018-31).

" -

Figura 2: Rata da linhagem Wistar utilizada no experimento. Fonte: Fisiotox
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3.3 SEQUENCIA EXPERIMENTAL

Foi dividia em 3 periodos: adaptacdo, acasalamento e tratamento.

3.3.1 Periodo de adaptacdo: Os animais passaram por um periodo de aclimatacéo
de 7 dias no Laboratério de Fisiologia de Sistemas e Toxicologia Reprodutiva (FisioTox), da
Universidade Federal de Mato Grosso (UFMT), permanecendo em gaiolas coletivas de
polietileno forradas com maravalha, com capacidade maxima de 4 animais, sob temperatura
(22 £ 3°C), fotoperiodo (ciclo claro e escuro de 12 horas) e umidade (50 + 10%) controlados.
Agua e racdo foram fornecidas a vontade.

3.3.2 Estudo piloto: Nesta etapa, as ratas da linhagem Wistar foram agrupadas a fim
de determinar uma curva dose-efeito para estabelecer a dose que foi utilizada para avaliacao
dos efeitos da planta. Um grupo de ratas ndo prenhes receberam agua filtrada (veiculo) e
constituiu o Grupo Controle. Outros grupos receberam diferentes doses do extrato aquoso da
planta (nimero amostral de 5 ratas/grupo). Inicialmente, a dose foi de 100 mg/Kg com aumento
crescente sendo os demais grupos com doses de 200, 300, 400 e 800mg/Kg, a partir deste
tratamento foi observado que a dose NOAEL (dose mais alta na qual ndo se observa efeito
toxico ou adverso) foi de 300mg/kg e a LOAEL (dose mais baixa na qual observou o efeito
toxico ou adverso) foi a de 400mg/Kg (dados ndo mostrados). Os grupos tratados durante a
prenhez receberam as doses de 300, 150 e 75 mg/Kg respectivamente a fim de se obter uma

curva dose efeito.

3.3.3 Periodo de acasalamento: Apos o periodo de adaptacdo, iniciou-se o periodo
de acasalamento, onde as ratas foram distribuidas quatro a quatro em gaiolas de polietileno,
com cama de maravalha, na presenca de um rato macho durante o periodo noturno. Na manha
subsequente, foi realizado o esfregacgo vaginal para obtencdo de material citolégico e posterior
analise em microscopia de luz. A presenca de espermatozoide e caracteristicas da fase estro do
ciclo estral confirmaram o diagndéstico de prenhez (Figura 3) e este foi considerado o dia zero
de prenhez (VOLPATO et al., 2008). O procedimento para acasalamento teve duracdo maxima
de 15 dias para cada animal, que compreende cerca de 3 ciclos estrais, e foi realizado até
obtencdo do ndmero amostral (n minimo=11/grupo). Em seguida, as ratas prenhes foram

randomizadas para comporem 0s grupos experimentais.
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Figura 3: Fase estro com células queratinizadas e presenca de espermatozoides.

Fonte: Damasceno et al., 2008 — Anomalias Congénitas: Estudos Experimentais

As ratas foram distribuidas de maneira aleatéria, por meio de um sorteio, em 4 grupos
experimentais (n minimo=11 ratas por grupo).

e Controle: Ratas prenhes tratadas com agua (veiculo);

e Tratado 75: Ratas prenhes tratadas com extrato aquoso de Strychnos pseudoquina
na dose de 75 mg/kg;

e Tratado 150: Ratas prenhes tratadas com extrato aquoso de Strychnos pseudoquina
na dose de 150 mg/kg;

e Tratado 300: Ratas prenhes tratadas com extrato aquoso de Strychnos pseudoquina

na dose de 300 mg/kg.

3.3.4 Periodo de tratamento: As ratas foram colocadas em gaiolas individuais para
acompanhamento e avalia¢do dos resultados da prenhez. Essas ratas foram tratadas diariamente
com agua ou extrato da planta. As doses do extrato de S. pseudoquina foram de 75, 150 e 300
mg/kg baseado no estudo piloto. A administracdo foi feita do dia O até o 21° dia de prenhez,
por via oral (gavagem) no periodo da manha, sendo as doses ajustadas diariamente, de acordo
com o peso dos animais. Peso corpdreo, ingestdo de agua e consumo de racdo foram avaliados
semanalmente até o final da prenhez. O ganho de peso materno foi calculado pela diferenca

entre 0s pesos corporeos observados nos dias 0 e 21° da prenhez.

34 LAPAROTOMIA

Na manha do 21° dia de prenhez, as ratas foram anestesiadas com Tiopental sédico

(Thiopentax® - dose de 120 mg/Kg de peso corporal) e posteriormente foi realizada a
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laparotomia com exposi¢do de cornos uterinos. Em seguida, foram retirados e pesados o
coragdo, figado, baco e rins para obtencdo do peso relativo de cada 6rgéo, pela equacgéo: peso
relativo do 6rgao = (peso do 6rgéo /peso final) x 100, em que o peso final corresponde ao peso

da rata no 21° dia menos o peso da ninhada. O resultado foi entdo expresso em g/100 g.

3.5 DESEMPENHO REPRODUTIVO MATERNO

Apos retirada do uatero, foram observados e contados os pontos de implantagéo,
reabsorcéo (morte embrionaria) e numeros de fetos vivos e mortos. Os ovarios foram retirados
para observacdo e contagem de corpos lGteos, com auxilio de fotolupa. As placentas foram
pesadas em balanga analitica, livres de membrana e corddo umbilical. Foram calculadas as
porcentagens de perda pré-implantacéo (taxa de perda de embrides no periodo que antecede a

implantacdo) pela seguinte equacdo matematica (DAMASCENO et al., 2008):

n? de corpos liteos — n2 de implantacao

% perdas pré — implantac¢a = ( ) x 100

n? de corpos lateos
A morte dos embrides ap0s seu processo de implantacdo é denominada de porcentagem
de perda pés-implantacdo e foi calculada pela seguinte equagdo matematica (DAMASCENO et

al., 2008):

n? de implantacgdes - n? de fetos vivos

% perdas pés — implantagido = ( ) x 100

n? de Implantacdes

3.6 ANALISE ESTATISTICA

Para valores médios, os resultados obtidos foram analisados pelo teste de Analise de
Variancia (ANOVA) seguido do pds-teste de Tukey. Para a comparacdo das porcentagens,
utilizou-se o teste Exato de Fisher. Foi considerado como nivel de significancia estatistica, o
limite de 5% (p<0,05).
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4 RESULTADOS

A figura 4 mostra o peso corporeo das ratas. O ganho de peso foi progressivo durante
toda a prenhez. No grupo Tratado 300 houve menor peso corpéreo dos animais no 21° de

prenhez comprados aos demais grupos.

450
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Controle Tratado 75 Tratado 150 Tratado 300
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Figura 4: Médias e respectivos desvios-padrdo dos pesos corpéreos (g) semanais de ratas

prenhes tratadas com o extrato aquoso de Strychnos pseudoquina ou dgua durante a prenhez.
* p<0,05-Diferente do Grupo Controle; #p<0,05-Diferente do Grupo Tratado 75; $p<0,05-Diferente do Grupo
Tratado 150 (ANOVA seguido de teste de Tukey)
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A figura 5 mostra o consumo médio diério de ingestdo hidrica e consumo alimentar
durante a prenhez. No grupo Tratado 75 houve aumento de ambos os consumos em relagdo ao
grupo Controle. No grupo Tratado 150 houve aumento nos consumos comparado aos grupos
Controle e Tratado 75. O consumo alimentar foi menor no grupo Tratado 300 em relacdo aos
demais grupos. Além disso, a ingestdo hidrica neste mesmo grupo diminuiu comparado aos
grupos Controle e Tratado 75.

25
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Controle Tratado 75 Tratado 150 Tratado 300 Controle Tratado 75 Tratado 150 Tratado 300
A Grupoes B Grupos

Consumo de ragio (g)
Ingestio hidrica (mL)

o

Figura 5: Média e respectivos desvios-padrdo do consumo de racéo (A) e ingestdo hidrica (B)
diarios de ratas tratadas com o extrato aquoso de Strychnos pseudoquina ou agua durante a

prenhez.

*p<0,05-Diferente do Grupo Controle; #p<0,05-Diferente do Grupo Tratado 75; $p<0,05-Diferente do Grupo
Tratado 150 (ANOVA seguido de teste de Tukey)
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A Tabela 1 apresenta o peso relativo dos 6rgdos. O tratamento com extrato aquoso de

Strychnos pseudoquina na maior dose aumentou significativamente os rins em relagdo ao grupo

Controle.

Tabela 1: Média e desvios-padrdo dos pesos relativo dos 6rgdos (g/100g) de ratas

tratadas com o extrato aquoso de Strychnos pseudoquina ou agua durante a prenhez.

Grupos
Controle Tratado 75 Tratado 150 Tratado 300
(n=12) (n=11) (n=11) (n=12)
Coragdo (Q) 0,30 £ 0,04 0,32 £ 0,05 0,33 10,04 0,33+ 0,04
Figado (g) 3,92 £ 0,37 4,37 £0,39 4,15+0,23 3,70+ 0,63
Baco (g) 0,23+ 0,05 0,21 +0,03 0,20 + 0,03 0,23+ 0,05
Rins () 0,28 + 0,02 0,29 + 0,03 0,30 + 0,03 0,31 £ 0,02*

* p<0,05 - Diferente do Grupo Controle; # p<0,05 - Diferente do Grupo Tratado 75 (ANOVA seguido

de teste de Tukey)

A tabela 2 mostra o desempenho reprodutivo materno. Os animais do grupo Tratado 75

apresentaram aumento no ndmero de fetos mortos em relacdo ao grupo Controle. O grupo

Tratado 150 apresentou aumento no nimero de corpos lGteos comparado aos grupos Controle

e Tratado 75, e aumento de perdas pré-implantacdo em relacdo ao grupo Tratado 75. O grupo

tratado 300 apresentou aumento das taxas de perdas pré e pds-implantacdo e diminuicdo do

ganho de peso materno em relagdo aos demais grupos. Esse mesmo grupo também apresentou

diminuicdo nos corpos lateos, implantacdes e fetos vivos em relacdo ao grupo Tratado 150, e

aumento nas reabsorces em relagdo ao grupo Tratado 75. Além disso, este grupo apresentou

diminuicdo no peso do Utero gravidico (PUG) em relacdo aos grupos Tratados 75 e 150 e

diminuicdo no ganho de peso materno (GPM) menos o peso do utero gravidico (PUG)

comparado os grupos Controle e Tratado 75.
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Tabela 2: Desempenho reprodutivo materno de ratas prenhes tratadas com o extrato aquoso de

Strychnos pseudoquina ou agua durante a prenhez.

Grupos
Controle Tratado 75 Tratado 150  Tratado 300
(n=12) (n=11) (n=11) (n=12)
Prenhez a termo (N) 12 11 11 12
Corpo lluteo
Total (N) 160 148 178 160
Média + DP? 13,33+1,16 13,5+ 0,82 16,18 + 1,33** 13,33 +1,61°%
Implantagdes
Total (N) 140 136 157 117
Média + DP? 11,67 £ 2,43 12,36 + 2,80 14,27 +£ 3,52 9,75 + 4,29%
Fetos vivos
Total (N) 134 128 150 94
Média + DP? 11,17 +£ 2,44 11,64 + 3,23 13,64 + 3,5 7,83 +5,86%
Fetos mortos
Total (N) 0 4 0 1
Média + DP? 0,00 £ 0,00 0,36 +£ 0,50 0,00 + 0,00 0,08 +£0,29
Reabsorc¢des
Total (N) 7 4 7 22
Média + DP? 0,58 +£0,51 0,36 £ 0,67 0,64 +0,92 1,83 +1,95%
Perda pré-implantacéo
12,5 8,11 11,80% 26,89*%%
(%)°
Perda p6s-implantagdo
4,29 5,88 4,46 19,66**¢
(%)°
Ganho de peso materno
118,17+12,7 132,0+ 15,1 136,64 + 16,47 72,1450,5**
-GPM (g)?
Peso do tero gravidico
76,54 + 19,0 86,18 + 20,55 100,23 + 20,36 54,85 + 41,93
-PUG(g)®
GPM menos o PUG (g)
41,63 + 14,99 45,82 + 24,41 36,40 + 12,57 17,23+ 14,68**

a

Dados mostrados como média #desvio-padréo (DP) e proporgdes (%).

*p<0,05-Diferente do Grupo Controle; #p<0,05-Diferente do Grupo Tratado 75; $p<0,05-Diferente do Grupo
Tratado 150 ((ANOVA seguido de teste de Tukey; Teste Exato de Fisher)
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5 DISCUSSAO

Apesar de seus fins terapéuticos, as plantas medicinais podem apresentar substancias
toxicas ao organismo (SANTOS, 2012). Neste sentido, sdo essenciais estudos para avaliar seu
potencial toxico, mesmo que seja bastante utilizado pela populacdo, a fim de comprovar sua
eficacia, seguranca e selecionar uma dose confiavel (FARSI et al., 2013). Isso pode ser
comprovado no presente estudo, onde foi verificado que doses mais elevadas do extrato aquoso
de Strychnos pseudoquina causaram toxicidade materna, confirmada pela diminuicdo de peso
corporeo, ingestdo de comida e agua, e alteracdo do peso dos rins. Essa toxicidade alterou o
desempenho reprodutivo materno, aumentando as perdas embrionarias, antes e ap0s 0 processo
de implantagdo.

A performance reprodutiva materna pode sofrer interferéncias ocasionadas pela
toxicidade induzida por uma substancia, podendo ser expressa pela perda de peso corporal,
reducao do consumo de agua e alimento, diminuicdo da locomocao e alteragcdes do peso relativo
de 6rgaos (CHRISTIAN, 2007; BELLEI et al., 2012). No periodo gestacional, € comum que
haja aumento progressivo do peso corpéreo devido ao crescimento fetal e seus anexos (IESSI
et al., 2010). No presente estudo, independente do tratamento com extrato aquoso de S.
pseudoquina o ganho de peso corpdreo foi progressivo durante a prenhez. No entanto, o grupo
tratado com maior dose apresentou diminuicdo no peso corporal no final da gestacdo. A
diminuigdo do peso pode ser devido a diversas respostas, incluindo anorexia, toxicidade
sistémica ocasionada pelo tratamento, baixo peso fetal ou diminuicdo do ndmero de fetos
devido perdas embrionérias (U.S. ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENCY, 1996). Isso
pode ser verificado em nosso estudo, que apresentou diminuigdo na ingesta alimentar e aumento
nas perdas fetais.

O grupo tratado em maior dose com extrato da planta apresentou baixo consumo
alimentar e de 4gua em contraste aos grupos tratados em menores doses no qual houve um
aumento no consumo alimentar e de dgua. O periodo gestacional é caracterizado inicialmente
pelo anabolismo e posteriormente o catabolismo, a fim de beneficiar o feto sem ocasionar dano
materno, assim o consumo alimentar geralmente € maior durante essa fase (RUDGE et al.,
2000; VOLPATO et al., 2006). Na gestacdo, o nivel de progesterona no soro aumenta, que
estimula alguns mecanismos orexigenos e faz com que 0s animais aumentem o seu consumo
alimentar (U.S. ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENCY, 1996; GRUESO et al., 2001).

Alteracdes no consumo alimentar e na ingestdo hidrica sdo parametros de toxicidade apds
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exposicdo a substancias toxicas (SOARES et al., 2015). Essa redugdo no consumo pode ser
indicio que a dose maior tenha promovido um efeito toxico no organismo.

As alteracdes do peso relativo de 6rgdo podem ser evidéncias para classificar uma dose
como prejudicial aos 6rgdos vitais e avaliar sinais de toxicidade (GONZALEZ e SILVA, 2003;
DE JONG e VAN LOVEREN, 2007; MULLER, 2009). O grupo Tratado 300 maior peso dos
rins. Os rins tem como funcdo principal realizar homeostasia, regulando a quantidade de
eletrolitos e 4gua, reabsorvendo substancias e eliminando residuos metabolicos (SODRE et al.,
2007; SILVA et al., 2016). O rim etsa entre os 6rgaos mais afetados quando administramos
substancias quimicas, e podem apresentar danos renais e hepaticos em doses toxicas, como
nefrotoxicidade e inflamagdes (CHAN et al., 2010; MAALEJ et al., 2017). Este resultado
reforca os resultados de peso corporal, ingestdo hidrica e consumo alimentar, indicando uma
possivel toxicidade quando administramos extrato aquoso de S. pseudoquina na dose de 300
mg/Kg.

Na gestacdo, para o processo de implantacdo ser bem-sucedido sdo necessarios
processos complexos e organizados, que ocorrem entre Utero e embrido (STAUN-RAM &
SHALEYV, 2005). Caso esse processo nao ocorra de forma ordenada, a implantacdo ndo é
concluida ou sera defeituosa, levando a alguns efeitos adversos ao decorrer da prenhez (CHA
et al., 2012). O tratamento com extrato aquoso de S. pseudoquina no grupo Tratado 300,
ocasionou um aumento na porcentagem de perda pré-implantacdo e pos-implantacdo. A taxa de
implantacdo esta associada ao nimero de corpos luteos, pois sdo indicadores de sucesso da
implantacdo do blastocisto no endométrio (SANTOS et al., 2016). Quando o organismo
materno é exposto a determinadas substancias em doses tdxicas, dependendo do periodo
gestacional podem ocorrer diferentes efeitos, variando de anti-implantacdo, alteracoes
morfoldgicas e funcionais no feto, culminando até a morte embrionaria (DAMASCENO et al.,
2008). Estudos sobre o efeito do uso de plantas medicinais na fertilidade observaram aumento
das mortes embrionarias devido a presenca de flavonoides e alcaloides (HYACINTH &
NWOCHA, 2011). Como essas substancias estdo presentes em grande quantidade na casca de
S. pseudoquina, isso pode explicar a agdo contraceptiva ou abortiva da planta (COSENZA et
al., 2019).

O adequado ganho de peso materno e seu estado nutricional sdo importantes para um
bom desenvolvimento da gestagdo (NOMURA et al., 2012). Contudo, tanto o ganho de peso
materno quanto o peso do Utero gravidico no grupo tratado com maior dose foram diminuidos.
Além disso, 0s animais desse grupo apresentaram diminui¢do no consumo alimentar, aumento

de perdas pré-implantacédo e pos-implantacdo, e menor peso fetal por rata (dado ndo mostrado),
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fatores estes que contribuem para diminui¢do do ganho de peso materno (DAMASCENO et al.,
2012; SOARES et al., 2015).

Nossos dados confirmam a relevancia de pesquisas que avaliam os efeitos de plantas
utilizadas pela populacdo, principalmente quando o uso ocorrer durante a gestacdo. Como o
tratamento com a maior dose do extrato de S. pseudoquina promoveu efeitos prejudiciais para
na prenhez de ratas, isso mostra o perigo de se utilizar plantas medicinais sem comprovacéo

cientifica.
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6 CONCLUSAO

Baseado nos resultados obtidos, conclui-se que a administracdo do extrato aquoso de S.
pseudoquina, na dose de 300 mg/Kg, em ratas Wistar prenhes induz toxicidade materna, além
de aumentar as perdas embrionarias. Portanto, o tratamento durante a gestacdo com esta planta

pode ser prejudicial, dependendo da dose utilizada.
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8 ANEXOS

COMITE DE ETICA NO USO DE ANIMAIS CONITE DE £TICANO USO DE ANMAIS
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CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo N2 23108.931139/2018-31 sobre “Repercussdes
materno-fetais de ratas tratadas com Strychnos pseudoquina st. Hill durante a
prenhez”, sob a responsabilidade do Prof. Dr. Gustavo Tadeu Volpato, estd de
acordo com os Principios Eticos na Experimentagio Animal, adotados pelo
Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA), tendo sido
aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA)-UFMT em reunido

ordinaria de 25/05/2018.

CERTIFICATE

We certify that the protocol 23108.931139/2018-31, entitled “Maternal-fetal
repercussions of rats treated with Strychnos pseudoquina during pregnancy”, is in
agreement with the Ethical Principles for Animal Research established by the
National Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA). This project
was approved by the institutional Committee for Ethics in the Use of Animals

(Federal University of Mato Grosso — UFMT) on May, 2018.
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