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RESUMO

A planta Petiveria alliacea L. é usada na medicina popular em infusdes ou misturada
com outras plantas, aplicadas em fricces contra dores articulares e reumaticas. Os
dados farmacoldgicos dessa planta sdo muito variados, servindo como antinoceptiva,
anticonvulsante, analgésica, antiinflamatéria, hipoglicemiante, antifingica, vermifugo,
gastroprotetora, antitumoral, além de atividade anti-mitética. Estudos demonstraram que
a aplicacdo de diferentes doses de extratos hidroalcodlico de P. alliacea, em ratas, no
terceiro ou no quinto dia de gestacdo possui efeito zigotdxico e abortivo. Assim, o
presente estudo teve o objetivo avaliar o efeito de extratos hidroalcodlico da raiz de P.
alliacea, sobre a interacdo blastocisto e endométrio em ratas. Para realizagdo do
experimento foram utilizadas 30 ratas albinas (Rattus norvegicus albinus) da linhagem
Wistar, com 90 dias de idade, pesando aproximadamente 200g, provenientes do
Biotério do Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal da UFRPE. As fémeas
foram acasaladas e divididas em seis grupos: Grupos | e 111 - ratas tratadas com placebo
no 5% dia de prenhez e sacrificadas no 72 dia e 14° dia (controle), respectivamente;
Grupo Il e IV - ratas tratadas com extrato hidroalcélico de raiz P. alliacea no 5% dia de
prenhez e sacrificadas no 72 dia e 14° dia, respectivamente; Grupos V e VI- Neonatos
oriundos de matrizes tratadas com placebo e extrato no 5° dia de prenhez,
respectivamente. O extrato foi administrado por via oral (gavagem) na dosagem de
18mg/Kg. Os sitios de implantacdo e as placentas foram coletados, fixados em liquido
de Bouin e processados para inclusdo em “paraplast”. Os cortes obtidos foram
submetidos & técnica de coloracdo pela hematoxilina - eosina (H. E). Os resultados
mostraram que o extrato hidroalcodlico da raiz de P. alliacea ocasiona redugdo no
nimero de sitios implantados; promove um menor desenvolvimento desses sitios,
porém ndo ocasiona alteragdes histoldgicas. Com relagdo & morfologia placentaria ndo
houve alteracGes significativas, bem como na anélise macroscopica dos neonatos ndo se
observou alteragdes no nimero de nascidos, no comprimento e peso dos mesmos. Esses
resultados sugerem que o extrato hidroalcodlico da raiz de P. alliacea na dosagem de
18mg/Kg/animal, administrado em ratas, no quinto dia de prenhez, produz apenas um
retardo no processo de implantag&o.

Palavras Chave: Petiveria alliacea, sitios de implantacdo, placenta, aborto, extrato
hidroalcoodlico



ABSTRACT

The plant Petiveria alliacea L. is used in popular medicine in infusions or mixed with
other plants, and it’s used in rubbing for rheumatic and joint pains. The pharmacological
data of this plant are rather varied, serving as antinociceptive, anti-convulsive,
analgesic, anti-inflammatory, hypoglycemic, anti-fungicide, vermicide, gastro-
protective, anti-tumor, besides the anti-mitotic activity. Studies have shown that
applications of different doses of extracts of P. alliacea in female rat, on the third or on
the fifth day of pregnancy has a zygotoxicity and abortive effect. Thus, the present
study had the objective of analyzing the effect of hydro-alcoholic extracts of the P.
alliacea root upon the interaction between blastocyst and endometrium in female rats.
For the undertaking of the experiment, 30 female rats were used (Rattus norvegicus
albinus) of the “Wistar” breed, aged 90 days, weighing about 200g, originally from the
biotery of the Department of Animal Morphology and Physiology from the Rural
Federal of Pernambuco (UFRPE). The females were mated and divided into six groups:
Group | and Ill- female rats treated with placebo on the fifth day of pregnancy and
sacrificed on the seventh and 14° day (control), respectively; Group Il and 1V — female
rats treated with hydroalcoholic extract of the root of the P. alliacea on the fifth day of
pregnancy and sacrificed on the seventh and 14° day, respectively; Group V and VI-
Neonates from matrices treateds with placebo and extract hydroalcoholic on the fifih
day of pregnancy, respectively. The extract was introduced by the mouth at the dosage
of 18 mg/kg. At the end of the experiment, the female rats were submitted to anesthesia
with the use of ketamin hydrochloride (80 mg/kg) and xilazin (6 mg/kg), by
intramuscular way for the removal of the uterus, containing sites of implantation, which
were fixed in Bouin liquid and processed for the inclusion in “paraplast”. The blocks
were cut in microtome of the Minot type (Leica RM 2035) and adjusted to 5um. The
cuts were submitted to the staining technique by hematoxilin-eosin (H.E), and analyzed
in light microscope, model OLYMPUS BX-49 and photographed in photomicroscope
OLYMPUS BX-50. The results have shown that the hydroalcoholic extract of the root
of the P. alliacea at the dosage of 18 mg/kg/animal causes reduction in the number of
implantation sites, promotes a minor development of the sites of implantation, but do
not cause histological alterations in these sites. In relation to the placenta morphology,
there have been no significant alterations. In addition to that, no alterations in the
number of born individuals, in their size and in their weight have been observed during
the macroscopic analysis. These results suggest that the hydroalcoholic extract from the
P. alliacea in the dosage of 18mg/kg/animal, administered to female mice, on the 5"

day of pregnancy, will only cause a delay in the instillation process.

Key words: Petiveria alliacea, sites of implantation, placenta, abort, hydroalcoholic
extract
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1. INTRODUCAO

O uso de plantas medicinais como base terapéutica é secularmente conhecido e
aplicado nas diferentes culturas em todo o mundo, tendo sofrido profunda alteracdo
diante da introducédo da terapéutica sintética, e altamente industrializada, em meados do
século XX. Nesse contexto mundial, as indUstrias farmacéuticas brasileiras foram, em
sua maioria, desativadas ou substituidas por empresas multinacionais, modificando
entdo a pratica medico-terapéutica que se afastou e, mesmo, negligenciou a utilizacdo de
plantas medicinais (FERNANDEZ, 2004).

Atualmente nas regiGes mais pobres do Pais, e até mesmo, nas grandes cidades
brasileiras as plantas medicinais sdo comercializadas em feiras livres, mercados
populares e cultivadas também em quintais residenciais. As observacdes populares
sobre 0 uso e a eficacia de plantas medicinais contribuem, de forma relevante, para a
divulgacdo das virtudes terapéuticas dos vegetais reescritos com freqiiéncia, pelos
efeitos medicinais que produzem, apesar de ndo terem seus constituintes quimicos
conhecidos. Dessa forma, usuarios de plantas medicinais de todo o0 mundo, mantém em
voga a prética de consumo de fitoterapicos, tornando vélidas informacgdes terapéuticas
que foram sendo acumuladas durante séculos (MACIEL et al., 2002).

A fitoterapia € regulamentada pela RDC n° 17, de 24 de fevereiro de 2000
(OLIVEIRA et al., 2006). Com o reconhecimento pela Organizacdo Mundial de Saude
(OMS), na Conferéncia de Alma Ata em 1978, o aproveitamento das plantas medicinais
foi ressaltado como parte do Programa Saude Para Todos no Ano 2000 recomendando-
se, inclusive a realizacdo de mais estudos e a propagacdo do uso das plantas medicinais
regionais como uma maneira de diminuir custos dos programas de salde publica
(YAMADA, 1998). Atualmente, a Organizacdo Mundial da Saide (OMS) reconhece
que 80% da populagdo dos paises em desenvolvimento utilizam praticas tradicionais nos
cuidados basicos de saude. Deste universo, 85% utilizam plantas ou preparados
(BRASIL, 2006), porém, desse total, pelo menos 30% apenas dar-se por indicacdo
médica (MARTINS et al., 1998).

Séo identificadas diferentes areas de estudos, como a fitoterapia, a homeopatia, ou
mesmo alopatia; que utilizam milhares de espécies de plantas. A fitoterapia é o método
de tratamento de enfermidades que emprega vegetais frescos, drogas vegetais ou, ainda,

extratos vegetais preparados com esses dois tipos de matérias-primas.



Etimologicamente, fitoterapia significa tratamento por meio das plantas, pode ser
encarada do ponto de vista da alopatia e do ponto de vista da homeopatia (OLIVEIRA,;
AKISUE 1997).

O uso de plantas medicinais na terapéutica esta intimamente relacionado até com
a propria evolugdo do homem. Dados revelam a sua utilizacdo ja pelo homem de
Neanderthal, que usava de suas propriedades méagico-simbdlicas quando se deparava
com algum tipo de maleficio. Para utilizarem as plantas como medicamentos, 0s
homens antigos valiam-se de suas proprias experiéncias empiricas de acerto e erro, e da
observagdo do uso de plantas pelos animais, além da intervencdo divina para
determinadas doengas. Em suma, percebe-se que mitos, lendas e tradigdes apontam para
0 emprego amplo de plantas medicinais em todos os tempos, em todas as camadas
sociais e quase em toda a humanidade (OLIVEIRA et al., 2006).

E bem provavel que das cerca de 200.000 espécies vegetais que possam existir no
Brasil, na opinido de alguns autores, pelo menos a metade pode ter alguma propriedade
terapéutica util & populacéo, mas nem 1% dessas espécies com potencial, fora motivo de
estudos adequados. As pesquisas com estas espécies devem receber apoio total do poder
publico, pois além do fator econdmico, ha de se destacar a importancia para a seguranca
nacional e preservacdo dos ecossistemas onde existam tais espécies. (MARTINS et al.,
1998). No entanto, no Brasil desenvolve-se um grande nimero de pesquisas que tem
contribuido significativamente para o desenvolvimento da quimica de produtos naturais
de plantas (YUNES et al., 2001).

Por outro lado, as exigéncias da sociedade moderna tém imputado novos padrdes
de hébitos sociais, redundando em condigBes, muitas vezes desfavoraveis, para 0s
integrantes da classe trabalhadora, ou 0s menos assistidos socialmente; de tal sorte, que
geralmente acabam por recorrer & medicina popular, devido a seu baixo custo e ao facil
acesso. Muito tém sido os relatos de casos de intoxicagdo proporcionados pela
administracdo de chés, elixires, etc; em cuja composicdo se encontra extratos de
determinados tipos de vegetais perigosos (MEYERS; JAWETZ; GOLDIFIEN 1970).
Apesar de reconhecer a legitimidade do conhecimento tradicional, uma planta para ser
usada em qualquer atividade ou programa de fitoterapia deve ser cientificamente
validada (ALBUQUERQUE et al., 2004).

A Petiveria alliacea L., é uma planta que teve grande importancia cultural no
periodo da escravatura no Brasil, sendo-lhe atribuida poderes de vida e morte. Tal

crenca se deve ao fato de que a planta poderia provocar um tipo de intoxicagdo, que



levava a imbecilidade e a morte, variando os efeitos com as doses e tempo de uso. Os
escravos ja a conheciam e utilizavam seus efeitos toxicos e sedativos, dando-lhe o
significativo nome de “amansa-senhor”. No século XVII, estava em voga o quebranto,
magia que uma vez lancada sobre as vitimas, fazia com que estas definhassem e
morressem. Na verdade, o efeito era provocado pelas folhas dessa planta, também
conhecida como guiné, que quando ingeridas causavam envenenamento (CORREA
1984; GOMES et al., 2005).

Essa planta possui como caracteristica um odor aliaceo, que transfere ao leite de
gado gosto desagradavel, em regides onde € abundante nos pastos. Devido a sua
toxidade, o uso da planta se restringe as aplicagdes externas. Seu uso na medicina
popular é em infusBes ou em misturas com outras plantas (arruda, alho, lagrima-de-
nossa-senhora, dentre outras), aplicadas em friccbes contra dores articulares e
reumaticas (LOW et al., 1999). Também é considerada antiespasmddica, diurética,
sudorifica e emenagoga, sendo usada na forma de infuséo fraca das folhas ou das raizes
contra hidropsia, artrite, reumatismo, malaria, memoria fraca e para induzir abortos
(OLUWOLE; BOLARINWA 1998; MORS et al., 2000).

Representante da familia fitolacacea, a P. alliacea é uma planta herbacea, perene,
sublenhosa, delgada, ereta, cerca de 1m de altura, com caracteristico odor de alho, de
ramos delgados, compridos, quase eretos ou ascendentes; folhas curtamente pecioladas,
alternas, membranosas, inteiras, elipticas, oblongas ou obovais, agudas ou cuminadas no
apice, estreitadas na base, escassamente pubescentes ou glabras, 3-12 cm de largura;
flores sésseis, pequenas, verdoengas, em delgadas espigas bracteadas; fruto capsular,
pequeno e cuneiforme. E oriunda da Africa e da América tropical, sua raiz, em decocto
ou em po6, sdo antiespasmodicas e abortivas. Devem, porém, ser usadas
parcimoniosamente, sob pena de produzirem intoxicagdo que pode levar a imbecilidade,
a afasia e até a morte, segundo observacdo popular (CORREA, 1978). O nome do
género foi dado em homenagem a Jacob Petiver, farmacéutico e amante da natureza
(STASI; LIMA 2002).

Os dados farmacoldgicos da P. alliacea sdo muito variados. O infuso das raizes
apresentou acdo antinoceptiva, protegendo parcialmente animais contra convulsdes
induzidas por pentilonotetrazol (GOMES et al., 2005), atividade antinflamatéria e
analgésica (LOPES-MARTINS et al., 2002) e hipoglicemiante (GARCIA-GONZALEZ

et al., 2006). O composto dibenziltrisulfeto apresenta importante atividade inseticida e



acaricida (MATEOS et al., 2007), antifungica (BENEVIDES et al., 2001; KIM et al.,
2005), antitumoral (An, et al., 2006; BAO et al., 2007) e citotdxica para algumas
linhagens de células cancerosas (WILLIAMS et al., 2007). Entretanto, ndo apresentou
eficicia na regressdo de carcinomas hepatocelulares (RUFFA et al., 2001). Okada et al.,
(2008) relataram ainda que alguns derivados da P. alliacea possui acéo antioxidante.

O extrato hidroalcodlico de P. alliacea utilizado popularmente como vermifugo,
também apresentou atividade antiviral (RUFFA, 2002). O extrato aquoso da folha da
planta apresenta também atividade gastroprotetora (CORTEZ et al, 1998),
hematopoiética (QUADROS et al., 1999), porém, pode ser hepatotdxico (TORRES et
al., 2007). Estudos in vitro com leucécitos demonstraram atividade genotoxica,
decorrentes de substancias mutagénicas e potencialmente carcinogénicas (HOYOS et
al., 1992), além de atividade anti-mit6tica (MALPEZZI et al., 1994). Segundo Kim et
al., (2005) que de um total de 18 compostos organosulfuricos presentes nas raizes da P.
alliacea trés deles apresentaram efeitos antimicrobrianos (antifungica e antibacteriana).

Dessa planta, foram isoladas, da raiz e do caule, varias substancias como o nitrato
de potassio; acido palmitico, &cido linoléico, acido estearico, beta-sitosterol; trisulfeto
de dibenzil; nitrato de sddio, peptidios como acido glutdmico; serina; glicina; e
alantoina, trans-N-metil-4-metoxiprolina, beta-sitosterol, pinitol, alantoina, lignoceril
alcool, acido lignocérico, lignocerato de lignoceril e alfa-friedelinol (SOUZA et al.,
1990); flavondides: 6-formil-8-metil-7-0-metilpinocembrina, 3-0-ramnosideos de
dihidrokaempferol, dihidroqueratina e miricetina (MONACHE; SUAREZ 1992);
flavondides, triterpenos (MONACHE et al., 1996) e dibenziltrisulfeto (DBTS) (SOUZA
et al., 1990; JOHNSON et al., 1997). Na sua composi¢do quimica, foram encontrados
ainda cumarinas, saponinas e taninos (PANIZZA 1998), principalmente, os sulfetos
organicos, trissulfeto de dialila, benziltiol e outros anélogos, responsaveis por suas
acOes e pelo odor de alho (LORENZI; MATOS 2002).

E notorio, também o uso desta planta para fins abortivos, como relata os autores
Peters et al (1988), que estudando o efeito da aplicacéo de diferentes doses de extratos
das folhas de P. alliacea, em ratas, no terceiro ou no quinto dia de gestagédo, e
analisadas no 14° dia de prenhez, observaram que o extrato hidroalcodlico (18mg/kg)
possui efeito zigotoxico e anti-implantacéo e a fracdo solivel em agua (20mg/kg) tem
efeito embriotoxico e abortivo. J& Guerra et al. (1989) observou os efeitos do extrato

aquosos das folhas (100mg/kg), caules (100mg/kg) e raizes (200mg/kg), constatando



que as raizes e folhas possuem efeito anti-implantagdo, enquanto que o caule parece ter
efeito zigotoxico.

De acordo com Aplin (1991), Ramsey (1982) e Cross; Werb; Fisher (1994) a
implantacdo é considerada o ponto critico da gravidez, pois 0 sucesso da gestacdo
requer o desenvolvimento de uma interacdo sincronizada entre o endométrio e o
blastocisto. Embora alguns trabalhos, como, por exemplo, o de Hoyos et al. (1992)
relatem efeitos genotoxicos por possiveis agentes mutagénicos e carcinogénicos
presentes nas raizes desta planta, ndo ha descri¢Ges sobre a teratogenicidade em filhotes,
quando maes séo tratadas durante a gestagdo, com extrato hidroalcodlico desta planta.

Em virtude do alto indice do uso da P. alliacea para fins medicamentosos e da
caréncia de pesquisas que relatem os efeitos concretos e verossimeis de extratos
hidroalcodlicos da raiz de P. alliacea, sobre a interacdo blastocisto e o endométrio, bem
como seu possivel efeito teratogénico sobre a prole, o presente trabalho teve os

seguintes objetivos.



2. OBJETIVOS

2.1. Geral:

> Avaliar os efeitos toxicos aa nivel microscopico e macroscopico provocados
pela administragdo do extrato hidroalcolico de raiz da planta P. alliacea, em

ratas (Rattus norvegicus albinus) prenhes e em neonatos.

2.2. Especificos:

» Quantificar o nimero e analisar histologicamente os sitios de implantacéo;

» Avaliar histologicamente a interacdo blastocisto e endométrio;
> Quantificar o nimero, peso e comprimento dos neonatos, além de avaliar

possiveis mal-formacoes.



3. METODOLOGIA / MATERIAIS E METODOS

O trabalho foi realizado nas dependéncias dos Laboratérios de Imunopatologia
Keizo Asami (LIKA), do Departamento de Patologia, da Universidade Federal de
Pernambuco e de Histologia e Produtos Naturais Bioativos, dos Departamentos de
Morfologia e Fisiologia Animal e Quimica, da Universidade Federal Rural de

Pernambuco.

3.1 Planta

A planta P. alliacea foi obtida em um sitio na cidade de Limoeiro, do Estado de
Pernambuco. Apos coleta das plantas, as mesmas foram levadas ao Laboratério de
Produtos Naturais Bioativos do Departamento de Quimica, da Universidade Federal
Rural de Pernambuco para separacéo das raizes.

Apos o isolamento das raizes, as mesmas foram lavadas e depois colocadas em
uma estufa a 40°C por 24 horas para secagem. No dia seguinte, foram fragmentadas em
pedacos pequenos para serem colocadas em uma maquina trituradora até virar pé.
Posteriormente 925g desse p6 foi colocado em um bal&o de fundo chato com auxilio de
um funil de vidro. A seguir, foi adicionado alcool etilico (70%) até cobrir totalmente a
amostra, deixando-a por 24 horas. No dia seguinte foi realizada a filtracdo, e o liquido
levado a um rota evaporador para evaporacdo do alcool e obtencdo do extrato. Esse
procedimento foi repetido por duas semanas seguidas até obter uma quantidade de 3,65
g de extrato hidroalco6lico da raiz de P. alliacea.

3.2 Animais

Foram utilizadas 30 ratas albinas (Rattus norvegicus albinus) com 90 dias de
idade, virgens, pesando aproximadamente 200g, da linhagem Wistar, procedentes do
Biotério do Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal, da Universidade Federal
Rural de Pernambuco. Os animais foram confinados em gaiolas e mantidos com
alimentacdo e &gua “ad libitum”, temperatura de 22°C e iluminagdo artificial com
lampadas fluorescentes (marca Phillips, modelo luz do dia, 40 W), que estabeleceu o
fotoperiodo de 12 horas claro e 12 horas escuro, considerando o periodo de luz das
06:00 as 18:00 horas.



Apbs um periodo de adaptagdo, foram colhidos esfregacos vaginais para a
determinacgdo do ciclo estral. Os animais que apresentaram trés ciclos estrais regulares
foram divididos, ao acaso, em seis grupos, cada um constituido por cinco animais, a

saber:

Grupo | - ratas tratadas com placebo no 52 dia de prenhez e sacrificadas no 72 dia

(controle);

Grupo |l - ratas tratadas com extrato hidroalcolico da raiz de P. alliacea no 59 dia de

prenhez e sacrificadas no 7%dia;

Grupo 111 - ratas tratadas com placebo no 5° dia de prenhez e sacrificadas no 14° dia

(controle);

Grupo |V - ratas tratadas com extrato hidroalcodlico da raiz de P. alliacea no 5° dia de

prenhez e sacrificadas no 14%dia;

Grupo V - ratas tratadas com placebo no 5° dia de prenhez, para anélise dos neonatos

(controle);

Grupo VI - ratas tratadas com extrato hidroalcodlico da raiz de P. alliacea no 5° dia de

prenhez, para analise dos neonatos.

3.3 Acasalamento dos Animais e Diagnostico da Prenhez

Apos andlise da ciclicidade estral de todos os grupos, as fémeas que estavam
ciclando, foram acasaladas na proporgdo de um macho para duas fémeas, sempre no
inicio da noite (18:00h). Na manh& (06:00h) do dia seguinte, foram realizados exames
colpocitoldgicos para a confirmagdo do acasalamento, tomando-se com parametro a

presenca de espermatozdides nos esfregagos.

3.4 Tratamento com o extrato de raizes da Petiveria Alliacea

Foi administrado por via oral (gavagem) 18mg/kg do extrato, o qual foi dissolvido

inicialmente com cinco gotas de etanol e posteriormente diluido em 0,5 ml de 4gua



destilada, no quinto dia de prenhez para as fémeas do grupo I, IV,VI, seguindo a
metodologia descrita por Guerra et al., (1989). Para as fémeas do grupo I, 1Il, V, e VIII
foi administrado pela mesma via, apenas 0,5 ml de &gua destilada com as cinco gotas de

etanol.

3.5 Contagem dos sitios de implantagao e analise morfoldgica desses sitios e da

placenta

As fémeas dos grupos | e Il foram eutanasiadas no setimo dia ap6s confirmagéo do
acasalamento para quantificacdo e anélise morfoldgica dos sitios de implantagdo. J& as
fémeas dos grupos Il e IV foram eutanasiadas no 14° dia de prenhez para analise
morfolégica das placentas. Para tanto, os animais foram anestesiados com
hidrocloridrato de cetamina (80 mg/kg) e xilazina (6 mg/kg), por via intramuscular. A
sequir, foi realizada a abertura da cavidade abdominal desde o pubis até o rebordo das
costelas; procedendo-se em seguida, a disjuncdo da sinfise pubica, para facilitar a
remogdo total do Utero e por fim, foram retirados os cornos uterinos contendo sitios de
implantacdo e placentas, que foram imediatamente mergulhados em liquido de Bouin.
Ao final do tempo de fixagdo os cornos uterinos das fémeas dos grupos | e Il foram
colocados, um por um, em uma placa de Petri e levados a uma lupa para contagem dos
sitios de implantacdo, utilizando-se como referéncia, as areas dilatadas apresentadas
pelos mesmos. Apos esses procedimentos, 0s cornos uterinos e as placentas foram
clivados transversalmente e longitudinalmente, obtendo-se fragmentos, os quais foram
desidratados em 4lcool etilico (concentragbes crescentes), diafanizados pelo xilol,
impregnados e incluidos em parafina. A seguir, os blocos foram cortados em micrétomo
do tipo Minot (Leica RM 2035) ajustado para 5 um. Os cortes assim obtidos foram
colocados em laminas previamente untadas com albumina de Mayer e mantidos em
estufa regulada & temperatura de 37°C, durante 24 horas, para secagem e colagem. Em
seqliéncia, os cortes foram submetidos & técnica de coloracéo pela hematoxilina - eosina
(H. E.), e analisados em microscopio de luz, da marca OLYMPUS BX-49 e
fotografados em fotomicroscépio OLYMPUS BX-50.



3.6 Contagem do namero de filhotes e analise macroscopica:

As fémeas prenhas dos grupos V e VI foram acompanhadas durante toda a
gestacdo até o nascimento dos filhotes, os quais foram contados, medidos com auxilio
de um paquimetro e pesados em balanca analitica. A andlise macroscopica foi feita
através da observacdo de alguma possivel malformacéo visivel, e da alteragdo no peso e

tamanho dos filhotes.

3.7 Anélise Estatistica

As médias do nimero dos sitios de implantacdo, peso, nimero e tamanho
dos neonatos foram submetidas ao teste ndo paramétrico de Mann-Witney, e quando

necessario, comparadas pelo teste de Dunn com 95% de significancia.
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4. RESULTADOS

4.1 Quantificacdo e analise morfoldgica dos sitios de implantacao e placentas

As ratas do grupo | apresentaram Vvarios sitios de implantacdo distribuidos
uniformemente ao longo dos cornos uterinos (Figura 1). Ja nas ratas do grupo Il
verificou-se uma reducdo no nimero de sitios de implantagdo (Figura 2), o que foi

comprovado estatisticamente (Tabela 1).

Figura 1 - Fotografia mostrando sitios de implantacdes (setas) em utero de rata do grupo
I. Tam. 10X15cm.

Figura 2 - Fotografia mostrando sitios de implantagdes (setas) em apenas um corno
uterino de rata do grupo Il. Tam. 10X15cm.
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Tabela 1 - Médias e desvios-padrdo dos sitios de implantagbes dos grupos

experimentais

Grupos Média + Desvio Padréo
Gl 12,8a+0,83
Gll 10,6b + 0,89

! Médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo Teste de
Dunn’s (P < 0,05).

A analise histoldgica dos sitios de implantagdo das ratas do grupo | revelou que
estes estavam totalmente inseridos na parede do Gtero, sendo bastante desenvolvidos e
muito préximos um do outro, sendo separados por uma faixa muito pequena de estroma

endometrial (Figura 3).

Figura 3 - Fotomicrografia de parte do Utero de rata do grupo |. Observar sitio de
implantacdo (SI) inserido totalmente na parede uterina. Coloragdo H-E.

Aumento + 42X.
No estroma endometrial evidenciou-se a reacdo decidual, onde os tipos celulares
mais comuns foram os fibroblastos, leucécitos e macréfagos (Figura 4). Notamos ainda
a presenca de grande quantidade de glandulas endometriais (Figura 5) que geralmente

situam-se préximas aos sitios de implantacéo.
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Figura 4 - Observar decidua contendo fibroblastos (setas longas), macréfago (seta curta)
e leucocito (ponta de seta). Coloracdo H-E. Aumento + 1071X.
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Figura 5 -. Notar glandulas endometriais (setas). Coloracdo H-E. Aumento + 107X.

Observou-se nos sitios de implantacdo a ocorréncia de pequenas lacunas contendo
sangue, provenientes da acdo erosiva dos trofoblastos sobre a parede dos vasos
sanguineos materno (Figura 6). Esses trofoblastos apresentavam-se em varios estagios
de desenvolvimento, onde encontramos células trofoblasticas intermediarias e gigantes.
Notou-se ainda a presenca dos citotrofoblastos: células com ndcleos relativamente

grandes, vesiculosos, citoplasma claro e com atividade mitdtica. Também foi
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visualizada poliploidia em algumas células citotrofoblasticas (Figuras 7 e 8). Néo foi

observada a formacao de sinciciotrofoblastos nos sitios.

- gl WY M?’l ....p}"r"'"r:
_ -r‘.— \ﬂ By

Figura 6: Verificar no sitio de implantacdo varias lacunas contendo sangue materno
(setas). Coloragéo H-E. Aumento + 107X.

Figura 7: Observar trofoblastos proximos as lacunas (setas) e citotrofoblastos com
nucleos grandes e vesiculosos (pontas de setas). Coloracdo H-E. Aumento +
428X.
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Figura 8: Citotrofoblastos em mitose (seta), alguns apresentando polipldidia (pontas de
setas). Coloragdo H-E. Aumento + 428X.

Analisando morfologicamente os sitios de implantacdo das ratas do grupo I,
verificou-se que 0s mesmos apresentaram aspectos histolégicos semelhantes aos do
grupo controle, ou seja, os sitios de implantacdo demonstram uma total inser¢do na
parede do utero (Figura 9), presenca de fibroblastos, macréfagos e leucécitos na decidua
basal (Figura 10). Também foi evidenciada em todos os sitios de implantacdo presenca
de varias lacunas (Figura 11). Os trofoblastos e os citotrofoblastos mostraram as
mesmas caracteristicas descritas para o grupo controle (Figura 12). Nao foi observada a
formacéo de sinciciotrofoblastos nos sitios.

Figura 9: Fotomicrografia do utero de rata do grupo Il. Observar sitio de implantacdo
(SI) inserido totalmente na parede uterina. Coloragdo H-E. Aumento + 42X.
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Figura 10 - Observar decidua contendo fibroblastos (setas longas), macréfagos (setas
curtas) e leucdcito (ponta de seta). Coloracdo H-E. Aumento + 428X

Figura 11: Observar vérias lacunas (setas). Coloracdo H-E. Aumento + 107X.
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Figura 12: Observar citotrofoblastos em atividade mitotica, alguns apresentando
poliploidia (ponta de seta). Coloragdo H-E. Aumento + 428X.

Nas placentas com quatorze dias de desenvolvimento, o grupo Il (controle),
apresentou trés regides bem distintas, que juntas constituem o disco placentario (Figura
13). Essas regies constituem a camada do labirinto, a camada de trofospdngio e a

camada de células trofobléasticas gigantes (Figura 14).
e R e

Y

Figura 13: Disco plactaro (bar). Cdlorac;o H-E. Au

mento + 42X.
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Figura 14: Observar as regides: Labirinto (L), Trofospongio (T) e Células
trofoblasticas gigantes (setas). Coloragdo H-E. Aumento + 107X.

A camada do labirinto € a mais espessa e caracteriza-se pela presenca de
numerosas lacunas, vasos sanguineos e células trofoblasticas em varios estagios de
diferenciacdo (Figura 15). A camada de trofospongio apresenta células com citoplasma
vacuolado (Figura 16). Essas células se desenvolvem até formar a camada mais interna
do disco denominada de células trofoblasticas gigantes que se organizam em fileira,
misturando-se com a decidua basal (Figura 17). A decidua basal mostrou-se ricamente

vascularizada (Figura 18).

Figura 15: Camada do labirinto composta por células trofoblasticas (setas) e
vasos sanguineos (VS). Coloracdo H-E. Aumento + 428.
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Figura 17: Observar células trofoblasticas gigantes (setas). Coloracdo H-E.
Aumento + 428X.

Figural8: Observar a regido da decidua basal com numerosos vasos sanguineos
(setas). Coloragéo H-E. Aumento + 107X.
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As placentas das ratas do grupo IV (tratado), também apresentaram as
mesmas camadas, bem distintas, comuns ao grupo controle, (Figuras 19 e 20).

, e i e LA

Figura 19: Disco placentério (barra). Coloracdo H-E. Aumento + 42X.

Figura 20: Observar as regides: Labirinto (L), Trofospongio (T) e Células
trofoblasticas gigantes (setas). Coloragdo H-E. Aumento + 107X.
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As células das camadas do disco placentario também apresentaram as mesmas
caracteristicas histolégicas do grupo controle (Figuras 21, 22 e 23). No entanto, as
células trofoblasticas gigantes apresentaram-se bem mais volumosas e algumas
contendo dois nucleos (Figura 24). A decidua basal mostrou-se também ricamente
vascularizada (Figura 25).

Figura 21: Camada do labirinto composta por células trofoblasticas. Coloracdo H-
E. Aumento + 428.

Figura 22: Células da camada do trofospongio com citoplasma bastante
vacuolado. Coloragdo H-E. Aumento + 428.
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Figura 23: Observar células trofoblasticas gigantes (seta) binucleadas. Coloragdo
H-E. Aumento + 428X

Figura 24: Observar a regido da decidua basal com numerosos vasos sanguineos
(setas). Coloragéo H-E. Aumento + 107X.

4.2 Andlise macroscopica e quantitativa dos neonatos

Ndo houve diferencas estatisticas significativas no nimero, peso e comprimento
dos neonatos nos grupos experimentais (Tabelas 2, 3 e 4). Também ndo foram

observadas mal-formagdes na cabeca, tronco e membros dos neonatos.
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Tabela 2 - Médias e desvios-padrdo do nimero de neonatos nascidos.

Grupos Média + Desvio Padrao
GV 11,40 + 3,64a
GVI 9,80 + 1,09a

! Médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo Teste de
Dunn’s (P < 0,05).

Tabela 3 - Médias e desvios-padrdo do peso dos neonatos.

Grupos Média + Desvio Padrao
GV 6,20 £ 0,81a
GVI 6,36 + 0,12a

! Médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo Teste de

Dunn’s (P < 0,05).

Tabela 4 - Médias e desvios-padrdo do comprimento dos neonatos.

Grupos Média + Desvio Padrao
GV 64,17 + 3,15a
GVI 64,57+ 1,36 a

! Médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo Teste de
Dunn’s (P < 0,05).
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5. DISCUSSAO

A implantagdo é um ponto critico na gestagdo dos mamiferos (PARIA; SONG;
DEY 2001). Na rata, os embrides chegam ao Utero cerca de trés a quatro dias apés a
fertilizacdo e se implantam regularmente espagados devido, presumivelmente as
contracBes uterinas. Na cavidade uterina, o blastocisto acha-se constituido por células
trofoblasticas que envolvem uma massa de células, o embrioblasto (ENDERS;
SCHLAFKE 1967). A circulacéo placentaria e fetal é fundamental para o fornecimento
de substancias essenciais ao desenvolvimento do feto e maturacdo dos Orgdos
(SHIBLEY et al., 1999). A maioria das drogas atravessa a placenta por difuséo simples,
e dessa forma diversas substancias maléficas podem causar danos & mesma e ao feto em
desenvolvimento (GARCI’A; FERNANDEZ 2001; SADLER 2007).

O extrato hidroalcodlico da raiz da planta P. alliacea na dosagem estudada nédo
apresentou, de fato, efeito anti-implantagdo, pois o nimero de neonatos ndo diferiu do
grupo controle, mesmo havendo uma diminuicdo estatisticamente significativa no
namero de sitios implantados nas ratas tratadas, embora reducdes no nimero de sitios
implantados tenham sido também relatados por Peters et al. (1988) e Guerra et al.
(1989) em ratas tratadas com extrato aquoso dessa planta. Porém, Peters et al. (1988)
relataram ainda que o extrato hidroalco6lico, na dosagem de 18mg/kg administrado no
3° ou 5° dia de gestagdo, so teve efeito zigotoxico, onde afirma que o nimero reduzido
de zigotos implantados indicam uma propriedade interceptiva do extrato .

Assim, sugerimos que houve apenas um retardo no processo de implantagcdo nas
ratas tratadas, o que implicou na redugdo dos sitios de implantacdo e ndo
necessariamente um efeito abortivo, contrariando de certa forma, as suposices de
Peters et al (1988). Ja Oluwole; Bolarinwa (1998) verificaram que o extrato de sementes
dessa planta quando administrado em ratas durante a gestacéo, estimula as contragdes
uterinas induzindo assim o aborto. Sendo assim, poderiamos pressupor que 0 aumento
das contragBes uterinas, por possiveis compostos também presentes nas raizes, apenas
retardou a implantag&o.

Segundo Moore (2004), o bem-estar do embrido e do feto depende de uma boa
circulacdo uteroplacentéria, e alguns fatores como a desnutri¢do, fatores genéticos e
diversas drogas (alcool, tabagismo, alguns medicamentos...) podem provocar disfuncoes
ou defeitos da placenta, bem como a reducdo do fluxo sanguineo uterino, promovendo

um quadro conhecido por fome fetal, que leva ao IUGR (Restricdo de Crescimento
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Intra-Uterino) e consequentemente, a alteragdes no tamanho e peso dos fetos e muitas
vezes, ocasionando a morte fetal.

Os resultados mostraram que ndo houve alteracdes no que se refere a histologia da
placenta aspecto macroscépico, nimero, peso e tamanho dos neonatos. Segundo
Gutiérrez-Pajares; Zufiiga; Pino (2003) e Leal et al. (2003) flavonoides, acridones,
furanocoumarinas e cumarinas sdo alcal6ides com um largo espectro de atividades
encontrados em varios vegetais. Dentre estes os flavandides e a curamina estdo
presentes na raiz de P. alliacea (MONACHE et al., 1996; PANIZZA 1998). Schroder et
al. (1998) relataram que os flavonoides de origem sintética ou natural podem causar
efeitos fatais sobre os descendentes durante a gestacéo até o desmame. No entanto, esse
mesmo autor cita ainda que flavondides sintéticos quando administrados em ratas
prenhas, sdo rapidamente eliminados pelo organismo materno através do intestino,
porém, sdo encontrados em todos os tecidos fetais, inclusive no cérebro. Hamann et al.
(2006), relataram que os flavondides naturais retirados de diversas espécies vegetais
também ndo afetam ratos adultos, mesmo apds trés meses de tratamento.

Madari; Jacobs (2004), relataram que diversos compostos vegetais como a
cumarina tém potencial efeito citotdxico. Isso sugere que os diferentes efeitos
observados envolvem diretamente o potencial de acdo de compostos ativos que pode
variar de acordo com a formulagdo do extrato. Outro fato é de que esses efeitos variam
com a dose e tempo de exposic¢do (el AGRAA; el BADWI; ADAM 2002). Dessa forma,
a ndo interferéncia do extrato hidroalcodlico da P. alliacea na morfologia da placenta,
namero, peso e tamanho dos neonatos pode ser devido ao periodo de aplicacdo e/ou
dosagem administrada.

Sendo assim, mais pesquisas sd0 necessdrias com outras dosagens de extrato
hidroalcoolico de P. alliacea e talvez por um periodo mais longo de administracéo, para
validar seu possivel efeito abortivo, bem como as provaveis modificagdes morfoldgicas

na placenta e os possiveis efeitos toxicos nos neonatos.
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6. CONCLUSOES

O extrato hidroalcodlico da raiz de P. alliacea na dosagem de 18mg/kg/animal,
administrado em ratas no 5° dia de prenhez e sacrificadas do 7° dia, ocasiona redugéo
no processo de implantacdo, porém, ndo ocasiona alteracdes histoldgicas na morfologia
placentéria e ndo altera o nimero, tamanho e peso dos neonatos.

A auséncia de reducdo significativa no nimero de neonatos nascidos, observados

no grupo VI, sugere apenas retardo no processo de implantacéo.
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