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Resumo

Campomanesia pubescens é tradicionalmente utilizada pela medicina popular
para o tratamento de desordens gastrointestinais e urinarias. Além disso, tem
descricdo de acdo anti-inflamatoria, ansiolitica, antidepressiva, antimicrobiana e
antiproliferativa. Assim, o objetivo do estudo foi avaliar os efeitos toxico-
reprodutivos, teratogénicos e genotoxicos do extrato etanolico das cascas dos
frutos de Campomanesia pubescens (EECFCp) em camundongos Swiss. Para
isso, foi realizada a caracterizacdo fitoquimica do extrato por meio de
cromatografia de camada delgada comparativa e preparativa (CCDC e CCDP).
Nos ensaios biologicos foram utilizados 30 camundongos fémeas Swiss prenhes
e 15 camundongos machos. Estes foram submetidos a cruzamento overnight, a
prenhez foi detectada a partir da presenca do plug vaginal e as fémeas foram
aleatoriamente distribuidas em trés grupos experimentais (n=10): controle,
EECFCp 100mg/kg e EECFCp 1000mg/kg. Os tratamentos aconteceram
durante 18 dias do periodo gestacional e foram avaliados parametros
biométricos, desempenho reprodutivo, desenvolvimento embriofetal,
teratogenicidade e genotoxicidade pelo ensaio do micronucleo. O estudo
fitoquimico demonstrou que o EECFCp possui como principais constutuintes as
flavonas e chalconas. Nos ensaios biolégicos observou-se que o EECFCp nao
alterou o0s parametros biométricos, desempenho reprodutivo, e o0
desenvolvimento embriofetal e, portanto, ndo € teratogénico. Além disso, néo foi
observada diferenca estatisticamente significativa no ensaio do micronucleo,
indicando que o EECFCp néo é genotodxico durante o periodo gestacional. Frente
ao exposto, conclui-se que o EECFCp é seguro para 0 uso e consumo humano,
inclusive durante o periodo gestacional. Esse fato reforca as caracteristicas

econdmicas, nutricionais e farmacoldgicas dos frutos de C. pubescens.



Abstract

Campomanesia pubescens is traditionally used in folk medicine to the treatment
of gastrointestinal and bladder disorders. In addition, is described to have anti-
inflammatory, anxiolytic, antidepressant, antimicrobial and antiproliferation
action. Therefore, the aim of the study is to evaluate the toxic-reproductive,
teratogenic and genotoxic effects of ethanolic extract of Campomanesia
pubescens fruits (EECFCp) in Swiss mice. Were realized the phytochemical
characterization of extract through CTLC and PTLC. In biological assays were
used 30 female and 15 male mice. They were submitted to overnight mating, the
pregnant females were detected by the presence of vaginal plug and randomly
separated in the three following groups (n=10): control, EECFCp 100 mg/kg and
EECFCp 1000 mg/kg. The treatment last 18 days of the gestational period and
were evaluated the biometric parameters, reproductive performance, embryofetal
development, teratogenicity and genotoxicity by micronucleus assay. The
phytochemical study showed that EECFCp has as principal component
flavanones and chalcones. In biological assays were observed that EECFCp did
not cause alterations in biometric parameters, reproductive performance,
embryofetal development and therefore is not teratogenic. In addition, was not
observed statistically significant differences in micronucleus assay, so EECFCp
is not genotoxic during gestational period. In front of the above, EECFCp do not
cause variations in biometric parameters, reproductive performance, embriofetal
development and DNA integrity, so is safe for human consumption, including in
gestational period. This fact enhances the economic, nutritional and
pharmacological characteristics C. pubescens fruits.
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1. INTRODUCAO
A utilizacdo medicinal de plantas representa um conhecimento transmitido entre
geracOes e em escala global, representando recursos auxiliares na manutencao
segura da saude (TOMAZZONI; NEGRELLE; CENTA, 2006; COAN, MATIAS, 2014;
EKOR, 2014), estendendo-se preocupacdo da utilizacdo de forma segura em
mulheres gravidas (ANVISA, 2010a; 2010b; FDA, 2018).

A partir da relagdo entre a estrutura quimica dos compostos presentes nas
plantas medicinais e sua atividade no organismo, € possivel compreender seus
mecanismos de acao sistémicos (PAZINATO et al., 2012). Embora muitas vezes o uso
destes medicamentos seja feito sem respaldo cientifico, € possivel que suas
propriedades e efeitos sejam estabelecidos em ensaios pré-clinicos e clinicos, a fim
de estabelecer a melhor forma de utilizagdo (FRANCA et al.,, 2008; SILVEIRA,
BANDEIRA, ARRAIS, 2008; BRASIL, 2012).

O uso de plantas medicinais por gestantes, sem a orientacdo de um profissional
da saude, € uma preocupacdo aos médicos uma vez que ha a possibilidade de o
medicamento causar efeitos danosos ou até mesmo ser abortivo aos fetos (BRASIL,
2002). Segundo Rodrigues et al. (2011) ha caréncia de dados e de confiabilidade a
respeito da seguranca do uso da maioria das plantas medicinais durante a gravidez,
logo, a orientacdo para este grupo de pessoas é que ndo use qualquer tipo de

medicamento sem conhecer sobre seus possiveis efeitos e seguranca.

Entre as plantas utilizadas com base no conhecimento popular, estdo as o
género Campomanesia Ruiz & Pav, pertencentes a familia Myrtaceae. Plantas deste
género sdo comumente comercializadas por disporem de frutos saborosos, utilizados
para a confeccdo de diversos tipos de doces e por apresentarem potencial uso
terapéutico (KUSKOSKI et al., 2006; VALLILO et al., 2006b).

A espécie Campomanesia pubescens (C. pubescens) (D.C) O. Berg,
conhecida popularmente como guavira ou gabiroba (LORENZI et al., 2006), é utilizada
na medicina popular pela acdo comprovada no tratamento de desordens
gastrointestinais e na bexiga (SILVA; RE-POPPI; CARDOSO, 2009). Também ha
relatos da acdo antioxidante e anti-inflamatoria do extrato das folhas desta espécie
(CARDOSO et al., 2009; GUERRERO et al., 2010).
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Estudos feitos por Silva, Ré-Poppi, Cardoso (2009) demonstraram que, a partir
do 6leo essencial dos frutos de C. pubescens foram encontrados 38 compostos nos

quais, 7,9% eram monoterpenos e 89,5% sesquiterpenos.

O extrato etandlico dos frutos demonstrou auséncia de toxicidade sistémica e
dose letal (DLso) acima de 2000 mg/kg, indicando baixa toxicidade, nos tratamentos
orais agudos e de curto prazo. Ndo apresentou efeitos genotoxicos, clastogénicos ou
mutagénicos (SMART), no tratamento cronico e a partir de estudos comportamentais,
observou-se efeito antidepressivo e ansiolitico para o extrato (VILLAS BOAS et al.,
2018a,b,c). Frente ao exposto, considera-se que apesar da baixa toxicidade descrita
para o EECFCp, a literatura ndo traz nenhum relato de seguranca do uso durante o

periodo gestacional.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Plantas medicinais

As plantas medicinais s&o conceituadas pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria como “plantas ou suas partes, que contenham as substancias, ou classes
de substancias, responsaveis pela acao terapéutica [...]” (ANVISA, 2010c). Portanto,
sao plantas que produzem substancias quimicas farmacologicamente ativas capazes
de amenizar alguma irregularidade no organismo (COAN, MATIAS, 2014). O
aproveitamento destas plantas, como forma de tratamentos terapéuticos, é feito desde
a antiguidade e transmitido como conhecimento para as geracfes sequentes
(ARAUJO et al., 2009; DE ALENCAR SILVA et al., 2017).

O conhecimento medicinal popular em comunidades, povos e grupos étnicos,
simboliza por vezes o Unico recurso medicativo disponivel para o tratamento e cura
de enfermidades (MACIEL et al., 2002). E estimado pela Organizacdo Mundial da
Saude (OMS) que 80% da populacdo mundial depende de fitoterapicos para 0s
cuidados primarios a saude (OMS, 2013). Santos et al. (2012) e Lemos et al. (2015)
afirmam que ndo se pode eliminar a questdo cultural nos casos de saude/doencga, 0
conhecimento popular tem raizes em praticas milenares que devem atuar lado a lado

com o modelo biomédico atual.

Vasquez, Mendonca e Noda (2014) verificaram que a maior utilizagdo de
plantas medicinais é para o tratamento das doencas mais frequentes, como dor de
estbmago, gripe, febre, tosse, dor de cabeca, gastrite, diarreia, entre outras. Vale
ressaltar que o sustento de diversas familias é retirado da comercializacdo dos mais
diversos produtos medicinais em feiras, mercados populares (AMOROZO e GELY,
1988; PRANCE, 1992; MACIEL et al., 2002).

Nos ultimos anos, houve intensificacdo dos estudos com plantas medicinais
pela necessidade de mais conhecimentos relacionados a elas, a fim de explorar a
composicdo quimica, posologia, mecanismos de acdo, contraindicacdes, possiveis
efeitos colaterais, precaugbes e garantir a seguranca (DE MELO, RIBEIRO,
STORPIRTIS, 2006; OLIVEIRA et al., 2015a).

O esclarecimento da populacao sobre tais temas é de suma importancia para
que haja correlacéo entre os saberes popular e cientifico, uma vez que essas frentes

caminhando juntas como coadjuvantes, s6 tem a beneficiar e ampliar as contribuicbes
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a saude (FERRAO et al., 2015). Nesse contexto, a manipulacdo, preparo e uso
incorretos das plantas medicinais pode ocasionar efeitos adversos indesejaveis, como
a toxicidade. Para evitar tais efeitos e garantir a seguranca de utilizacdo, deve-se dar
importancia ao preparo dos fitoterapicos, visto que estes somente apresentam efeito
medicinal quando seguidos os parametros corretos de preparo e posologia. (JUNIOR,
PINTO, MACIEL, 2005; CARNEIRO et al., 2014; FERRAO et al., 2015).

Uma preocupacdo com estes efeitos negativos, € proveniente do uso por
gestantes sem a orientacdo de um profissional da salde, uma vez que ha a
possibilidade de o fitoterapico atravessar a barreira placentaria, chegar ao feto e
causar efeitos embriotoxicos, teratogénicos ou até mesmo ser abortivo (BRASIL,
2002). Segundo Rodrigues et al. (2011) ha caréncia de dados e de confiabilidade a
respeito da seguranca do uso da maioria das plantas medicinais durante a gravidez,
logo, a orientacdo para este grupo de pessoas € que ndo use qualquer tipo de

medicamento sem conhecer sobre seus possiveis efeitos e seguranca.

2.2. Familia Myrtaceae e género Campomanesia
A familia botanica Myrtaceae Juss. compreende mais de 5900 espécies
agrupadas em aproximadamente 132 géneros (CHRISTENHUSZ e BYNG, 2016)
(Figura 1). Sdo plantas arboreas e arbustivas, reconhecidas pelo aroma que exalam
as flores pela presenca de Oleos essenciais (WATSON e DALLWITZ, 1992;
STEVENS, 2017).

Os oOleos essenciais sdo metabdlitos secundarios produzidos pelas plantas,
com composicao variavel de acordo com o grupo ao qual pertencem (OUSSALAH et
al., 2007), mas os constituintes frequentemente encontrados sdo 0s monterpenos,
sesquiterpenos, fenilpropanoides e ésteres (CRAVEIRO e QUEIROZ, 1993;
SOLORZANO-SANTOS; MIRANDANOVALES, 2012). S40 uma das matérias primas
mais importantes para industrias de perfumaria, alimentos e farmacéutica (CRAVEIRO
e QUEIROZ, 1993).
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Figura 1 - Myrtus communis, espécie tipo da familia Myrtaceae. Fonte: Forest & Kim Starr, 2008.

Plantas do género Campomanesia Ruiz & Pav, sdo amplamente distribuidas
no Cerrado brasileiro, ocorrendo também em outros paises da América do Sul
(LORENZI et al., 2006; VALLILO et al., 2006a; VALLILO et al., 2006b). Os frutos séo
comumente saborosos, adocicados e considerados importantes para a alimentacéo
da fauna de passaros, pequenos mamiferos, aves, répteis e pela populacdo humana,
in natura ou na forma de licores, geleias, sucos, sorvetes e doces (KUSKOSKI et al.,
2006; VALLILO et al., 2006b).

O dleo essencial das folhas é rico em monoterpenos e sesquiterpenos, o do
fruto possui grande quantidade de criptomeridiol, spatulenol e globulol (SILVA;
CARDOSO; RE-POPPI, 2009; SILVA; RE-POPPI; CARDOSO, 2009). Segundo
estudos realizados por Cardoso et al. (2009; 2010), o extrato hexanico das folhas
possui acdo antioxidante e antimicrobiana, ndo havendo confirmacéo da atividade
gastroprotetora para esta espécie, diferindo de Campomanesia xanthocarpa e
Campomanesia lineatifolia (MARKMAN; BACCHI; KATO, 2004; MADALOSSO et al.,
2012).

Cardozo et al. (2018) concluiram apo6s detalhada pesquisa, que algumas
espécies do género Campomanesia apresentam efeitos antiulcerogénicos,

antimicrobiano, anti-inflamatorios, antioxidante e antiproliferativo em modelos animais,
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in vitro e em ensaios clinicos em humanos e, em adicdo, apresentam-se como

potenciais op¢des para cuidados com disturbios metabdlicos associados a obesidade.

2.1.1. Campomanesia pubescens

A espécie Campomanesia pubescens (D.C) O. Berg, conhecida popularmente
como guavira, gabiroba peluda ou pilosa, € um arbusto com inicio de frutificacdo nos
meses de novembro e dezembro. Quando jovens, os frutos apresentam-se em

coloragéo verde e quando maduros, amarela (LORENZI et al., 2006) (Figura 2).

Figura 2 - Campomanesia pubescens. Fonte: Paulo James, 2012.

A espécie tem sido amplamente utilizada pela medicina popular para o
tratamento de doencas gastrointestinais e na bexiga (SILVA; RE-POPPI; CARDOSO,
2009), mesmo com a escassez de estudos relacionados a ela. Por isso, faz-se
necessaria a busca por mais conhecimento sobre as propriedades de Campomanesia
pubescens. Foram identificados 38 compostos a partir do 6leo essencial das folhas
(7,9% monoterpenos, 89,5% sesquiterpenos, 2,6% outros compostos), em outros
estudos foram encontradas quercetinas e miricetinas, 34 componentes volateis,

flavonoides, chalconas, sesquiterpenos hidrocarbonetos e oxigenados, Bsisterol, entre
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outros (CARDOSO et al., 2009; SILVA; RE-POPPI; CARDOSO, 2009; CARDOSO et
al., 2010).

Atualmente é conhecido que os extratos hexanico, hidroetandlico das folhas e
etandlico dos frutos desta planta tém acao antinflamatéria, antiproliferativa frente a
células de linhagens cancerigenas, antibactericida, antidepressiva, ansiolitica, n&do
apresentou toxicidade para o0 microcrustaceo Artrema salina. Além destas
propriedades, sabe-se ainda que apresentou baixa toxicidade aguda, cronica e de
curta duracdo, auséncia de alteracdo histopatoldgica, ndo foi mutagénico (SMART -
somatic mutation and recombination test) ou genotéxico nas células de medula
marrom (CARDOSO et al., 2009; CARDOSO et al., 2010; GUERRERO et al., 2010;
CARDOSO et al., 2013; VILLAS BOAS et al., 2018a,b,c).

2.3. Toxicologia reprodutiva

A palavra teratologia vem do grego ‘teras’ que significa monstro e ‘logia’ estudo
(teratologia’, narracdo de fatos espantosos, relato de coisas monstruosas, estudo de
monstruosidades), € o estudo das anomalias congénitas (PERSAUD, 1979).
Denomina o desenvolvimento morfolégico anormal e processos biolégicos que

causam malformacdes durante o periodo de organogénese da gestacao.

Por muitos anos e em diversas localizacdes, 0 nascimento de criancas
malformadas era ligado a castigos divinos ou a pecados cometidos pelos pais, sendo
os pais e o filho condenados a morte. Apés a década de 1930 comecaram as
especulacdes sobre a possibilidade de fatores externos intervirem no aparecimento
de malformacdes. Neste contexto iniciaram-se as especula¢des experimentais sobre
malformacgdes congénitas e sua origem (HALE, 1935; MANSON, 1986), pode-se dizer
que sao recentes estas investigacdes cientificas.

2.4. Estudos pré-clinicos de avaliagdo de toxicidade reprodutiva

2.4.1. Ensaios de teratogenicidade
Um agente teratogénico pode ser definido como qualquer substancia,
organismo ou agente fisico que, estando presente durante a vida embrionaria ou fetal,

€ capaz de produzir alguma alteracéo estrutural ou funcional na prole (DICKE, 1989).
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A acdo danosa de um teratdgeno depende do estagio de (I) desenvolvimento em que
se encontra o feto — dependendo do momento em que se encontra a gestacao, o
contato pode ser mais ou menos danoso ou letal -, (Il) a relagcédo entre dose e efeito -
dose, taxa de passagem placentaria, distribuicdo fetal do agente - , (Ill) gendtipo
materno fetal - diferencas genéticas podem conferir suscetibilidade ou resisténcia -
(WILSON, 1977; SCHULER-FACCINI et al., 2011).

Conhecendo o acima explicado, é possivel inferir que a finalidade de um estudo
de teratogénese € detectar agentes teratégenos e, para isso, a utilizacdo de modelos
animais de experimentacdo é a melhor maneira de prevenir uma possivel agao
teratogénica, a fim de tomar uma posicao preventiva e conhecer o problema antes que

ele venha a acometer parcela da populacdo (SCHULER-FACCINI et al., 2011).

2.4.2. Ensaios de genotoxicidade
“A toxicologia é a ciéncia que estuda os efeitos nocivos decorrentes das
interacOes das substancias quimicas com o organismo, com a finalidade de prevenir,
diagnosticar e tratar a intoxicacao [...]” (CHASIN; LIMA, 2010). A toxicidade, por sua
vez, é a capacidade de um agente téxico provocar efeitos indesejados ou até nocivos
a organismos (RUPPENTHAL, 2013).

Danos genéticos ocasionam uma etapa crucial para o0 processo de
carcinogénese, uma vez que provocam instabilidade genética, causando mutacées no
DNA. Essas alteracbes podem ocorrer espontaneamente ou induzidas pela acao de
agentes toxicos (TORRES-BUGARIN et al., 2015), os quais podem ser agentes
quimicos, fisicos, produtos alimenticios enddgenos naturais ou resultar de
processamentos de alimentos (BJELDANES, SHIBAMOTO, 2014).

Um dos ensaios utilizados para avaliar a presenca de danos cromossOmicos
espontaneos ou induzidos, € o ensaio do micronicleo. Este detecta erros ocorridos
em gualquer momento da divisdo celular que sédo claramente observados na anéafase,
guando ha a separagcdo dos cromossomos homologos para polos opostos da célula.
Neste momento nota-se a formacdo de fragmentos acéntricos ou até mesmo
Cromossomos inteiros, que segregam atrasados por problemas relacionados as fibras
do fuso (AGOSTINI, 1993).

Quando a célula segue com a diviséo celular, passando para a fase da teléfase,

os fragmentos resultantes da quebra séo incluidos nas células filhas, formando um
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nacleo menor ao lado do ndcleo principal, gerando os micronucleos. A detecgéo deste
erro é de facil visualizacdo pela equivaléncia com o nucleo principal em coloracgéo,

forma e contetdo de material genético (AGOSTINI, 1993).

Figura 3 - Microscopia de fluorescéncia: (A) célula normal; (B) célula com micronucleo; Microscopia de
campo claro: (C) célula normal; (D) célula com micronucleo. Fonte A e B: Hayashi et al., 1990; Fonte C
e D: Roberto et al., 2016.

O teste do micronucleo é considerado biomarcador de danos, pois pode
detectar quebras cromossémicas, auséncia de centrdbmero (efeito clastogénico) ou
erros no funcionamento do fuso mitético (mecanismo aneugénico) (KASHYAP,
REDDY, 2012). Em todos os casos, 0 material genético foi perdido, ndo podendo ser
incorporado naturalmente a célula filha recém-formada (SCHMID, 1975; AGOSTINI,
1993). A presenca de grande quantidade de micronucleos indica dano genotoxico ao
material genético, ou seja, um dano fixado que ndo pode mais ser reparado, ja que 0s
mecanismos pelos quais o micronucleo é causado sao irreversiveis (HEDDLE et al.,
1991).
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4. OBJETIVOS
4.2. Objetivo geral

Avaliar os efeitos toxico-reprodutivos, teratogénicos e genotdxicos do extrato
etandlico das cascas dos frutos de Campomanesia pubescens (EECFCp) em

camundongos Swiss.

4.3. Objetivos especificos

Avaliar os efeitos do EECFCp nos parametros biométricos e pesos de érgaos

de camundongos Swiss fémeas;

Avaliar os efeitos do EECFCp nos parametros reprodutivos, por meio

avaliacdes de desempenho reprodutivo em camundongos Swiss prenhes;

Avaliar os efeitos do EECFCp no desenvolvimento embriofetal, por meio de

ensaios de teratogenicidade na prole de camundongos Swiss fémeas;

Avaliar os efeitos genotéxicos do EECFCp em fémeas Swiss, por meio do

ensaio do micronucleo.
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5. MANUSCRITO

O extrato etandlico das cascas dos frutos de Campomanesia pubescens nao
altera o desempenho reprodutivo, o desenvolvimento embriofetal e ndo é

genotoxico

Artigo submetido a Journal of Ethnopharmacology
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O extrato etandlico das cascas dos frutos de Campomanesia pubescens nao altera o
desempenho reprodutivo, o desenvolvimento embriofetal e ndo é genotoxico
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Resumo

Relevancia etnofarmacoldgica: Campomansia pubescens ¢é tradicionalmente
utilizada pela medicina popular para o tratamento de desordens gastrointestinais e
urinarias. Além disso, tem descricdo de acdo anti-inflamatoéria, ansiolitica,

antidepressiva, antimicrobiana e antiproliferativa.

Objetivo do estudo: Avaliar os efeitos toxico-reprodutivos, teratogénicos e
genotdxicos do extrato etandlico das cascas dos frutos de Campomanesia pubescens

(EECFCp) em camundongos Swiss.

Material e métodos: Foi realizada a caracterizagao fitoquimica do extrato por meio
de cromatografia de camada delgada comparativa e preparativa (CCDC e CCDP). Nos
ensaios biolégicos foram utilizados 30 camundongos fémeas Swiss prenhes,
distribuidas aleatoriamente em trés grupos experimentais (n=10) — controle, EECFCp
100mg/kg e EECFCp 1000mg/kg. Os tratamentos aconteceram durante 18 dias do
periodo gestacional. Foram avaliados parametros biométricos, desempenho
reprodutivo, desenvolvimento embriofetal, teratogenicidade e ensaios de genética

toxicoldgica.

Resultados: O estudo fitoquimico demonstrou que o EECFCp possui como principais
constituintes as flavonas e chalconas. O EECFCp nao alterou os parametros
biométricos, desempenho reprodutivo, e o desenvolvimento embriofetal e, portanto,
nao é teratogénico. Além disso, verificou-se que o EECFCp néo é genotdxico durante

o periodo gestacional.

Conclusao: O EECFCp é seguro para o uso e consumo humano, inclusive durante o
periodo gestacional. Esse fato reforca as caracteristicas econémicas, nutricionais e

farmacoldgicas dos frutos de C. pubescens.

Palavras-chave: Teratogénese, Toxicidade, Planta medicinal, Guavira,

Malformacbes
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1. INTRODUCAO

Entre as plantas utilizadas com base no conhecimento popular, estdo as do
género Campomanesia Ruiz & Pav, pertencentes a familia Myrtaceae (BERG, 1858;
DE LIMA et al., 2017). Plantas deste género séo comumente comercializadas por
disporem de frutos saborosos e utilizados na producdo de doces (VALLILO et al.,
2006; DE LIMA et al., 2017) e por apresentarem potencial terapéutico para reducao
do estresse oxidativo (VIECILI et al., 2014; CAMPQOS, 2018), colesterol sanguineo,
efichAcia em processos inflamatorios, disfuncdo endotelial (VIECILI et al., 2014),
ulceracdes gastricas (MARKMAN, BACCHI, KATO, 2004), diarreia, reumatismo
(LORENZI et al., 2006), entre outros.

A espécie Campomanesia pubescens (C. pubescens) (D.C) O. Berg,
conhecida popularmente como guavira ou gabiroba (LORENZI et al., 2006), é utilizada
na medicina popular por atuar no tratamento de desordens gastrointestinais e na
bexiga (SILVA; RE-POPPI; CARDOSO, 2009). Além disso, a literatura descreve
atividade no tratamento de diarreia, reducdo das taxas de colesterol circulante
(BALLVE, 1995), reumatismo, desentupimento hepatico, proliferacdo microbiana no
trato urinario (CAMPOS et al.,, 2012). Também ha relatos da acdo antioxidante
(CARDOSO et al., 2009), anti-inflamatoria (GUERRERO et al., 2010) e depurativa
(BALLVE, 1995).

Estudos feitos por Silva, Ré-Poppi, Cardoso (2009) demonstraram que o 6leo
essencial dos frutos de C. pubescens possuem 38 compostos dos quais 7,9% sao
monoterpenos e 89,5% sesquiterpenos. Esse mesmo 6leo apresentou atividade
biolégica antibacteriana, tendo potencial aplicacdo terapéutica na prevencdo de
doencas bucais (ROCHA, 2011). Ja em relacdo ao extrato etandlico das cascas dos
frutos de C. pubescens (EECFCp), observou-se alto teor de flavonoides na
composicado (VILLAS BOAS et al., 2018a, 2018b, 2018c). Além disso, o EECFCp néo
apresentou efeitos genotoxicos, clastogénicos ou mutagénicos avaliados por meio do
teste de SMART (VILLAS BOAS et al., 2018a). EECFCp néo apresentou toxicidade
sistémica e a dose letal (DLso) foi estabelecida como superior a 2000 mg/kg, o que
indica baixa toxicidade nos tratamentos orais agudos e de curto prazo (VILLAS BOAS
et al., 2018b). Em modelo animal de estudos comportamentais de tratamento crénico,

o0 EECFCp apresentou efeito antidepressivo e ansiolitico (VILLAS BOAS et al., 2018c).
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Frente ao exposto, considera-se que apesar da baixa toxicidade descrita para
0 EECFCp, a literatura ndo traz nenhum relato de seguranca do uso durante o periodo
gestacional. Assim, a presente pesquisa teve por objetivo avaliar os efeitos toxico-
reprodutivos, teratogénicos e genotdxicos do EECFCp em camundongos Swiss.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Material vegetal e obtencéo do extrato etandlico das cascas dos frutos
de C. pubescens (EECFCp)

Os frutos de C. pubescens foram coletados em outubro de 2015 em Dourados,
Mato Grosso do Sul, Brasil, e uma exsicata (registro 839) foi depositada no Herbario
da Universidade Federal da Grande Dourados, Mato Grosso do Sul, Dourados, MS,
Brasil. Essa mesma coleta tem niumero SISGEN A910DC7. Apos a coleta, as cascas
dos frutos in natura (1000g), previamente triturados, foram macerados com 2L de
etanol por 7 dias. Apos filtracao a borra resultante foi novamente extraida com 2L de
etanol, também por 7 dias e este processo se repetiu por mais duas vezes
consecutivas. A unido das fracdes liquidas obtidas ap0s rotaevaporacao resultou em

299,98¢ de extrato etandlico.

2.1.1 Estudo de caracterizacao fitoquimica

2.1.1.1 Quantificacédo de flavonoides

A solucdo do EECFCp (concentracéo de 500ug/mL em etanol) foi avaliada em
relacdo aos teores de flavonoides empregando o método descrito por Lin e Tang
(2007). Os resultados foram expressos em mg de equivalentes de quercetina por mL

do extrato.

Fendis foram dosados com a mesma amostra utilizada na quantificacao de
flavonoides e foi empregado o método descrito por Djeridane et al. (2006). Os
resultados foram expressos em mg de equivalentes de acido galico por mL de extrato.

2.1.1.2 Fracionamento do extrato

O extrato etandlico (5,15g) foi dissolvido em &gua:metanol (4:1 viv) e

submetidos a particbes com solventes organicos (hexano e acetato de etila). A fracéo
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hexénica do extrato foi fracionada em coluna cromatografica empregando silica-gel
(0,063-0,200 mm, Merck), em sistema solvente gradiente (hexano e acetato de etila)
e as 69 fragcbes obtidas foram analisadas por cromatografia em camada delgada
comparativa (CCDC, Macherey-Nagel) e hexano:acetato de etila 90:10 v/v na elui¢éo.
As fracbes 33-57 foram reunidas e submetidas a purificacdo empregando
cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP) com placas de 20x20 cm em
silica gel e a eluigéo foi realizada utilizando hexano:acetato de etila 80:20 v/v, obtendo-
se duas amostras (F-1, 1,2 mg, F-2, 1,5 mg, F-3, 2,3 mg). A fracédo acetato de etila foi
fracionada em coluna cromatografica empregando silica-gel (0,063-0,200 mm, Merck)
em sistema solvente gradiente hexano:acetato de etila (70:30 v/v), hexano:acetato de
etila (5:5 v/v) (2), acetato de etila (3) e etanol, resultando em uma fracdo para cada

sistema solvente.

As fracdes foram analisadas por CCDC e as frac6es denominadas 1 e 2, foram
submetidas ao fracionamento por CCDP. As eluicbes das fracdes 1 e 2 foram
realizadas utilizando hexano:acetato de etila 7:3 v/v. Da fracdo 1, obteve-se 2mg de
um solido (F-4); fragcéo 2, obteve-se 1,8mg (F-5). As substancias foram identificadas
empregando-se andlises espectroscopicas (RMN !H, 3C e RMN 2D). Os dados
obtidos foram comparados com os descritos na literatura (BYRNE et al., 1982,
AGRAWAL, 1989; SRIVASTAVA, SHAW, KULSHRESHTHA, 1995; SOLLADIE,
GEHROLD, MAIGNAN, 1999; MUSTAFA, PERRY, WEAVERS, 2005).

2.2 Animais e condicfGes experimentais

Foram utilizados 45 camundongos (Mus musculus) da linhagem Swiss de
ambos os sexos em idade reprodutiva, sendo 30 fémeas com peso médio de 35g e
15 machos com peso médio de 40g. Todos os animais passaram por periodo de
adaptacao de 7 dias e foram alocados em mini-isoladores (Rack ventilada Alesco®),
forrados com maravalha de Pinus sp. Os machos foram mantidos isoladamente e as
fémeas em trios por mini-isiolaodor. Os animais foram alimentados com racéo
comercial padréo (Nuvital®) e agua filtrada sob sistema de livre acesso. A luz foi
controlada por fotoperiodo (12h claro/ 12h escuro) e a temperatura mantida em 22 +
2°C e umidade de 55 + 10. A pesquisa foi realizada de acordo com os protocolos da

Declaracéo Universal dos Direitos Animais e aprovada pela Comiss&o de Etica no Uso
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de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS), sob o

parecer numero 965/2018.

2.3 Delineamento Experimental

Os animais foram acasalados overnight na proporcao de 2 fémeas: 1 macho.
A deteccédo da prenhez foi realizada por meio da observacdo do plug vaginal, sendo
este considerado o dia zero de gestacao (OLIVEIRA et al., 2009; Gongalves et al.,
2013, 2014; DE DAVID et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2015b; ISHIKAWA et al., 2018;
VANI et al., 2018a). Os animais prenhes foram distribuidos aleatoriamente entre os
grupos experimentais (n=10): Controle - os animais receberam o veiculo do EECFCp
na propor¢cado de 0,1mL/10g de peso corpéreo (p.c.), por via oral (v.0.), do 1° ao 18°
dia gestacional (d.g.); Grupo EECFCp 100 - os animais receberam o EECFCp na dose
de 100mg/kg (p.c., v.0.), do 1° ao 18° d.g; Grupo EECFCp 1000 - os animais
receberam o EECFCp na dose de 1000mg/kg (p.c., v.0.), do 1° ao 18° d.g (Figura 1).

Controle

Veiculo do EEFCp na proporgdo de 0,1ml/10g (p.c.; v.0.)
EEFCp 100 mg/kg
EEFCp na dose de 100mg/kg (p.c., v.0.)
EEFCp 1000 mg/kg

EEFCp na dose de 1000mg/kg (p.c., v.0.)

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

Dias Gestacionais
Figura 1 - Delineamento experimental.

A dose de 100 mg/kg foi escolhida a partir de um estudo piloto e da dose efetiva
descrita para C. xanthocarpa (DA SILVA et al., 2016), do mesmo género. A partir desta
dose, foi definida a dose 10x maior do que aquela que tem a atividade desejada,
seguindo a recomendacao dos guidelines da area (ANVISA, 2010; OECD 423, 2001).



33

2.4 Ensaios bioldgicos
Coletou-se sangue periférico por meio de puncao da veia caudal no 16°, 17° e
18° d.g. No 18° d.g. os animais foram submetidos & eutanésia por deslocamento
cervical seguida de laparotomia, histerectomia e onfalectomia para a coleta, pesagem
e devido armazenamento dos 6rgaos (pulméo, coracgéo, baco, figado, rins, placenta)

e fetos (Figura 2).

Dias Gestacionais

’ 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 M1 12 13 14 15 16 17 18 ‘

Plug vaginal < >

Peso inicial Tratamento oral <:>
MN T1 <:>
MN T2 <:>

MN T3
Peso final
Eutanasia

Orgaos

fetos

Figura 2 - Linha do tempo do tratamento e tempos de coleta de cada ensaio. MN = micronucleo.

Os fetos coletados foram pesados e passaram por andlise sistematica de
malformacgfes externas e sexagem. Em seguida, foram distribuidos aleatoriamente
em dois subgrupos, cada um com 50% da ninhada. Os fetos do primeiro grupo foram
fixados em solugdo de Bodian’s (agua destilada (142 mL), acido acético (50
mL),formaldeido (50 mL) e alcool 95% (758 mL)) por pelo menos sete dias e
destinados a analise visceral (VANI et al., 2018b) por meio de microdisseccdo com
cortes estratégicos, para o estudo de térax e abdémen, propostos por Barrow e Taylor
(1969), e para estudo da cabeca segundo Wilson (1965), com alteragbes propostas
por Oliveira et al. (2005), Damasceno et al. (2008) e Oliveira et al. (2009). A
classificacdo das alteracfes viscerais foi baseada nos trabalhos de Taylor (1986),
Manson e Kang (1994), Wise et al. (1997), Damasceno et al. (2008) e Oliveira et al.
(2009). Os fetos do segundo subgrupo foram fixados em acetona absoluta por pelo
menos sete dias e destinados a analise esquelética, pela técnica descrita por Staples
e Schnell (1964) e modificada por Oliveira et al. (2009). Apés a fixacdo em acetona

absoluta, os fetos foram eviscerados e mergulhados em solucéo de KOH (0,8%) para
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o processo de diafanizacdo. Em seguida, foram adicionadas quatro gotas de Alizarina
Red. Esta solucéo foi trocada a cada 24 horas durante quatro dias consecutivos.
Depois dos fetos corados, a solugdo de KOH foi substituida pela solucao clareadora
(1 litro de glicerina : 1 litro de &lcool etilico : 0,5 litros de alcool benzilico) e trocada a
cada 24 horas, durante cinco dias. As classificagcbes das malformacdes foram
baseadas nos estudos de Taylor (1986), Manson et al. (1994), Wise et al. (1997),
Damasceno et al. (2008) e Oliveira et al. (2009).

As analises de visceras e esqueletos fetais foram realizadas em lupa

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

2.4.1 Parametros biométricos

Os célculos de parametros biométricos foram feitos a partir dos dados de peso
inicial (fémeas pesadas no dia zero), peso final (fémeas pesadas no 18° d.g.), ganho
de peso (peso final - peso inicial), peso do Utero e ganho de peso liquido (ganho de
peso - peso do Utero), além dos dados de pesos absolutos e relativos dos 6rgaos:
coracao, pulméao, baco, rins e figado.

2.4.2 Desempenho reprodutivo e desenvolvimento embriofetal

Foram quantificados e/ou calculados os parametros reprodutivos relativos ao
namero de implantes (n° de fetos vivos + n° de reabsorc¢des), nimero de fetos vivos;
viabilidade fetal (n° de fetos vivos *100 / n° de implantes), taxa de perdas pos
implantacionais ((n° de implantes - n° de fetos vivos) *100 / n° de implantes), nUmero
de reabsorcao, taxa de reabsorcéo (n° de reabsorcdes *100 / n° de implantes), peso
placentario, peso fetal, indice placentario (peso placentario / peso fetal), razdo sexual
(numero de fetos machos *100 / numero de fetos fémeas).

A classificacdo do peso fetal segundo a idade gestacional (CPFIG) foi feita de
duas formas, (I) segundo Soulimane-Mokhtari et al. (2005), sendo os fetos
considerados adequados para idade gestacional (AlG), quando apresentarem peso
corporal até 1,7 desvio padrdao em relacdo a média dos fetos do grupo controle;
considerados pequenos para a idade gestacional (PIG), quando apresentarem peso
corporal menor que 1,7 desvios padrdo em relacdo a média dos fetos do grupo

controle; considerados grandes para a idade gestacional (GIG), quando apresentarem
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peso corporal maior que 1,7 desvios padrao em relacédo a meédia do grupo controle; e
(I segundo Oliveira et al. (2009) os fetos foram classificados como fetos com peso
adequado para a idade da prenhez (PAIP) quando o peso do feto estava
compreendido entre média de peso dos fetos do grupo controle mais ou menos o
desvio padrao; fetos com baixo peso para a idade de prenhez (BPIP) quando o peso
do feto € inferior a média de peso dos fetos do grupo controle menos o desvio padrao
deste mesmo grupo; fetos com elevado peso para a idade de prenhez (EPIP) quando
0 peso do feto é superior a média do peso dos fetos do grupo controle mais o desvio
padrao deste mesmo grupo. Soulimane-Mokhtari et al. (2005) classifica os pesos dos

fetos individualmente e Oliveira et al. (2009) classifica a ninhada de forma geral.

2.4.3 Micronucleo em sangue periférico

A técnica utilizada para o desenvolvimento do ensaio foi baseada na proposta
de Carvalho et al. (2015). Por puncéo da veia caudal, foram coletados no 16°, 17° e
18° d.g 20uL de sangue periférico e depositados em uma lamina previamente corada
com Alaranjado de Acridina (1mg/mL) e, em seguida, recoberta por laminula. O
material permaneceu armazenado em freezer (-20°C) por um periodo minimo de sete
dias e foi avaliado em microscépio de fluorescéncia (Zeiss®) no aumento de 400x,
com filtro de excitagdo 420-490nm e filtro de barreira 520nm. Foram analisadas 2000
células/lamina/tempo, totalizando 6000 por animal.

2.5 Anélise estatistica
Foi utilizado o teste ANOVA/Tukey para dados paramétricos, o teste Kruskal-
Wallis/Dunn para dados nao paramétricos e o teste do Qui-quadrado para
comparacdes de frequéncias entre os grupos. Os dados foram apresentados em

média + erro padrdo da média e o nivel de significancia estabelecido foi de p<0,05.

3. RESULTADOS
3.1. Estudo fitoquimico
O extrato apresentou 78,13+0,3 mg/g de flavonoides (Figura 3) e 198,77+0,9

mg/g de compostos fendlicos (médias de triplicata), como as chalconas (Figura 4).
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Figura 3 - Flavonona. Figura 4 - Chalcona.

3.1.1. Fracionamento do extrato
O fracionamento da fracdo hexanica resultou no isolamento das fracdes: 2-
hidroxi-3’-metil-4’,6’-dimetoxichalconal (F1), 7-hidroxi-5-metoxi-6-metilflavanona (F2)
e 5-hidroxi-7-metoxi-8-metilflavanona (F3). Posteriormente, o fracionamento
cromatografico da fracao acetato de etila do EECFCp, conduziu ao isolamento de 2’ 4’-
dihidroxi-3’,5’-dimetil-6’-metoxichalcona (F4) 2’,4’-dihidroxi-5’-metil-6’-metoxichalcona
(F5) (Quadro 1).

Quadro 1 - Isolamento dos produtos do fracionamento da fracdo hexanica do extrato

etandlico das cascas dos frutos de C. pubescens (EECFCp).

Radicais
Fracdes

R R1 R2 R3
F1 H OH CHz | OCHs
F2 CHs | OCHs H OH
F3 H OCHsz | CHs OH
F4 CHs OH H OH
F5 CHs OH CHs OH

3.2. Ensaios Bioldgicos
3.2.1. Par@metros biométricos
Os animais iniciaram o experimento com pesos semelhantes (p>0,05) e o
tratamento com o EECFCp néo alterou o peso final, ganho de peso, o peso do utero,
0 ganho de peso liquido (Figura 5) e nem o peso absoluto (Figura 6) e relativo (Figura

7) do coragdo, pulmao, baco, figado e rins.
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Figura 5 - ParAmetros biométricos de fémeas tratadas com o extrato etandlico das cascas dos frutos
de C. pubescens (EECFCp). Teste estatistico: ANOVA/Tukey (p>0,05).
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Figura 6 - Peso absoluto dos érgédos de fémeas tratadas com o extrato etanélico das cascas dos frutos
de C. pubescens (EECFCp). Teste estatistico: ANOVA/Tukey (p>0,05).
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Figura 7 - Peso relativo dos 6rgaos de fémeas tratadas com o extrato etandlico das cascas dos frutos
de C. pubescens (EECFCp). Teste estatistico: ANOVA/Tukey (p>0,05).

3.2.2. Desempenho reprodutivo

O EECFCp nao alterou o numero de implantes, de reabsorcdes e de fetos
vivos; e nem a viabilidade fetal, a taxa de perdas pds-implantacionais, reabsorcao, a
taxa de reabsorcédo e a razdo sexual (p>0,05). Entretanto, observou-se aumento
(p<0,05) do peso placentario para o grupo EECFCp 100; reducdo do peso fetal
(p<0,05) em EECFCp 100 e EECFCp 1000 e aumento do indice placentério (p<0,05)

para 0s mesmos grupos experimentais (Tabela 2).

3.2.3. Desenvolvimento embriofetal

Em relacdo a classificacdo do peso a idade gestacional de acordo com a
metodologia proposta por Soulimane-Mokhtari et al. (2005), verificou-se que o
tratamento com EECFCp em ambas doses néo alterou o peso dos fetos quando
observados individualmente (p>0,05), uma vez que a porcentagem de fetos com peso
adequado para a idade gestacional (AlG) foi maior que as porcentagens de fetos
pequenos e grandes para a idade gestacional (PIG e GIG), em ambos grupos tratados
com o EECFCp. Usando a adequacdo do peso a idade gestacional proposta por
Oliveira et al. (2009) verificou-se que as proles tratadas como EECFCp foram

classificadas com baixo peso para a idade de prenhez (BPIP) (Tabela 1).
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Tabela 1 - Parametros reprodutivos de fémeas tratadas com o extrato etanodlico das
cascas dos frutos de C. pubescens (EECFCp).

Grupos Experimentais

Parametros

Controle EECFCp 100 EECFCp 1000
Implantes! 12,4 + 1,442 13,6 + 1,382 12,8 £ 1,142
Fetos Vivos! 11,0 + 1,282 12,7+ 1,182 10,2+ 1,132
Viabilidade Fetal* 90,90 £ 4,772 94,36 + 1,882 81,46 + 6,35
TPPIY 9,1+4,772 5,64 £ 2,072 18,54 + 6,352
Reabsorcao! 1,4 £ 0,802 0,9 £ 0,352 2,5+1,302
Taxa de Reabsorcéo! 9,1+4,772 5,64 + 2,072 17,95 + 6,882
Peso Placentario (g)? 0,07 £ 0,0022 0,09 + 0,002° 0,08 + 0,0022
Peso Fetal (g)? 1,23 £ 0,012 1,19 £ 0,01 1,14 + 0,01°
CPFID - Soulimane-Mokhtari
%PIG? 10,00 3,94 6,8
%AIGS 88,18 95,27 92,2
%GIG?3 1,82 0,79 1,00
APIP - Oliveira BPIP BPIP
indice Placentario? 0,06 + 0,0022 0,08 + 0,002° 0,07 + 0,002°

Razao Sexualt

121,92 + 21,822

236,61 + 89,972

104,03 + 25,912

Legenda: TPPI - taxa de perdas pés-implantacionais. CPFID (Soulimane-Mokhtari et al., 2005) -
classificacéo do peso fetal segundo a idade gestacional; %PIG - porcentagem de fetos pequenos para
a idade gestacional; %AIG - porcentagem de fetos adequados para a idade gestacional; GIG -
porcentagem de fetos grandes para a idade gestacional; APIP (Oliveira et al., 2009) - adequacédo do
peso a idade de prenhez; BPIP = fetos com baixo peso para a idade de prenhez (Teste estatistico:
IANOVA/Tukey; 2Kruskall-Wallis/Dunn - Letras diferentes indicam diferengas estatisticamente
significativas; 3Teste de qui-quadrado, p<0,05).

As malformagdes externas encontradas foram hematoma, retroversao anterior
unilateral, posterior unilateral e posterior bilateral, escoliose, gastrosquise, cauda em
virgula e hidropsia. A analise percentual da frequéncia dessas malforma¢des mostrou
qgue houve reducédo (p<0,05) no numero de retroversdes e caudas em virgula, em
ambos grupos tratados com EECFCp quando comparados ao grupo controle. As
demais malformacdes encontradas ndo apresentaram diferenca estatisticamente

significativa em relagéo ao grupo controle (p>0,05) (Tabela 2).
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Tabela 2 - Malformacdes externas encontradas na prole de fémeas tratadas com o
extrato etandlico das cascas dos frutos de C. pubescens (EECFCp).

Grupos Experimentais

Tipos de Malformacéo

Controle EECFCp 100 EECFCp 1000

. . 10 10 10

Linhagens analisadas (N) Malformacdes Externas
. 110 127 102
Fetos analisados (N) NA % NA % NA %

Hematoma 0 0,00 1 0,78 1 0,98
Retroversao anterior unilateral 0 0,00 3 2,36 0 0,00
Retroversao posterior unilateral 18 16,36 0* 0,00 2* 1,96
Retroversao posterior bilateral 2 1,82 1 0,78 2 1,96
Retroversao total 20 18,18 4* 3,15 4* 3,92
Escoliose 2 1,82 1 0,78 2 1,96
Gastrosquise 0 0,00 1 0,78 0 0,00
Cauda em virgula 13 11,82 3* 2,36 3* 2,94
Hidropsia 1 0,90 0 0,00 1 0,98

Legenda: NA = numero absoluto de fetos com malformacéo; % = porcentagem dos fetos com
malformacé&o. *Diferenca estatisticamente significativa (Teste estatistico: Qui-quadrado; p<0,05).

As malformacdes viscerais encontradas foram hidrocefalia (em graus leve e
moderado), hiperplasia de coana, auricula reduzida, hidronefrose (em graus leve,
moderado e grave), micronefria e bexiga dilatada. As malformacbes tiveram

ocorréncias semelhantes em todos os grupos experimentais (p>0,05) (Tabela 3).

Tabela 3 - Malformac@es viscerais encontradas na prole de fémeas tratadas com o
extrato etandlico das cascas dos frutos de C. pubescens (EECFCp).

Grupos experimentais

Malformacdes

Controle EECFCp 100 EECFCp 1000
Linhagens analisadas (N) 10 }O - . 10
Malformacdes viscerais
. 58 57 51
Fetos analisados (N) NA % NA % NA %

Hidrocefalia leve 11 18,96 18 31,58 13 25,49
Hidrocefalia moderada 1 1,72 2 3,51 5 9,80
Hidrocefalia total 12 20,69 20 35,09 18 35,29
Hiperplasia de coana 13 22,41 8 14,03 6 11,76
Auricula reduzida 2 3,45 3 5,26 0 0,00
Hidronefrose leve 6 10,34 5 8,77 3 5,88
Hidronefrose moderada 1 1,72 1 1,75 0 0,00
Hidronefrose grave 0 0,00 1 1,75 0 0,00
Hidronefrose total 7 12,07 7 12,28 3 5,88
Micronefria 0 0,00 3 5,26 0 0,00
Bexiga dilatada 1 1,72 0 0,00 0 0,00

Legenda: NA - nimero absoluto; % - porcentagem (Teste estatistico: Qui-quadrado; p>0,05).



41

Quanto as malformacdes esqueléticas, nenhuma apresentou diferenca
estatisticamente significativa, quando comparados os grupos tratados com o EECFCp
e 0 grupo controle (p>0,05). As malformacdes encontradas foram (I) ossificacao
reduzida do vOmer, palato, presfenoide, nasal, interparietal, supraparietal, parietal,
frontal, manubrio, centro esternal e processo xifoide; (II) auséncia de manubrio, centro
esternal, processo xifoide; (lll) ossificacdo irregular do centro esternal, processo

xifoide; e (IV) reducao unilateral da 72 costela (Tabela 4).

Tabela 4 - Malformacgdes esqueléticas encontradas na prole de fémeas tratadas com
0 extrato etandlico das cascas dos frutos de C. pubescens (EECFCp).

Grupos experimentais

Malformacéo

Controle EECFCp 100 EECFCp 1000

Linhagens analisadas 10 10 10
(N) Malformacdes esqueléticas
. 51 61 46
Fetos analisados (N) NA % NA % NA %

OR Vomer 43 84,31 56 91,80 43 93,48
OR Palato 42 82,35 56 91,80 43 93,48
OR Presfenoide 39 76,47 50 81,97 42 91,30
OR Nasal 21 41,18 25 40,98 17 36,96
OR Interparietal 0 0,00 1 1,64 0 0,00
OR Supraparietal 0 0,00 1 1,64 0 0,00
OR Parietal 0 0,00 1 1,64 0 0,00
OR Frontal 0 0,00 1 1,64 0 0,00
OR Manubrio 0 0,00 1 1,64 1 2,17
A Manubrio 0 0,00 0 0,00 1 2,17
Ol Centro Esternal 0 0,00 0 0,00 1 2,17
OR Centro Esternal 3 5,88 6 9,84 3 6,52
A Centro Esternal 0 0,00 1 1,64 0 0,00
Ol Processo Xifoide 0 0,00 4 6,56 0 0,00
OR Processo Xifoide 1 1,96 4 6,56 6 13,04
A Processo Xifoide 0 0,00 2 3,28 0 0,00
R 72 Costela 0 0,00 1 1,64 1 2,17

Legenda: NA - nimero absoluto; % - porcentagem; OR - ossifica¢éo reduzida; Ol - ossificagao irregular;
A - ausente; R - redugéo (Teste estatistico: Qui-quadrado; p>0,05).
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3.2.4. Micronucleo em sangue periférico
O EECFCp néo é genotoéxico visto que ndo aumentou (p>0,05) a frequéncia de
micronudcleos avaliados nos 3 ultimos dias experimentais. A frequéncia média dos
diferentes grupos experimentais variou de 3,0+0,45 a 4,1+0,58 (Figura 8).

T
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N w e
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Controle ®mEEFCp 100 mEEFCp 1000

Figura 8 - Frequéncia de micronucleos encontrados em fémeas tratadas com o extrato etandlico das
cascas dos frutos de C. pubescens (EECFCp). Teste estatistico: ANOVA/Tukey (p>0,05).

4. DISCUSSAO
A literatura pesquisada indica que ha caréncia de estudos que envolvem
seguranca toxicogenética e reprodutiva, e teratogénica dos extratos do género

Campomanesia, em especifico da casca dos frutos da espécie C. pubescens.

O tratamento com o EECFCp ndo causou alteracdo dos parametros
biométricos e nem varia¢des significativas no peso absoluto e relativo de 6rgaos.
Estudos relatam que a perda de peso pode ser considerada um importante indicativo
de toxicidade aguda (SAAD et al., 2002; GAO et al., 2019; GEBREHIWOT et al., 2019)
bem como variac6es, em especial, no peso relativo dos 6rgdos (GAO et al., 2019).
Outros estudos especificos de toxicologia reprodutiva e teratogenicidade também
fazem uso desses parametros e inferem auséncia de toxicidade quando ndo ha

significativas perdas de peso e variacdes nos pesos dos 6rgaos (DAMASCENO et al.,
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2002; COSTA-SILVA et al., 2007, COELHO, 2010, DE DAVID et al., 2014
GONCALVES et al., 2014; ISHIKAWA et al., 2018; e VANI et al., 2018a, 2018Db).

O tratamento com o EECFCp néo alterou o numero de implantes, de fetos
vivos, de reabsor¢cdo e nem a viabilidade fetal, a taxa de perdas pés-implantacionais,
a taxa de reabsorcéo e a razdo sexual. Logo, o EECFCp néo alterou o desempenho
reprodutivo das fémeas de acordo com o presente delineamento. Resultados
semelhantes foram observados para C. xanthocarpa em modelo de ratos Wistar
(AUHAREK et al., 2013). No entanto, os dados s&o inéditos para a espécie C.
pubescens. Além disso, esse estudo € pioneiro também em demonstrar que essa
espécie ndo altera o desenvolvimento embriofetal visto que a frequéncia de
malformacdes externas, viscerais e esquelética ndo diferiram entre o grupo controle e
os tratados com EECFCp. As malformagbes observadas ocorreram de forma
semelhante tanto no grupo controle quando nos tratados com o EECFCp ou até
mesmo em menores frequéncias nos grupos tratados com o EECFCp. Diante do
exposto, essas malformagdes sao consideradas variantes de normalidade e infere-se

seguranca para o uso do EECFCp inclusive durante o periodo gestacional.

A ocorréncia de variantes da normalidade € comum e relatada em diferentes
trabalhos da &rea tais como nos estudos de De David et al. (2014), que estudou o
extrato etandlico da casca de Gochnatia polymorpha ssp. floccosa; Gongalves et al.
(2014) que estudou a fracao hidrometanolica do extrato das folhas de Annona nutans;
Oliveira et al. (2015b) que estudou os compostos 6-DMAP e CHX; Pessatto et al.
(2017) que estudou as fracbes butandlica e diclorometano do extrato de Gochnatia
polymorpha ssp. floccosa; Ishikawa et al. (2018), que estudou o extrato etandlico das
folnas de Doliocarpus dentatus; de Vani et al. (2018a), que estudou o larvicida
Temefds; de Vani et al. (2018b) que usou o liquido natural da casca da castanha de
caju e 6leo de mamona (TaLCC-20). Destaca-se ainda que segundo Taylor (1986) e
Oliveira et al. (2009) variantes da normalidade, como é o caso de hidrocefalias e
hidronefroses de grau moderado-leve; reducdo de ossificacdo dentre outras;
regrediriam com a continuidade da gestacédo, logo ndo sédo consideradas com alta

relevancia biolégica e para a vitalidade e desenvolvimento do organismo.

Além disso, observou-se aumento do indice placentario em associagdo com
a reducédo do peso fetal. Observou-se também aumento do peso placentario nos
animais tratados apenas com a dose de 100mg/kg. Esses dados em isolados ndo sao
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suficientes para indicar alteracao no desenvolvimento embriofetal visto que ndo houve
alteracdo nos parametros reprodutivos e nem a ocorréncia de malformacdo. No
entanto, a hipertrofia placentaria acontece, em geral, associada ao aumento do indice
placentério e redugdo do feto fetal. Nesses casos ha uma tentativa do organismo
materno em suprir as necessidades de nutrientes e oxigénio do feto (GICHANGI,
NYONGO, TEMMERMAN, 1993) e essas condi¢des adversas sdo comuns quando a
mae é exposta a xenobidticos que alteram o desempenho reprodutivo e o
desenvolvimento embriofetal (OLIVEIRA et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2015a;
MAHABADY et al., 2016; RENGASAMY, 2017).

As analises de classificacdo do peso fetal utilizadas neste estudo permitem
observar (I) o crescimento dos fetos individualmente (Soulimane-Mokhtari et al., 2005)
e (II) o crescimento das ninhadas como um todo, por grupo (Oliveira et al., 2009). A
primeira proposta de classificacdo (I) demonstrou normalidade para os pesos fetais
em ambos grupos tratados, ja a segunda classificacdo (Il) demonstrou ninhadas
estatisticamente menores nos grupos tratados com EECFCp. A andlise das
classificacdes em conjunto indica que, mesmo a média do peso fetal indicando
reducdo, mais de 90% da ninhada apresentou peso adequado para a idade
gestacional nos grupos tratados, confirmando que o EECFCp nédo causa alteracdes

no desenvolvimento embriofetal.

Em relacdo a avaliacdo genotdxica materna, o ensaio do micronicleo em
sangue periférico demonstrou mais uma vez que o EECFCp é seguro, inclusive no
periodo gestacional, visto que as frequéncias de danos cromossémicos dos grupos
tratados nao diferiram do grupo controle. Resultado semelhante ja havia sido
reportado por Villas Boas et al. (2018a) tanto em machos quanto em fémeas. Nesse
estudo foi demonstrado que o EECFCp ndo causa danos gendmicos e nem
cromossOmicos, avaliados pelos testes de cometa e microndcleo, respectivamente;
em modelo usando ratos Wistar. Aléem disso, um outro estudo de Villas Boas et al.
(2018b) demonstrou auséncia de toxicidade em modelos de toxicidade aguda e de

curto prazo em ratos.

Outro fato que chama a atencdo é que estudos de teratogenicidade das
flavonas e chalconas, principais constituintes do extrato, ndo estdo disponiveis na
literatura consultada. Foram encontrados estudos apenas da neohesperidin

dihydrochalcone e essa n&do demonstrou efeitos toxico-reprodutivos e nem



45

embriofetotdéxicos e/ou teratogénicos (BOOTH, 1974; GUMBMANN et al., 1978;
WAALKENS-BERENDSEN; KUILMAN-WAHLS; BAR, 2004). Esses fatos reforcam o
ineditismo de nosso estudo. Além disso, 0 nosso estudo contribui para o crescimento
da area bem como refor¢ca a seguranca do uso do EECFCp que possui em sua

constituicdo altos teores e flavonas e chalconas.

5. CONCLUSAO

Nas condigbes experimentais do presente estudo, 0S nossos resultados
sugerem que o EECFCp é seguro para o uso, inclusive durante o periodo gestacional,
uma vez que nao altera parametros biométricos, o desempenho reprodutivo de
fémeas e nem o desenvolvimento embriofetal, exceto pela reducao do peso fetal. Além
disso, a andlise fitoquimica indicou a presenca de flavonoides, ja descritos na
literatura, e de forma inédita a presenca das chalconas. Diante do exposto, o presente
estudo contribui para a area de produtos naturais e desenvolvimento de produtos de
importancia bioecondmica uma vez que nossos dados reforcam a seguranca de uso
e consumo humano, inclusive por gestantes, de uma planta com caracteristica
econdmicas, nutricionais e farmacoldégicas, ja amplamente utilizada pela populacao, e
apoia o desenvolvimento de subprodutos biotecnologicamente desenvolvidos a partir

dos frutos de C. pubescens.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

A finalidade de estudos toxico-reprodutivos, teratogénicos e genotoxicos é
detectar agentes causadores de danos e/ou malformacdes e, para isso, a utilizagao
de modelos de experimentacdo animal € a melhor maneira de prevenir uma possivel

acao nociva da substancia em teste.

Nossos estudos demonstraram que o EECFCp € seguro para ser utilizado, visto
que ndo foi materno téxico, ndo causando alteracdes nos parametros biométricos e
desempenho reprodutivo, ndo alterou o desempenho reprodutivo, exceto pela reducéo

do peso fetal, ndo foi embriotdxico, ndo teve acao teratogénica ou genotoxica.



7. ANEXOS

A - Tabelas referentes as figuras
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Tabela referente as figuras 4, 5 e 6 - Parametros biométricos e pesos absolutos e relativos dos 6rgaos de fémeas tratadas com o

extrato etandlico das cascas dos frutos de C. pubescens (EECFCp).

Grupos Pardmetros Biométricos
experimentais Peso Inicial Peso Final Ganho de Peso Peso do Utero Peso Liquido
Controle 34,76 £ 0,682 53,72 + 2,302b 18,96 £ 2,05ab 17,42 + 2,092 1,53 + 1,362
EECFCp 100 36,91 + 1,662 59,41 + 2,012 22,50+ 1,632 19,18 + 1,782 3,32 £ 0,622
EECFCp 1000 36,92 + 1,282 52,07 £ 1,41° 15,15+ 1,74 15,31 + 1,362 -0,16 + 0,952
Peso absoluto dos 6rgéos (g)
Coracao Pulméo Baco Rins Figado
Controle 0,18 + 0,009 0,27 + 0,022 0,15 + 0,012 0,39 + 0,012 2,39+0,132
EECFCp 100 0,21 £ 0,0092 0,27 £ 0,012 0,17 £ 0,012 0,67 £ 0,252 2,63 +0,272
EECFCp 1000 0,18 + 0,006? 0,26 + 0,012 0,16 + 0,022 0,39 + 0,012 2,34 £ 0,092
Peso relativo dos 6rgéos (g)
Coracéo Pulméo Baco Rins Figado
Controle 0,003 £ 0,00012 0,005 + 0,00022 0,003 £ 0,00022 0,007 £ 0,00032 0,044 + 0,00142

EECFCp 100
EECFCp 1000

0,003 + 0,00012
0,003 + 0,00012

0,004 + 0,00022
0,005 + 0,0003?

0,002 + 0,00022
0,003 + 0,00042

0,011 + 0,00422
0,007 + 0,00032

0,044 + 0,00442
0,045 + 0,00122

Legenda: Letras diferentes indicam diferengas estatisticamente significativas. (Teste: Analise de Variancia/Tukey; p>0,05).
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Tabela referente a figura 7 - Frequéncia de micronucleos encontrados em fémeas
tratadas com o extrato etandlico das cascas dos frutos de C. pubescens (EECFCp).

Grupos experimentais Micronucleo

16°d.g. 17°d.g. 18°d.g.
Controle 4,0+0,362 3,240,532 3,0£0,452
EECFCp 100 4,140,582 3,1+0,502 3,640,432
EECFCp 1000 3,940,412 4,040,392 3,7+0,752

Legenda: Diferentes letras indicam diferencas estatisticamente significativas. (Teste de Andlise de
Variancia/Tukey; p>0,05).



B - Imagens referentes aos experimentos

B.1 - Plug vaginal.
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B.2 - Cortes estratégicos da andlise visceral.

B.3 - Feto apo6s diafanizado e corado para andlise esquelética
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