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RESUMO

Phyllanthus niruri, espécie herbdcea pertencente a familia Phyllanthaceae, conhecida
popularmente por quebra-pedra, possui vasto emprego medicinal, principalmente para o
tratamento da litiase renal, sendo contraindicada durante a gestacdo e lactacdo. Embora
presente em alguns bancos de dados oficiais, sendo considerada uma planta com potencial
abortivo, ndo sdo encontrados na literatura pesquisada dados cientificos que avaliem e
confirmem tal potencial, bem como seus efeitos na saide da prole. Nesse contexto, este
trabalho buscou investigar os efeitos do extrato aquoso de P. niruri na gestacao e lactagdo de
ratas e no desenvolvimento somético e fisico da prole. Foram utilizadas fémeas primiparas,
para obteng@o da prole. Os animais foram divididos em dois grupos: Grupo controle (GC)
(n=6) - tratado com &4gua destilada e o Grupo experimental (GEA-PN) (n=5) - tratado com
150 mg/Kg do extrato aquoso bruto de P. niruri. O peso das progenitoras € os sinais clinicos
de toxicidade materna foram avaliados diariamente durante todo o experimento. Para a
avaliacdo do desenvolvimento dos neonatos foram analisados os indicadores de maturagdo
somatica: Abertura do Pavilhdo Auricular, Abertura do Conduto Auditivo, Abertura dos
Olhos, Erupcdo dos Dentes Incisivos Superiores e Inferiores e Aparecimento dos Pelos
Epidérmicos. Os parametros de crescimento fisico mensurados foram: peso corporal,
comprimento da cauda e comprimento do eixo antero-posterior (naso-anal). O tratamento com
EAPN provocou sinais clinicos de toxicidade materna sistémica, onde os animais
apresentaram frémito vocal, tremores, agressividade, hemorragia nasal e hemorragia vaginal,
inclusive com registro de um 6bito no 20° dia de tratamento. Contudo, o ganho de peso
corporal das progenitoras nao foi alterado. Quanto a avaliagdo da maturagdo somdtica dos
neonatos, observou-se antecipa¢do da abertura do conduto auditivo, abertura dos olhos e
aparecimento de pelos epidérmicos nos animais do grupo experimental quando comparados
aos animais do GC. Em rela¢@o ao desenvolvimento fisico, os animais do grupo experimental
apresentaram um maior comprimento da cauda no 1° e 21° dia de vida, quando comparados
aos animais do grupo controle. No que diz respeito ao comprimento naso-anal, observou-se
diferenca estatistica apenas no 1° dia de vida, quando comparamos os animais do grupo GEA-
PN aos animais do GC. O peso corporal do GEA-PN foi maior em relagdo ao GC, no 7°, 14° e
21° dia de vida (p<0,05). A partir destes resultados, pode-se inferir que P. niruri ocasionou
toxicidade materna durante a gestacdo e lactacio, porém, a administracdo do extrato ndo foi
capaz de ocasionar danos a saude da prole, pelo contrdrio, promoveu a aceleracdo dos
parametros de maturagdo fisica e somaética.

Palavras-chaves: Phyllanthus niruri, toxicidade materna, desenvolvimento pds-natal.



ABSTRACT

Phyllanthus niruri, a herbaceous species belonging to the family Phyllanthaceae, popularly
known as quebra-pedra, has a wide medicinal use mainly for the treatment of renal lithiasis
and is contraindicated during gestation and lactation. Although present in some official
databases, being considered a plant with abortive potential, we do not find in the researched
literature scientific data that evaluate and confirm this potential, as well as its effects on the
health of the offspring. In this context, this work investigated the effects of the aqueous
extract of P. niruri on gestation and lactation of rats and on the somatic and physical
development of offspring. Primiparous females were used to obtain offspring. The animals
were divided into two groups: Control group (CG) (n=6) treated with distilled water and the
experimental group (GEA-PN) (n=5) treated with 150 mg/kg of the crude aqueous extract of
P niruri. The weight of the progenitors and clinical signs of maternal toxicity were assessed
daily throughout the experiment. For the evaluation of the development of neonates were
analyzed the indicators of somatic maturation: Pinna Opening, Opening of the Auditory
Canal, Opening of the Eyes, Eruption of Upper and Lower Incisors Teeth and Appearance of
Epidermal Pelage. The parameters of the physical growth measured were: body weight, tail
length and length of the anteroposterior axis. Treatment with EAPN caused clinical signs of
systemic maternal toxicity, in which the animals presented vocal thrill, tremors, aggression,
nose bleeding and vaginal bleeding, including a death on the 20th day of treatment. However,
the body weight gain of the progenitors was not altered. As to the evaluation of the somatic
maturation of the neonates, it was observed an anticipation of opening of the auditory canal,
opening of the eyes and appearance of epidermal pelage in the animals of the experimental
group when compared to the CG animals. In relation to the physical development, the animals
of the experimental group had a longer tail length at the 1st and 21st day of life, when
compared to the animals of the control group. Regarding the naso-anal length, a statistical
difference was observed only in the Ist day of life when we compared the animals of the
GEA-PN group to the CG animals. The GEA-PN body weight was higher in relation to CG, at
the 7th, 14th and 21st day of life (p <0.05). From these results, it can be inferred that P. niruri
caused maternal toxicity during gestation and lactation, but the administration of the extract
was not able to cause harm to the health of the offspring, on the contrary, it promoted the
acceleration of the parameters of physical maturation and somatic.

Keywords: Phyllanthus niruri, maternal toxicity, postnatal development.
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1. INTRODUCAO

A utilizacdo de plantas medicinais como recurso terapéutico € uma prética empregada
na medicina popular para o tratamento de diversas enfermidades, desde as primeiras
civilizagdes, se tornando, atualmente, uma tendéncia generalizada na medicina popular
brasileira, contribuindo significativamente para o consumo de plantas medicinais e para o
desenvolvimento fitoterapico (BEZERRA et al., 2012). Fato que pode ser justificado pelo
facil acesso, baixo custo e por serem consideradas inofensivas por boa parte da populagcdo
(AZEVEDO et al., 2004).

Apesar da crescente importincia, nos ultimos anos, da fitoterapia, relativamente
poucos estudos foram realizados a fim de comprovar a eficdcia e seguranca, tanto de
fitoterdpicos como de plantas medicinais usadas com diversas finalidades terapéuticas, sendo
muitas dessas plantas utilizadas com base somente no seu uso popular (TUROLLA;
NASCIMENTO, 2006).

Diversos estudos mostram que as plantas medicinais podem provocar reacdes adversas
e que grande parte delas € utilizada por automedicagdo, ndo possuindo perfil téxico bem
conhecido, ao passo que a utilizacdo inadequada de um produto, mesmo de baixa toxicidade,
pode induzir a problemas graves, desde que existam fatores de risco, como caracteristicas
relacionadas ao paciente, contraindicacdes, entre tantos outros (SILVEIRA et al., 2008).
Reacdes adversas estas, que podem ser desencadeadas ainda pela presenca de seus préprios
constituintes bioativos, identifica¢do incorreta de espécies de plantas e uso diferente da forma
tradicional (BALBINO; DIAS, 2009).

Durante a gestagdo, muitas plantas medicinais sdo contraindicadas e algumas sdo
conhecidas por causarem aborto ou suspeita de qualquer outro risco para a gestacdo, como a
Ruta graveolens L. (arruda), Plectranthus barbatus A. (boldo), Cinnamomum zeylanicum B.
(canela), Laurus nobilis L. (louro) e a Symphytum officinale L. (confrei), que sdo apenas
algumas de muitas existentes (MENGUE et al., 2001).

Phyllanthus niruri L., espécie herbacea de 40 a 80 cm de altura, de nome popular
quebra-pedra, possui emprego medicinal de longa data, sendo referida na literatura
etnofarmacoldgica, unanimemente, para o tratamento de problemas renais, em especial, para o
tratamento da litiase renal (LORENZI; MATOS, 2002), podendo ser empregada, entre tantos
outros usos terapéuticos, no tratamento da ansiedade, hipertensdo, na reduc¢do de lipideos

plasméticos e como anti-inflamatoria, segundo dados etnofarmacoldgicos. Igualmente a uma
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série de outras espécies de plantas de uso medicinal, a espécie P. niruri tem seu uso
contraindicado durante o periodo gestacional e de lactacdo, sendo até mesmo mencionada
como abortiva, porém nao possui dados cientificos na literatura consultada, que avaliem e
confirmem seus efeitos durante os periodos criticos de desenvolvimento, sendo apenas
encontrados estudos do efeito abortivo para a espécie Phyllanthus amarus Schum. & Thonn
(RODRIGUES et al., 2011).

Tendo em vista que a gestagdo e lactagdo constituem periodos vulneraveis para o
desenvolvimento da prole, e que o uso da P. niruri durante esses periodos pode ser um fator
de risco, surge entdo, a hipétese de que esta pode apresentar efeitos deletérios aos neonatos e,
principalmente, as progenitoras devido a presenca de metabdlitos secunddrios muito ativos
biologicamente, como os alcaloides (SANDINI et al., 2013). No entanto, ainda nio se sabe os
reais efeitos provocados no desenvolvimento e crescimento somdtico da prole de ratas
tratadas com a administracdo do extrato de P. niruri durante a gravidez e a lactacdo. Periodos
estes, em que o sistema nervoso central ainda estd se diferenciando, podendo ser atingido por
substancias presentes no sangue materno através da placenta, durante a gestagcdo, ou através
do leite, durante a lactagio (HOLLENBACH et al., 2010), podendo as alteracdes provocadas
perdurar até a vida adulta.

Diante do exposto, este trabalho buscou investigar os efeitos que o extrato aquoso
bruto de P. niruri, administrado durante a gestacdo e lactacdo, exerce sobre o
desenvolvimento somadtico e o crescimento ponderal da prole de ratas, bem como os efeitos
provocados as progenitoras durante o periodo de administracdo, ratificando as informacoes

referentes ao uso da quebra-pedra durante a gestacdo e lactacao.
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2. OBJETIVOS

2.2 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos do extrato aquoso bruto de P. niruri na gestacdo e lactacdo de ratas

Wistar e a sua influencia sobre o desenvolvimento somatico e fisico da prole.

2.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar sinais clinicos de toxicidade em ratas tratadas com P. niruri durante a gestacao
e lactacdo;
e Verificar o desenvolvimento somatico dos filhotes;

e Avaliar o desenvolvimento fisico da prole;



17

3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 Phyllanthus niruri L.

Phyllanthus niruri, espécie pertencente a familia Phyllanthaceae, ¢ uma erva anual de
pequeno porte, medindo até 80 cm de altura, nativa da América do Sul e de ampla distribui¢ao
geografica no territorio brasileiro, ocorrendo nos biomas Amazonia, Cerrado, Caatinga e Mata
Atlantica (SECO et al., 2015). Seu crescimento ocorre especialmente durante o periodo de
estacdo chuvosa, ocorrendo em todo tipo de solo, sendo comum seu crescimento nas fendas
de calcadas, terrenos baldios, quintais e jardins (LORENZI; MATOS, 2002).

Conhecida popularmente como quebra-pedra, arrebenta-pedra e erva-pombinha, P.
niruri distingue-se de outras espécies do género Phyllanthus (P. amarus, P. tenellus e P.
urinaria), semelhantes vegetativamente e conhecidas pelos mesmos nomes populares, por
apresentar discretas diferencas entre si, sendo facilmente diferenciadas, principalmente, pela
base foliar (simétrica em P. amarus e assimétrica em P. niruri), nimero de estames (5 ou 6
em P. tenellus e 3 em P. niruri) e pela unido dos estames que ocorre em P. urinaria € nao
ocorre em P. niruri, conforme apresentado na figura 1 (SILVA; SALES, 2004; MARTINS;
LIMA, 2011).

Macroscopicamente, a P. niruri (Figura 1) se apresenta ainda como uma planta
herbicea, glabra, de caules simples ou ramificados, folhas alternas, disticas, simples,
membrandceas, glabras, oblongo-elipticas, de dpice atenuado, as vezes mucronado e base
assimétrica, margem lisa; laminas discolores, face adaxial de cor verde-oliva e face abaxial
verde-pdlida a cinza-palida. Flores femininas isoladas e axilares nos nds apicais, com cinco
tépalas elipticas e disco inteiro, carnoso; ovario tricarpelar, trilocular. Flores masculinas em
fasciculos de uma a duas flores, dispostas nos nds basais, com cinco tépalas largo-ovaladas e
trés estames com filetes conatos na base. Frutos esquizocdrpicos expostos para a regiao

abaxial dos ramos com cdlice persistente, membraniceo, desenvolvido (BRASIL 2010a).
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Figura 1. Aspectos macroscépicos em Phyllanthus niruri L. - A. hédbito da planta; B. flor
masculina com trés estames; C. flor feminina com ovdrio; D. fruto, tépalas persistentes; E.
folhas de base assimétrica; F. semente.

Fonte: BRASIL, 2010a.

3.1.1 Fitoquimica

Virios metabdlitos secundérios de diversas classes de compostos importantes t€ém sido
identificados nas partes constituintes da P. niruri, algumas classes desses metabdlitos
secundérios incluem: taninos como a geranina, isocumarinas, alcaloides como a nirurina,
lignanas como a nirantina, compostos fendlicos e terpendides (NASCIMENTO, 2008).

De acordo com Nascimeto et al. (2008), triagem fitoquimica cromatogréfica realizada
com as partes aéreas de P. niruri, principal parte utilizada na medicina fitoterdpica,
demonstraram a presenca de antraquinonas, antraquinonas glicosidicas, flavondides, taninos,
terpendides e naftoquinonas.

Nas partes aéreas desta espécie podem ser encontrados derivados isocumarinicos como
o metil brevifolincarboxilato e alcaloides pirrozilidinicos como securinina, norsecurinina e 4-
metoxi-dihidronorsecurinina (HASSARAJANI; MULCHANDANI, 1990; IIZUKA et al.,
2007). Enquanto que flavonas como 8-(3-metil-but-2-enil)-2-fenil croman-4-ona e 2-(4-
hidroxifenil)-8-(3-metil-but-2-enil)-croman-4-ona; polifendis como 1-O-galioil-6-O-luteoil-a-

D-glicose, B-glicogalina, quercetina 3-O-f-D-glicopiranosil-(2—1)-O-B-D-xilopiranosideo, [3-



19

sitosterol e 4cido gilico; e terpendides como 2-metilhexadeca-2-eno sdo descritos na literatura
como compostos quimicos isolados dos extratos obtidos de todo o material vegetal

(KOTOKY et al., 2005; SUBEKI et al., 2005; SHAKIL et al., 2008).

3.1.2  Aspectos etnofarmacolédgicos

A quebra-pedra, como € comumente conhecida a espécie P. niruri, possui diversos
usos medicinais, sendo amplamente reconhecida pelas suas propriedades terap€uticas no
combate a calculos renais e biliares, nefrite, empregado no tratamento da hipertensao arterial,
diarreia, hepatites B e C (agudas e cronicas), possui a¢do analgésica, relaxante muscular e dos
ureteres (DANTAS, 2008; PAITHANKAR et al., 2011), sendo ainda utilizada
tradicionalmente para o tratamento da diabetes. (BORGES et al., 2008).

Em levantamento etnobotanico realizado no municipio de Cuité/Paraiba, sobre o
conhecimento e uso de plantas medicinais a P. niruri foi identificada como sendo uma planta
medicinal de emprego comum entre os moradores dessa localidade, os quais relataram utilizar
as raizes de quebra-pedra com a finalidade terapéutica de eliminar pedras nos rins (dados nao
mostrados).

Contrariamente, pesquisas etnobotanicas/etnofarmacoldgicas procedidas nos estados
de Minas Gerais, Paraiba, Parand e Rio de Janeiro, quanto ao uso popular de plantas
medicinais, registraram o uso de P. niruri no tratamento de problemas renais, sendo a mesma
indicada ainda para o tratamento de distirbios da prdstata, “ardéncia na urina”, enfermidades
da bexiga e como diurética, na qual as partes aéreas foram a principal parte utilizada
(MARTINAZZO; MARTINS, 2004; BRITO et al., 2009; OLIVEIRA; MENINI NETO, 2012;
LOPES; PANTOJA, 2013).

Segundo Carneiro et al. (2014), ao realizar levantamento bibliografico sobre as
tendéncias dos estudos com plantas medicinais no Brasil, constatou-se que a quebra-pedra
possui diversas indicacdes terapéuticas, podendo ser utilizada para tratamento da ansiedade,
dermatite, diarreia, cefaleia, hemorroidas, hipertensao, leucemia e perda de memoria.

Devido seu enorme potencial terapéutico, no ano de 2009, o Ministério da Satde
incluiu a P. niruri a uma relacio de plantas medicinais de interesse ao Sistema Unico de
Saide (RENISUS), juntamente com outras 70 plantas medicinais (BRASIL, 2009). No ano
seguinte, esta espécie foi incluida a uma lista elaborada pela ANVISA (Agéncia Nacional de

Vigilancia Sanitaria), de varias plantas medicinais de uso tradicional com efeito comprovado
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cientificamente, apresentado as formas corretas de uso, contraindicacdes e efeitos adversos
(BRASIL, 2010b).

Entre as contraindicagdes, estd o uso durante a gravidez e lactacdo (BRASIL, 2010b;
GRANDI, 2014). Da Silva et al. (2010) realizaram um estudo sobre o uso de plantas abortivas
por mulheres do Municipio De Bom Jardim/Pernambuco, e a quebra pedra (P. niruri) foi
citada como sendo utilizada para a prética do aborto. Segundo estudo realizado por Bakke et
al. (2008), sobre o conhecimento do uso de plantas abortivas, as raizes da quebra-pedra sdao
reconhecidas como sendo abortiva pelas alunas da Universidade Federal da Paraiba — UFPB,

sendo a planta mais relatada para esta finalidade.

3.2 DESENVOLVIMENTO EMBRIONARIO E FETAL

O desenvolvimento embrio-fetal de mamiferos pode-ser dividido em quatro periodos:
pré-implantacdo, organogénese, desenvolvimento fetal e periodo neonatal (CAMARGO,
2010).

O periodo correspondente ao desenvolvimento inicial (pré-implantagcdo e implantagao
embriondria) compreende o periodo que vai desde a fecundacdo até a implantacdo do
blastocisto no ttero, que ocorre antes da segunda semana de desenvolvimento em humanos e
até o 6° dia em ratos, aproximadamente, € caracterizada pela presenca do embrido com células
totipotentes em divisao (FRITZ; GIESE, 1990; LEMONICA, 2008). Neste periodo a
exposicao a um agente téxico pode impedir a implantacdo do blastocisto no utero (ROGERS;
KALVLOCK, 2012).

Apds a implantacdo, inicia-se a fase de organogénese, com inicio da segunda a oitava
semana pos-fecundacdo em mulheres e que vai do 7° ao 15° dia em ratas. Esse periodo é
caracterizado por uma intensa proliferacdo e migracdo celular, remodelamento tissular e
formacgdo rudimentar das estruturas e 6rgaos do corpo (BRENT et al., 1993; LEMONICA,
2008).

O final da organogénese marca o inicio da terceira fase, conhecida como periodo fetal,
que € caracterizada por diferenciacdo e crescimento tissular, maturacdo fisioldgica dos
diferentes sistemas e crescimento ponderal do feto, compreende oito semanas completas pos-
fertilizacdo até o término em mulheres € em ratas corresponde do 16° ao 21° dia de prenhez
(FRITZ; GIESE, 1990; ROGERS; KALVLOCK, 2012). Nesse periodo, todos os 6rgdos estao
presentes e grosseiramente reconheciveis, embora ainda nao desenvolvidos por completo, o

sistema nervoso central, bem como o crescimento ponderal do feto ainda estio em
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diferenciacdo (LEMONICA, 2008; LIMA, 2014). Apés esta fase, di-se inicio ao periodo
neonatal, que ocorre apenas crescimento € maturacdo fisiologica. Vai até o 28° dia apds o
nascimento em humanos e até o 10° dia em ratos, compreendendo o inicio da lactacdao (LIMA,
2014).

Quanto aos efeitos adversos provocados por agentes quimicos durante os periodos de
exposi¢do. Durante a pré-implantacdo, chamado de periodo do “tudo ou nada”, a exposi¢do
materna a agentes toxicos geralmente resulta em nenhum ou ligeiros efeitos sobre o
crescimento ou em morte da prole, ou seja, dependendo do nimero de células atingidas,
ocorre ou a reposi¢ao das células atingidas por células normais e como produto final um
individuo normal ou, se atingindo em grande numero de células, a embrioletalidade; a
organogénese ¢ o periodo de maior susceptibilidade a acdo de agentes quimicos e tUnico
periodo teratogénico da gestagcdo, sendo considerado o periodo mais critico, no qual o maior
nimero de malformagdes pode ser induzido; e por fim, o periodo fetal em que a exposi¢ao
materna pode indubitavelmente interferir com processos de proliferacio celular que resultam
em alteracOes funcionais de importantes sistemas, como Sistema Nervoso Central, além de
causar retardo geral de desenvolvimento (BRENT et al, 1993; AUROUX, 1997;
LEMONICA, 2008; ROGERS; KAVLOCK, 2012).
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4. METODOLOGIA

4.1 COLETA DO MATERIAL VEGETAL

A coleta da espécie vegetal (Phyllanthus niruri) foi realizada no municipio de Cuité,
situado na microrregido do Curimatai Ocidental paraibano, com area de 741,840km?, e
populacdo de 19.978 habitantes e que tem a Caatinga como bioma (IBGE, 2010). As partes
aéreas de P. niruri foram coletadas em marco de 2017, durante o periodo da estagdo chuvosa
na regiao.

A coleta foi iniciada no periodo da manha (7:00 h), tomando-se cuidado para esperar
que todo o orvalho evaporasse antes de iniciar a coleta, que fora realizada manualmente,
coletando apenas espécimes que medissem em média cerca de 40 cm ou mais. Apds a coleta,
a espécie foi identificada e sua exsicata depositada no Herbéario do Departamento de Botanica

da UFCG — campus Cuité/Paraiba.

4.2 OBTENCAO DO EXTRATO

As partes aéreas de P. niruri foram submetidas a secagem em estufa de ar circulante a
40°C por trés dias, sendo entdo trituradas em liquidificador para fornecer um pé fino. O
extrato aquoso foi obtido por infusdo durante 15 minutos, em dgua destilada a 80 a 90°C,
utilizando a propor¢ao de 3 g das partes aéreas moidas em 150 mL do solvente (BRASIL,
2010b; BRASIL, 2011). Apés 30 minutos de repouso, o material foi filtrado em papel filtro e,
em seguida, acondicionado em um frasco de vidro ambar na geladeira a 5 °C. O solvente foi

totalmente removido a 40°C, a pressao reduzida, em rota evaporador.

4.3 ANIMAIS DE EXPERIMENTACAO

Para este estudo, foram utilizadas fémeas primiparas, da linhagem Wistar, com idade
entre 90 e 120 dias e peso de, aproximadamente, 250 + 50 g, provenientes do Biotério da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), sendo mantidos no Laboratério de Nutri¢do
Experimental (LANEX) do Centro de Educacdo e Sadde (CES), da UFCG - campus
Cuité/Paraiba. Os animais foram mantidos em caixas de polipropileno, em condi¢des-padrao:

temperatura de 22 + 1°C, com ciclo claro-escuro de doze horas controlado automaticamente
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(inicio da fase clara as 6:00 h), umidade de + 65%, tendo livre acesso a dgua e a racdo da
marca Presence®, durante todo o procedimento experimental.
A pesquisa seguiu o protocolo experimental segundo as recomendacdes éticas do National

Institute of Health Bethesda (Bethesda, USA), com relag¢do aos cuidados com 0s animais.

4.3.1 Acasalamento e diagndstico da prenhez

Fémeas primiparas foram acasaladas por 24 horas, com machos férteis, uma fémea
para cada macho, a fim de obter filhotes machos para viabilidade da pesquisa.

O diagnéstico da prenhez foi confirmado através da visualizacdo de espermatozoides
no esfregaco vaginal, avaliados a fresco, em microscopia Optica com aumento de 400X
(Figura 2), sendo este considerado o dia zero da gestacdo (d0) (LAURA, 2009). Apés a
confirmagdo da prenhez, as ratas gestantes foram separadas e alojadas em gaiolas-
maternidade individuais, sendo distribuidas nos grupos experimentais, recebendo 4gua

destilada e o extrato aquoso das partes aéreas de P. niruri por meio de gavagem do primeiro

dia de gestacdo até o final da lactacgdo.

Figura 2. Visualizacdo de espermatozoides no esfregaco vaginal a fresco em microscopia
optica: (A) aumento de 100X; (B) aumento de 400X.
Fonte: Dados da pesquisa, 2017.

4.4 DETERMINACAO DA DOSAGEM E GRUPOS EXPERIMENTAIS

A dose adotada foi calculada considerando a dose recomendada para uso em adultos

humanos para tratar a litiase renal, consumo didrio de duas a trés xicaras de chd, preparado
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com as partes aéreas em infusdo (BRASIL, 2011) e determinada com base em estudos prévios
que avaliaram a atividade antimaldrica, gastroprotetora, antiulcerog€nica, genotoxica e
antigenotéxica (TONA et al., 2001; ABDULLA et al., 2010; BEBER; ROCHA, 2013;
QUEIROZ et al., 2013).

Para a realizacdo da pesquisa, 11 ratas prenhas foram distribuidas, aleatoriamente, em
dois grupos, controle e experimental, com seis € cinco animais, respectivamente, este ultimo
tratado com o extrato aquoso bruto de P. niruri e o grupo controle tratado com agua destilada,
de acordo com o seguinte esquema de tratamento didrio, durante a gestacao e lactagdo:

e Grupo Controle (GC) — recebeu, via gavagem, dgua destilada;
e Grupo Extrato Aquoso de P. niruri (GEA-PN) — recebeu, via gavagem, o extrato
aquoso de P. niruri, na dose didria de 150 mg/Kg de peso corporal (7.5 mL/Kg).

As ninhadas foram padronizadas em 6 filhotes que foram amamentados até o 21° dia.
Durante todo o periodo de lactacdo, os neonatos foram submetidos aos testes de maturacao
somatica e avaliacdo do desenvolvimento fisico. Passados 21 dias de lactagdo, os filhotes

foram desmamados.

4.5 SINAIS GERAIS DE TOXICIDADE NAS MAES

Durante o experimento, as ratas foram observadas, diariamente, para a verificacdo da
possivel ocorréncia de sinais clinicos de toxicidade, como piloerecdo, diarreia, frémito vocal,
tremores, agressividade, hemorragias nasal e vaginal, queda de pelos e mortes. A observagao
foi feita diariamente antes e apds a administracdo do extrato, durante todo o periodo de
gestacdo e de lactagdo. O quadro 1 mostra as avaliacdes clinicas efetuadas nas ratas tratadas,

adaptadas daquelas propostas por Brito (1994).

Quadro 1. Avaliacdes clinicas para observacdo da toxicidade aguda nas progenitoras.
Adaptado de Brito (1994).

(Continua)
Observacoes gerais Descricoes dos sinais de toxicidade aguda
Piloerecao Pelos do animal eretos (arrepiados).
Diarreia Alteragdo na defecacdo nitidamente diferente do normal.

' Emissao de som diferente do normal sem nenhuma
Frémito Vocal )
estimulagdo ou toque.
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Quadro 1. Avaliacdes clinicas para observacdo da toxicidade aguda nas progenitoras.
Adaptado de Brito (1994).

(Continuagao)
Observacoes gerais Descricoes dos sinais de toxicidade aguda
Queda de Pelos Presenca de dreas calvas no corpo do animal.
o Observar se hd reacdo diferente da normal ao tocar levemente
Agressividade .
o animal.
Hemorragia Nasal Ocorréncia de sangramento pelas narinas.

Hemorragia Vaginal | Perda de sangue pela vagina.

Anotar o periodo em que ocorreu e, se possivel, descrever os
Morte

episodios anteriores a morte.

4.5.1 Avaliacao do peso corpdreo das progenitoras

O peso corporal de cada progenitora foi registrada diariamente, desde o inicio da
prenhez até o 21° dia de prenhez. Com esses resultados, as progenitoras foram avaliadas
quanto ao ganho de peso corporal.

O ganho de peso corporeo foi avaliado semanalmente, calculado pela diferenca do 7°
dia de gestacdo e o dia em que foram encontrados espermatozdides no esfregaco vaginal,
entre o 14° dia e o 7° dia de gestacdo, e por fim, entre o final da prenhez e o 14° dia de

gestacdo.

4.6 DESENVOLVIMENTO SOMATICO DOS FILHOTES

As proles foram avaliadas quanto aos possiveis efeitos sobre a maturacdo somatica,
sendo avaliados a partir 1° dia até o 21° dia pds-natal, como forma de determinar o dia em que
a maturacdao somadtica foi completa, utilizando os seguintes indicadores de desenvolvimento
somdtico: abertura do pavilhdo auricular, abertura do conduto auditivo, erupcdo dos dentes
incisivos superiores e inferiores, abertura dos olhos e aparecimento dos pelos epidérmicos. Os
dias em que esses eventos ocorreram foram anotados para comparacdo de desenvolvimento

entre os grupos.
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Quadro 2. Indicadores de maturacdo somdtica. Adaptado de Vasconcelos et al. (2012) e
Pereira (2014).
Indicador Procedimento

Abertura do pavilhao auricular O pavilhdo auricular aberto foi detectado no dia em
que observou seu desdobramento completo para a
posicao ereta. Nesta avaliacdo, a maturagao foi
considerada positiva quando os dois pavilhdes
estiveram desdobrados (Figura 3A).

Abertura do conduto auditivo Considerou positiva a abertura do conduto auditivo
no dia em que os orificios auriculares direito e
esquerdo encontraram-se abertos, podendo ser
visualizados. Para confirmacdo deste indicador, cada
animal foi submetido a estimulo agudo sonoro, € a
presenca de reacdo ao estimulo foi considerada

positiva para a abertura do conduto auditivo (Figura

3B).
Erupcao dos dentes incisivos Foi registrado individualmente o dia em que se
superiores e inferiores observou o rompimento da gengiva pelas cuspides

dos dentes incisivos superiores e inferiores. Levou-se
em consideracdo a resposta positiva quando ambos
os incisivos, sejam eles superiores ou inferiores,
estiveram expostos (Figura 3C).

Abertura dos olhos A resposta foi considerada positiva quando houve a
abertura bilateral completa das palpebras e os dois
olhos estavam abertos (Figura 3D).

Aparecimento dos pelos As observacdes foram feitas, diariamente, até a
epidérmicos deteccao de surgimento de pelos na cabegca, membros
e dorso dos animais, confirmado através do
deslizamento dos dedos sobre a epiderme do animal

(Figura 3E).
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Figura 3. Fotografias dos parametros de maturacdo somdtica observados: (A) Abertura do
pavilhdo auricular; (B) Abertura do conduto auditivo; (C) Erupg¢ao dos incisivos; (D) Abertura
dos olhos; (E) Aparecimento de pelos epidérmicos.

Fonte: Adaptado de Barros, 1999 e Pereira, 2014.
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4.7 CARACTERISTICAS DE MATURACAO FISICA DOS FILHOTES

O progresso de cada animal foi acompanhado durante todo o experimento, durante os
21 dias de lactacdo. Medidas do peso corporal, comprimento da cauda (Figura 4) e o eixo
antero-posterior do corpo (Figura 5) foram utilizados para avaliar o crescimento fisico. O
comprimento da cauda (distancia entre a base e a extremidade da cauda) e o comprimento
naso-anal (distincia entre o focinho e o anus) foram medidos diariamente com um paquimetro

com 0,01 milimetros de precisdo. O peso corporal de cada filhote foi aferido diariamente

desde o primeiro dia de vida até o 21°, com a utilizacdo de balanca semi-analitica da marca

Balmak® (Figura 6).

J o A_.,;; g
Figura 4. Avaliacdo do comprimento da cauda. (A) localiza¢do da base da cauda; (B) Medida
da cauda do ponto do anus até o final da cauda esticada.

Fonte: (SILVA et al., 2005).

Figura 5. Avaliacdo do eixo antero-posterior do corpo (comprimento naso-anal) considerando
os pontos da regiao do anus e o focinho do animal.
Fonte: (SILVA et al., 2005).
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m! =

Figura 6. Afericio do peso da prole de ratas tratadas com EAPN durante a gestacdo e
lactagdo.
Fonte: (PEREIRA, 2014).

4.8 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos foram submetidos a andlise estatistica utilizando o teste t
Student. Os valores obtidos foram expressos como média + desvio padrdo (DP) e como
mediana, para a avaliacdo do desenvolvimento somadtico, sendo considerados significativos
quando apresentaram nivel de significancia de 5% (p < 0,05). Todos os dados foram

analisados pelo programa estatistico software Sigma Stat 3.1.
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5. RESULTADOS

5.1 TOXICIDADE SISTEMICA NAS PROGENITORAS

5.1.1 Sinais clinicos de toxicidade

O tratamento com o EAPN (150 mg/Kg) durante o periodo gestacional (d1-d21)
provocou alguns sinais clinicos de toxicidade sist€émica nas progenitoras. Na fase
correspondente a pré-implantacdo (d0-d6), os sinais clinicos de toxicidade consistiram em
frémito vocal (2/5), tremores (1/5) e hemorragia nasal (2/5). Posteriormente, na fase
correspondente a organogénese (d7-d15), os sinais provocados nas progenitoras foram frémito
vocal (1/5), agressividade (2/5), hemorragia nasal (3/5) e hemorragia vaginal (2/5). Apds esta
fase, na terceira e ultima do periodo gestacional, na fase fetal (d16-d21), sinais clinicos de
toxicidade, tal como frémito vocal (1/5), agressividade (1/5), hemorragia nasal (2/5) e
hemorragia vaginal (1/5) foram observados entre as ratas gestantes. Além disso, houve
registro de um 6bito no 20° dia de tratamento, que ocorreu posteriormente a uma hemorragia
vaginal no d19 (Figura 7). Sinais estes, que ndo foram observados nos animais do grupo

controle (GC), como demonstrado na tabela 1.

Tabela 1. Sinais gerais de toxicidade sist€émica em ratas Wistar tratadas por via oral durante o
periodo de gestagdo com EAPN.

Grupos
Sinais Gerais de Toxicidade

Grupo Controle  Grupo Extrato P. niruri

Piloerecao 0/6 0/5
Diarreia 0/6 0/5
Queda de Pelos 0/6 0/5
Frémito Vocal 0/6 2/5
Tremores 0/6 1/5
Agressividade 0/6 3/5
Hemorragia Nasal 0/6 3/5
Hemorragia Vaginal 0/6 2/5

Morte 0/6 1/5
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Figura 7. Efeito do tratamento por via oral com EAPN no periodo gestacional. Sinal clinico
de toxidade sist€mica (hemorragia vaginal) exibida durante a fase fetal.
Fonte: Dados da pesquisa, 2017.

Durante o periodo pds-natal (lactacdo), que compreende o 1° dia até o 21° dia pds-
natal, os dnicos sinais clinicos de toxicidade observados entre as lactantes foram frémito vocal
(1/4) e hemorragia nasal (2/4) (Tabela 2). Assim como no periodo de gestacdo, ndo foram
observados sinais clinicos de toxicidade sist€émica em nenhum dos animais do grupo controle

(lactantes).

Tabela 2. Sinais gerais de toxicidade sistémica em ratas Wistar tratadas por via oral durante o
periodo de lactacdo com EAPN.

Grupos
Sinais Gerais de Toxicidade

Grupo Controle  Grupo Extrato P. niruri

Piloerecdo 0/6 0/4
Diarreia 0/6 0/4
Queda de Pelos 0/6 0/4
Frémito Vocal 0/6 1/4
Tremores 0/6 0/4
Agressividade 0/6 0/4
Hemorragia Nasal 0/6 2/4
Hemorragia Vaginal 0/6 0/4

Morte 0/6 0/4
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5.1.2 Ganho de peso corporal das progenitoras

Com relagd@o ao ganho de peso corporal das progenitoras, o tratamento com EAPN néo
interferiu com no de peso corporal, uma vez que ambos os grupos exibiram ganho de peso
corpdreo de evolucdo estatisticamente semelhante durante toda gestacdo (d1-d21), conforme

apresentado na figura 8.

Controle

=&—Extrato P. niruri

-

Ganho de peso corporal

0 dias 7 dias 14 dias 21 dias
Gestacao

Figura 8. Ganho de peso corporal de ratas Wistar tratadas com EAPN, durante os 21 dias de
gestacdo. Dados expressos em média + DP. Para andlise estatistica, foi aplicado teste t
Student, com nivel de significancia de 5% (p< 0.05).

5.2 MATURACAO SOMATICA DOS FILHOTES

O desenvolvimento somdtico da progénie de ratas tratadas durante a gestagdo e
lactagdo, com o extrato aquoso (GEA-PN), exibiu diferencgas estatisticamente significantes
(p< 0,05) em relagdo aos animais do grupo controle, ao analisarmos os seguintes indicadores:
abertura do conduto auditivo, abertura dos olhos, aparecimento de pelos epidérmicos e
erupgio dos dentes incisivos inferiores (Tabela 3). E importante ressaltar que houve atraso
apenas na erupcao dos dentes incisivos inferiores da prole pertencente ao grupo experimental

quando comparado ao grupo controle (p< 0,001).
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Tabela 3. Indicadores de maturacdo somadtica da progénie de ratas tratadas com EAPN
durante a gestacao e a lactagdo.

Grupos
Maturacgao Somatica

Grupo Controle  Grupo Extrato P. niruri

Aberturado Pavilhdo Auricular 3(2-3) 3(2-3)
Abertura do Conduto Auditivo 12.5 (11-14) 12 (11-13)*
Abertura dos Olhos 15 (13-15) 14 (13-14)*
Erupcao dos Dentes Incisivos Superiores 10.5 (9-14) 10 (10-11)
Erupc¢do dos Dentes Incisivos Inferiores 4 (3-5) 11 (8-13)*%*
Aparecimento de Pelo Epidérmico 3.5(3-4) 2 (2-2)**

Dados expressos em valores de mediana (minimo e méximo). Para andlise estatistica foi
aplicado teste t Student. Valores com nivel de significdncia em relacdo ao grupo controle sdo
indicados pelos indices * (p< 0.05), ** (p< 0.001).

5.3 DESENVOLVIMENTO FISICO DOS FILHOTES

5.3.1 Peso corporal da progénie

Com relagdo ao ganho de peso dos filhotes durante o periodo de lactagdo, o grupo dos
animais amamentados com leite materno de ratas lactantes expostas ao EAPN (150 mg/Kg),
durante a gestacdo e lactacdo, apresentou elevacdo estatisticamente significante (p< 0,05) no
peso corpéreo quando comparado aos animais controle, do 7° ao 21° dia pds-natal. O grupo
avaliado (GEA-PN) diferiu do 7° ao 21° dia de vida com valores médios e DP,
respectivamente de 17,67 + 0,78; 31,83 + 1,03 e 47,83 + 2,48 em relagdo ao GC (16,33 +
1,15; 29,50 £ 2.11 e 43,67 + 3,37) para o 7°, 14° e 21° dia pds-natal, conforme exibido na
figura 11.

Adicionalmente, de acordo com os resultados, o peso corporal da progé€nie exibiu um
aumento consideravel no ganho de peso dos filhotes de 8,20% no 7° dia pds-nascimento e
alcancando 9,52% de aumento no ganho de peso no final do periodo de lactagdo, que

corresponde ao 21° dia de vida, em relagcdo a progénie do grupo controle.
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Figura 9. Peso corpdreo da prole de ratas Wistar tratadas com EAPN, durante os 21 dias de
gestacdo. Dados expressos em média + DP. Para andlise estatistica, foi aplicado teste t
Student, com nivel de significincia de 5% (p< 0.05).

5.3.2 Comprimento da cauda

Quanto a evolucdo do comprimento da cauda da progénie, este foi alterado pela
administracdo do extrato aquoso, durante a gestacdo e lactagdo. Nota-se diferenca estatistica
no 1° (p< 0,001) e 21° (p< 0,05) dia de vida, com valores médios e DP de comprimento
caudal, respectivamente, de 1,78 + 0,07 e 7,51 £+ 0,31 centimetros (cm) nos animais do grupo

GEA-PN comparado a, 1,42 + 0,31 ¢ 7.29 + 0,18 no grupo GC (Figura 9).
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Figura 10. Comprimento da cauda da progénie de ratas Wistar tratadas com EAPN, durante
os 21 dias de gestacdo e lactagdo. Dados expressos em média + DP. Para andlise estatistica,
foi aplicado teste t Student, com nivel de significancia de 5% (p< 0.05).
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5.3.3 Comprimento naso-anal

No que diz respeito ao crescimento do eixo antero-posterior do corpo (naso-anal) dos
lactantes, os animais tratados com o extrato aquoso (GEA-PN) apresentaram maior
comprimento em relacio ao GC, com diferenca estatistica no 1° dia de vida (p< 0,001),
exibindo valores médios e DP de 5,44 + 0.25 centimetros comparado a 4,78 + 0,36 no grupo
GC. Durante os outros periodos avaliados (7°, 14° e 21° dia p6s-natal) ndo foram encontrados

diferenca estatistica significante entre os grupos, conforme exibido na figura 10.
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Figura 11. Comprimento naso-anal de neonatos no periodo de lactacdo do 1° ao 21° dia de
vida. Dados expressos em média = DP. Para anélise estatistica, foi aplicado teste t Student,
com nivel de significancia de 5% (p< 0.05).
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6. DISCUSSAO

P. niruri é uma espécie de planta bastante utilizada na medicina tradicional por suas
diversas propriedades terapéuticas, das quais, destacam-se, principalmente, seu uso na litiase
urindria. Contudo, sdo escassos os estudos sobre sua atividade toxicoldgica e, estudos que
avaliem os efeitos da administragdo dessa planta durante o periodo gestacional e pds-natal sdo
inexistentes, sendo encontrados apenas estudos com a Phyllanthus amarus, espécie
pertencente a mesma familia e género da P. niruri.

Desta forma, este estudo buscou investigar os possiveis efeitos da P. niruri sobre o
desenvolvimento somdtico da prole de ratas tratadas com o extrato aquoso de quebra-pedra
durante o periodo de pré-implantacdo embriondria, organogénese, desenvolvimento fetal e
lactagdo, bem como sinais clinicos de toxicidade materna, investigacdes estas escassas na
literatura, até o momento.

Durante a gravidez, substancias quimicas, drogas ou até mesmo a administracdo de
extratos de plantas podem provocar diversos efeitos adversos que podem se manifestar como
abortos, anomalias fetais ou desenvolvimento retardado (LEMONICA; ALVARENGA 1994;
DAMASCENO; LEMONICA 1999; MELLO et al., 2005; DALLAQUA et al., 2013). No
entanto, indmeras plantas vém sendo avaliadas quanto aos seus efeitos, quando estas sdo
administradas durante o periodo gestacional, demonstrando total auséncia de efeitos deletérios
(SACHETTT et al., 2011; ROCHA et al., 2012; VOLPATO et al., 2015).

Em geral, mortes maternas e a reducdo de peso corporal sdo indices simples e
sensiveis de toxicidade apds a exposicdo a substancias toxicas (RAZA et al., 2002; TEO et al.,
2002), sendo importante que os animais sobreviventes ndo percam mais do que 10% do seu
peso corporal inicial, que costuma ser indicativo de toxicidade (KLAASSEN; WATKINS,
2012).

Uma reducdo do peso corporal ou diminui¢do no ganho de peso podem evidenciar
diversas respostas, incluindo anorexia ou toxicidade induzida pelo tratamento sist€émico, que
podem acarretar em restricdo do crescimento intrauterino (SANTOS et al., 2016). Sendo bem
descrito na literatura, a relagdo da utilizacdo de plantas medicinais de uso popular em ratas
gravidas com a ocorréncia de toxicidade materna, evidenciada, entre outros parametros, por
alteragdes nesses parametros (OLIVEIRA et al., 2010; DENT et al., 2012; ELMAZOUDY et

al., 2018). No entanto, neste estudo, ao avaliar o ganho de peso materno, ndo observou-se
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influéncia da administracio do EAPN, sobre esse pardmetro ao compararmos o grupo
experimental com o grupo controle (p< 0.05).

Por outro lado, foram observadas alteragdes fisicas e comportamentais, tais como,
sangramentos nasal e vaginal, frémito vocal, tremor e agressividade, durante os periodos da
gestacdo (pré-implantacdo, organogénese e fetal), e sangramento nasal e frémito vocal no
periodo de lactacdo. Estes resultados sugerem que a administracdo de P. niruri é capaz de
provocar toxicidade materna sist€mica, durante os periodos avaliados (Tabelas 1 e 2). Os
resultados deste estudo sdo semelhantes aos encontrados por Lima (2014), que ao avaliar os
efeitos da administracdo de Copaifera duckei, planta conhecida por suas propriedades
medicinais, observou sinais de toxicidade materna, manifestada através da ocorréncia de
obitos e alteracdes fisicas e de comportamento (sinais clinicos), como: apatia, diarreia,
piloerecdo, tremores, hemorragia nasal e vaginal, durante os periodos estudados (pré-
implantacdo, organogénese, desenvolvimento fetal e lactagdo), além da ocorréncia de aborto
espontaneo durante sua administracdo no periodo da organogénese. Estudo realizado por
Iranloye et al. (2010) com o extrato aquoso das folhas de Phyllanthus amarus administrados
em ratas durante o periodo correspondente a implantagdo (dia 6 a 8 da gestacdo), evidenciou
que a administracdo do extrato na dose de 2000 mg/kg promoveu efeitos adversos durante
este periodo, ocasionando abortos nas ratas tratadas, durante as primeiras semanas de
gestacgdo.

Sachetti et al. (2011) ao avaliarem os sinais clinicos de toxidade aguda, apds
tratamento com Copaifera reticulata, em ratas prenhas, atribuiram a presenca de alguns sinais
clinicos de toxicidade (piloerecdo, diarreia e cromodacriorréia), ao estresse produzido durante
0 experimento, uma vez que os mesmos sinais foram detectados no grupo controle. Contudo,
0 mesmo ndo se aplica aos resultados encontrados neste estudo, uma vez que ndo foram
evidenciados sinais clinicos de toxicidade materna, apresentados no grupo experimental, nos
animais do grupo controle, eliminando qualquer relacdo da presenca destes sinais com o
estresse produzido.

Por outro lado, estudos desenvolvidos com derivados vegetais de diversas plantas
medicinais, entre elas Carapa guianensis, Buchenavia sp., Ginkgo biloba, Hypericum
perforatum, Passiflora incarnata, Piper methysticum e Sonchus oleraceus nao demonstraram
interferéncia da administracdo destes sobre a gestacdo e/ou lactagdo, desenvolvimento
ponderal, indicadores de toxicidade materna sistémica e sobre o desenvolvimento pds-natal da

prole (CASTRO et al., 2005; COSTA-SILVA et al., 2006; PINTO et al., 2007; FARIA et al.,
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2008; FERREIRA et al., 2013; BOLL et al., 2014; ROMAN et al., 2014; SILVA, 2015).
Quanto a esses estudos, deve-se levar em consideracdo que o periodo de administracdo nao
ocorreu durante toda a gestacdo, nem compreendeu o periodo de lacta¢do, como realizado no
presente estudo.

A avaliagdo da possivel influéncia da substancia em estudo sobre o organismo materno
¢ fundamental, pois a toxicidade materna pode se manifestar como uma alteracao transitoria
ou permanente na fisiologia materna, podendo refletir-se na saude da prole, através do
aparecimento de efeitos adversos durante o desenvolvimento embrionério, com malformacdes
e outras alteracdes que podem perdurar até a vida adulta (BORGES et al., 2005). Tal fato
permite compreender a relagdo de certas substancias com o desenvolvimento fisico, formacao
dos sistemas nervoso e enddcrino, além de desordens funcionais e de comportamento na prole
(ROGERS; KALVLOCK, 2012).

Embora os resultados da prenhez indiquem toxicidade do EAPN no organismo
materno, sugerindo comprometer o desenvolvimento fisico geral da prole, quando comparado
ao grupo controle, ndo foram evidenciados efeitos adversos sobre os parametros de maturagcdo
somdtica e desenvolvimento fisico dos filhotes. Tais resultados contradizem os resultados
encontrados por Camargo (2010) e Mesquita (2010), que inferem a possivel relacdo dos
agentes responsaveis pela toxicidade materna com modificagdes de processos fisiologicos da
placenta, interferindo com o fornecimento de nutrientes necessarios para o feto,
comprometendo seu desenvolvimento.

Semelhante aos nossos resultados, os extratos de Krameria tomentosa, Zingiber
officinale, plantas medicinais de uso popular, e um fitoterdpico (Sanativo®) constituido da
associacao de extratos de Piptadenia columbrina, Schinus terebinthifolius, Physalis angulata
e Cereus peruvianus promoveram sinais de toxicidade nas progenitoras, porém, ndo foram
observados efeitos deletérios aparentes sobre o desenvolvimento geral dos descendentes,
sugerindo que as substincias presentes nos extratos ndo interferiram negativamente no
desenvolvimento da prole (LYRA, 2007; DISSABANDARA; CHANDRASEKARA, 2008;
SANTOS, 2016). E importante ressaltar que os autores dos estudos citados, realizaram a
administracao desses extratos em periodos diferentes ao do presente estudo.

Observou-se em nosso estudo que, durante os 21 dias de lactagcdo, todos os animais do
grupo experimental e controle se mantiveram vivos e, assim permanecendo durante toda
pesquisa, exibindo um indice de lactacio de 100% cada (dados ndo mostrados). Indice este,

que indica o percentual de sobrevida da prole no 21° dia de nascimento em relagdo ao nimero
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de animais nascidos, refletindo a capacidade da prole sobreviver até o desmame sem que haja
alteragdes estruturais e funcionais em seu organismo que sejam incompativeis com a vida
(BEDRAN, 1988). Adicionalmente, os animais provenientes da progénie tratada com o EAPN
mostraram ganho de peso corpdéreo evidente; este aumento ponderal se deu a partir do 7° dia
p6s-natal, continuando durante todo o periodo de lactagdao (Figura 11). Em conjunto, esses
dados indicam que a prole teve aleitamento e cuidados maternos adequados, evidenciando
ainda, que durante a lactacdo ndo houve a manifestacio de alteracdes morfofuncionais
incompativeis com a vida, demonstrado pelo indice de lactacdo (BEDRAN, 1998), nem
retardo no desenvolvimento dos filhotes. Nossos resultados corroboram com estudo realizado
por Lima (2014), que ao avaliar os efeitos do tratamento com C. duckei, durante a fase fetal e
no periodo de lactagdo, observou maior ganho de peso da prole, mesmo apds as progenitoras
terem apresentado sinais de toxicidade materna sistémica durante o experimento. Por outro
lado, em contraste ao nosso estudo, Arruda et al. (2013) demonstraram através de sua
pesquisa, que a prole de ratas tratadas na prenhez com o extrato aquoso de Chamomilla
recutita, planta medicinal que também possui contraindicagdo na gestacdo, apresentaram
menor ganho de peso apds o nascimento, durante os dias analisados, sendo este,
possivelmente, um dos fatores cruciais relacionado ao retardo do desenvolvimento
(GERENUTTI et al., 1992).

Quanto a maturacdo somatica, os resultados deste estudo apontaram diferenca
estatistica entre o grupo tratado com EAPN quando comparado ao GC, para a antecipacio da
abertura do conduto auditivo, abertura dos olhos e aparecimento de pelos epidérmicos. Estes
resultados, além de inéditos, sugerem que o tratamento com o extrato influenciou de forma
positiva o desenvolvimento somético da prole. Uma vez que a abertura do conduto auditivo
ocorre geralmente por volta do 12° e 15° dia de vida pos-natal, a abertura dos olhos entre o 12°
e 16° dia de vida e o aparecimento de pelos epidérmicos, entre 5° e 8° dia de vida pds-natal
(SCHWARZ, 2002; FARIA et al., 2005). Contudo, nesse experimento, a maturacdo desses
mesmos parametros foi observada, respectivamente, entre o 11° e 13° dia de vida, 13° e 14°
dia de vida e entre o 2° e 3° dia de vida para todos os animais GEA-PN. Parametros estes, que
foram associados a produgdo de fator de crescimento epidérmico, que pode acelerar ou atrasar
o curso do tempo desses parametros em ratos (HOATH, 1986; SMART et al., 1989).

Nesse sentido, Lima (2014) verificou que os filhotes de maes submetidas ao
tratamento com C. duckei, no periodo de lactagdo, apresentaram aceleracdo do tempo de

descolamento dos pavilhdes auriculares, abertura dos olhos e abertura do canal vaginal das
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descendentes fémeas. Desta forma, podemos inferir que fitoconstituintes ou produtos de sua
biotrasnformacao no organismo foram capazes de atravessar a barreira placentdria, atuar sobre
as células em desenvolvimento e, consequentemente interferir de forma positiva no
desenvolvimento fisico da prole sem ocasionar danos (QESTENSEN et al., 2006).

Por outro lado, estudo realizado com o alcaloide pirrolizidinico N-6xido de
integerimina, isolado da planta Senecio brasiliensis, além de induzir toxicidade materna,
demonstrou alteracdo no curso do tempo de desenvolvimento de varios parametros de
maturagdo somadtico (abertura do pavilhdo auricular, aparecimento de pelos epidérmicos,
abertura do olho e erupcdo dos incisivos), quando administrado durante os periodos de
organogénese e fetal (SANDINI et al., 2014).

Ainda em relacdo ao desenvolvimento fisico, houve atraso apenas na erup¢do dos
dentes incisivos inferiores. Resultado semelhante ao obtido por Campos (2012), que ao
avaliar o desenvolvimento fisico da prole de ratas tratadas com o extrato de Valeriana
(Valeriana officinalis) durante a gestacdo, planta que também tem seu uso ndo recomendado
na gravidez, observou atraso no desenvolvimento somético dos descendentes, inclusive na
erupcao do incisivo inferior, porém, apesar do atraso nos sinais de desenvolvimento fisico,
nenhum dos animais na vida adulta apresentou alteragdes morfoldgicas relacionadas aos
indicadores fisicos, o que, segundo o autor, permitiu inferir que a exposicdo materna ao
extrato ndo ocasionou lesdes permanentes no desenvolvimento destes animais.

O resultado referente a evolugdo do comprimento da cauda da prole do grupo
experimental mostrou evolucdo regular ao longo do periodo analisado (1°, 7°, 14 e 21° dia
p6s-natal), em que os animais do grupo tratado com EAPN apresentaram maior comprimento
caudal, com diferenga estatisticamente significante no 1° e 21° dia pods-natal, quando
comparado ao GC. Em relacdo a evolu¢do do comprimento naso-anal, os animais do grupo
tratado com EAPN apresentaram maior comprimento apenas no 1° dia pds-natal, exibindo
evolugdo regular durante toda a lactacido, sem apresentar retardo no desenvolvimento deste
parametro. Esses resultados diferem com os encontrados por Dey et al. (2017) que ao
avaliarem o efeito do extrato aquoso de Cha preto (Camellia sinensis), também preparado por
infusdo, administrado nas doses de 50 e 100 mg/Kg de peso corpdéreo, observaram
interferéncia no desenvolvimento da prole, demonstrado pela diminui¢do significativa (P
<0,05) do peso corporal, comprimento da cauda e comprimento craniosacral, de forma dose-
dependente, a partir do 10° dia de vida e, assim permanecendo durante todo o periodo de

lactacdo, em todos os grupos tratados. Semelhantemente, a administracdo do extrato de
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Camellia sinensis ocorreu ao longo dos periodos pré-natal (21 dias) e pds-natal (21 dias)
(DEY et al., 2018).

Diante de tais resultados, esta pesquisa evidencia pela primeira vez que a
administracao do extrato de P. niruri na dose de 150 mg/Kg durante o periodo de gestacdo e
lactacdo promoveu a aceleracdo de parametros de crescimento fisico e desenvolvimento
somatico. Em contrapartida, a administracdo do extrato as progenitoras provocou toxicidade
materna sistémica, que foi demonstrado através da ocorréncia de obito, alteracdes fisicas e
comportamentais (sinais clinicos), como: sangramentos nasal e vaginal, frémito vocal, tremor
e agressividade. Sendo necessdrio a realizacdo de estudos fitoquimicos com o extrato, a fim
de identificar e isolar os fitoconstituintes responsdveis pelos efeitos demonstrados. Para se
avaliar de forma confirmatéria e compreender o impacto toxicolégico causado pela
administracdo do extrato, € importante a realizacdo de andlises bioquimicas e estudos
histolégicos com as progenitoras, permitindo identificar possiveis 6rgaos afetados. E apesar
da aceleracdo dos pardmetros de crescimento fisico e desenvolvimento somatico, uma anélise
histolégica faz-se necessdrio para uma correta e completa avaliacdo dos efeitos de P. niruri
sobre a prole. Por fim, avaliar o impacto sobre a maturacdo do Sistema Nervoso Central na
fase inicial da vida, bem como possiveis alteragdes neurocomportamentais nas progenitoras e
na vida adulta da prole, merecem ainda serem avaliadas para uma melhor compreensao dos
efeitos da administracdo do extrato de P. niruri. Tal fato permite ainda estabelecer relagdo
com possiveis efeitos terapéuticos sobre a ansiedade, efeito este mencionado pela medicina

popular, porém de comprovacao inexistente.
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7. CONCLUSOES

Este estudo foi o primeiro a investigar os efeitos da administracdo do extrato de P.
niruri durante o periodo de gestacdo e lactacdo, na dose de 150 mg/Kg, sobre a saide materna
e da prole. Os resultados evidenciaram toxicidade sist€mica do extrato no organismo das
progenitoras, por outro lado, a administragdo de P. niruri durante esses periodos nao foi capaz
de comprometer o desenvolvimento fisico € somatico na prole, e sim 0 oposto, promoveu
maior crescimento fisico e aceleracdo de parametros de maturacdo somatica. Embora esses
resultados sejam promissores, estudos adicionais devem ser realizados, a fim de se conhecer
seu impacto sobre o Sistema Nervoso Central, bem como seus efeitos sobre diversos 6rgaos,

tanto na prole, quanto nas progenitoras.
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