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APRESENTACAO

A colecéo “Prevencdo e Promocdo de Saude” é uma obra composta de
onze volumes que apresenta de forma multidisciplinar artigos e trabalhos
desenvolvidos em todo o territério nacional estruturados de forma a oferecer ao leitor
conhecimentos nos diversos campos da prevencédo como educacgao, epidemiologia
e novas tecnologias, assim como no aspecto da promog¢édo a saude girando em
torno da saude fisica e mental, das pesquisas basicas e das areas fundamentais
da promocgao tais como a medicina, enfermagem dentre outras.

A pesquisa basica é responsavel por gerar conhecimento Util para a ciéncia e
tecnologia, sem necessariamente haver uma aplicagdo pratica ou uma obtencéo de
lucro. Essa pesquisa pura aplica o conhecimento pelo conhecimento, aumentando
assim o0 nosso conhecimento sobre assuntos especificos da saude. Quando o
enfoque é a prevencdo e a promog¢ao, a pesquisa basica torna-se entéao elemento
fundamental para o entendimento da saude e para a formulacédo de propostas
paliativas no futuro.

Ao observar todos os volumes desta colecao o leitor ird constantemente se
deparar com a pesquisa basica, todavia neste volume de niumero 4 apresentamos
como linha de raciocinio a geracao de conhecimentos novos e Uteis para o avanco
da ciéncia envolvendo verdades e interesses universais sobre saude.

Deste modo, a colecao “Prevencao e Promoc¢ao de Saude” apresentaumateoria
bem fundamentada seja nas revisoes, estudos de caso ou nos resultados praticos
obtidos pelos pesquisadores, técnicos, docentes e discentes que desenvolveram
seus trabalhos aqui apresentados. Ressaltamos mais uma vez o quéao importante
€ a divulgacao cientifica para o avanco da educacéo, e a Atena Editora torna esse
processo acessivel oferecendo uma plataforma consolidada e confiavel para que

diversos pesquisadores exponham e divulguem seus resultados.

Benedito Rodrigues da Silva Neto
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CAPITULO 15

EFEITOS DOS EXTRATOS DE Peumus boldus E
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RESUMO:
preocupacao

Introducédo:  Atualmente, a

com efeitos gerados pela

medicagcdo alopatica tem levado mulheres
gravidas a recorrerem ao uso de plantas
medicinais como uma alternativa no tratamento
dealgunssintomas gravidicos. Esse aumento no
uso de remédios fitoterapicos traz preocupagao
em relacdo a efeitos tanto abortivos quanto
teratogénicos pouco difundidos. Estudos
epidemiologicos atuais mostram que boldo
e erva-doce sao as plantas mais consumidas
por gestantes e que na maioria das vezes
a recomendacdo vem de familiares ou

amigos; raramente profissonais da saude
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CAMUNDONGOS

sdo responsaveis pela indicacdo. O extrato
aquoso de folhas de boldo (Peumus boldus)
é recomendado no tratamento de gastrite e
Ulcera gastrica, além de ser hepatoprotetor,
colagogo, colerético e ter potencial analgésico
e anti-inflamatério. A erva-doce (Foeniculum
vulgare) é indicada devido suas propriedades
carminativas,

expectorantes, espasmoliticas

e diuréticas. Objetivo: Analisar alteragcbes
morfologicas e morfométricas de fetos e suas
respectivas placentas expostas ao uso de boldo
(Peumus boldus) e erva-doce (Foeniculum
vulgare). Metodologia: Neste estudo estao
sendo utilizados camundongos Mus musculus
domesticus cujas fémeas foram colocadas
junto aos machos para acasalamento e a cada
manha foi observada a presenca do tampao
vaginal. O dia em que o tampao foi identificado
considerou-se o 1° dia de prenhez. A partir
disso, foram administradas solugbes de extrato
de boldo e erva-doce via oral para as fémeas
por gavagem intragastrica, seguido de coleta
de fetos e placenta no 18° dia de gestacéo para
analise morfologica e morfométrica. Resultados
e conclusdo: No presente estudo, constatou-
se efeito tdxico e letal da dose do extrato de
boldo utilizada. Ja a administragcdo do extrato
de erva-doce gerou gestacdo atipica com

numero reduzido de fetos, alteracao histologica
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da placenta e do tamanho dos fetos.
PALAVRAS-CHAVE: Teratogénese, fitoterapia, gestacdo, Peumus boldus, cha,
Foeniculum vulgare, plantas medicinais

11 INTRODUCAO

Atualmente, a preocupacao com efeitos gerados pela medicacao alopatica, seu
custo elevado, a menor possibilidade de desenvolvimento de efeitos colaterais e a
assisténcia pouco eficiente nos servigcos publicos de saude (FARIA; AYRES; ALVIM,
2004)tem levado mulheres gravidas a recorrerem ao uso de plantas medicinais como
uma alternativa no tratamento de alguns sintomas gravidicos. Esse aumento no
uso de remédios fitoterapicos traz preocupacéo em relacéo a efeitos tanto abortivos
quanto teratogénicos pouco difundidos. De acordo com Vanaclocha e Folcara
(2003), fitoterapia é a ciéncia que estuda a aplicacao de produtos de origem vegetal
com o objetivo de previnir, atenuar ou curar uma patologia. Dessa forma, engloba
plantas medicinais, extratos e medicamentos fitoterapicos.

Estudos epidemiolégicos atuais (ARAUJO et al, 2016) mostram que boldo e
erva-doce séo as plantas mais consumidas por gestantes e que na maioria das
vezes a recomendacdo vem de familiares ou amigos; raramente profissonais da
saude sao responsaveis pela indicacao.

O extrato aquoso de folhas de boldo (Peumus boldus) é recomendado no
tratamento de gastrite e Ulcera gastrica, além de ser hepatoprotetor, colagogo,
colerético e ter potencial analgesico e anti-inflamatério (MENGUE; MENTZ;
SCHENKEL, 2001). A erva-doce (Foeniculum vulgare) € indicada devido suas
propriedades carminativas, expectorantes, espasmoliticas e diuréticas (ARAUJO et
al, 2016).

A placenta é um 6rgao altamente especializado da gravidez que suporta o
crescimento normal e o desenvolvimento do feto. Ela estabelece a relacéo entre
a circulacdo materna e fetal, regulando sua troca metabdlica: fornece oxigénio
e nutrientes ao feto, enquanto remove didéxido de carbono e outros residuos de
produtos do feto. (ZHAQO, 2018). Principios ativos presentes na circulacdo materna
podem chegar ao feto através da placenta. O transporte de substancias ocorre
por meio de quatro mecanismos principais: difusdo simples, difusdo facilitada,
transporte ativo e pinocitose. A maioria das substancias e farmacos presentes no
sangue materno atravessam a membrana placentaria. Apenas algumas moléculas
com tamanho, configuragcdo e cargas especificos ndo conseguem transpassa-la.
Eventualmente, horménios, metabdlitos e toxinas atravessam a membrana, porém
por ndo alcangcam concentracées detectaveis, e assim, ndo afetam o embrido
(MOORE; PERSAUD; TORCHIA, 2016).
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Durante o desenvolvimento fetal, o metabolismo de excrecao é lento, visto que
o sistema genito-urinario do embrido ainda estd em formacéao. Essa situacao pode
gerar um acumulo de metabdlitos nocivos no liquido aminiético o que justifica o
risco de teratogénese e embriotoxicidade.

A capacidade das substancias téxicas causarem anormalidades no feto
durante os periodos da concepcao até o nascimento é chamada teratogénese
e ela se expressa com mais ou menos riscos conforme os periodos criticos do
desenvolvimento. Agentes teratogénicos podem afetar o desenvolvimento fetal
através diferentes maneiras: alteracdo do crescimento tecidual, morte celular,
processos de diferenciacdo e desorganizacdo de processos morfogénicos
especificos. Os componentes teratbgenos podem causar morte do embrido/feto,
malformacdes, retardo do crescimento intrauterino e deficiéncias funcionais. A agao
de um agente teratogénico sobre o embrido depende de inumeros fatores: estagio
de desenvolvimento do feto, relacdo entre dose e efeito, gendtipo materno-fetal
e mecanismo patogénico especifico de cada agente (SCHULER-FACCINI et al,
2002). Considera-se malformagdes como defeitos congénitos geralmente de carater
estrutural presente ao nascimento, mas atualmente pode incluir também desordens
funcionais e retardo mental.

Este estudoteve como objetivo analisar alteracdes morfologicas e morfométricas
de fetos e suas respectivas placentas expostas ao uso de boldo (Peumus boldus) e
erva-doce (Foeniculum vulgare). Para isso, camundongos Mus musculus domesticus
foram expostos a extratos de boldo e erva-doce em dois periodos diferentes de
gestacao (9° e 10° dias nos grupos 4 e 6, e 16° e 17° dias nos grupos 5 e 7).

A gestacédo normal de camundongos obedece um periodo de 21 dias, sendo
constituida por trés fases: pré-implantacional, periodo da organogénese e periodo
de desenvolvimento fetal. As Ultimas duas fases sdo as mais susceptiveis a acdo de
agentes teratogénicos (SANTOS, 2002).

2| JUSTIFICATIVA

Na busca por uma vida mais natural, gestantes fazem uso indiscriminado de
plantas medicinais para combater os efeitos da gravidez. Nessa fase da vida da
mulher, € imprescindivel que sejam tomados certos cuidados devido a vulnerabilidade
do embrido em desenvolvimento. Dessa forma, a automedicacéao torna-se prejudicial
em decorréncia do potencial teratogénico e abortivo de ervas medicinais aceitas
pelo senso comum (RODRIGUES et al, 2011).
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31 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Analisar alterac6es morfologicas e morfométricas de fetos e suas respectivas
placentas expostas ao uso de boldo (Peumus boldus) e erva-doce (Foeniculum

vulgare).
3.2 Objetivos Especificos

Determinar em fémeas que receberam Peumus boldus e Foeniculum vulgare:

« Os possiveis efeitos do extrato sobre parametros gestacionais visando o es-
tagio reprodutivo sensivel a acao da droga.

Determinar no embrido/feto de maes que receberam Peumus boldus e
Foeniculum vulgare ao longo da gestagao:

« As possiveis alteracdes morfolégicas que o tratamento provoca na interface
materno-fetal (placenta e decidua) ao longo da gestacéo.

« Os possiveis efeitos teratogénicos (malformacdes congénitas embrio-fetais)
como uma forma de avaliar células/tecido-alvo da agéo dos fitoterapicos.

4| METODOLOGIA

4.1 Animais

Neste estudo foram utilizados camundongos Mus musculus domesticus
provenientes do Centro de Bioterismo da Faculdade de Ciéncias Médicas e da
Saude, Sorocaba (PUC-SP). Os animais de ambos os sexos, de cerca de 2 meses
de idade (20-25 gramas), foram acondicionados em gaiolas mantidas em ambiente
de temperatura controlada (25 + 2 °C) e expostos a luz por um periodo diario de 12
horas (7:00 - 19:00h). Os animais tiveram acesso ad libitum aragao comercial. Todo
o procedimento de manipulacdo animal obedeceu as normas preconizadas
pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal — CONCEA e foi
previamente autorizado por uma Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA)
da PUC-SP, com o protocolo numero 2017/77. No total foram utilizados 12 fémeas
adultas e 4 machos, que foram revezados entre os grupos durante as tentativas de
acasalamento.

4.2 Acasalamentos

As fémeas foram colocadas junto aos machos (em sistema de harem, 3 fémeas
para cada macho) da mesma linhagem e a cada manhéa foi observada a presenca
do tampéo vaginal. O dia em que o tampéo foi identificado considerou-se o 1° dia
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de prenhez.

4.3 Administracoes das solucoes

As solugdes de Peumus boldus e Foeniculum vulgare foram preparadas
com folhas liofilizadas e ressuspendidas em agua e administradas através de via
oral por gavagem intragastrica, tanto no periodo embrionario caracterizado pela
organogénese (dias 9 e 10 da gestacédo), quanto no periodo fetal caracterizado pelo
crescimento (dias 16 e 17 da gestagcao), como esta ilustrado na figura a seguir

(Figura 1).
F e"":za‘?“ Dias da prenhez
- Nascimento
012345678 91011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
Fase pré-implantacional Periodo organogenético Periodo de desenvolvimento fetal
Clivagem Sistema nervoso Maturacdo dos sistemas organicos
Formacao do blastocisto Sisterna cardio-vascular Matura(;?ao
Implantacao — Esqueleto axial pés—natal
Sistema uro-genital
Perdas embriondrias Perdas fetais

R REREEE=—=—=— I T T T T T T T TS T VT T T W T T S-S
Anormalidades maiores Anor i efi

Figura 1: Estagios do desenvolvimento embrionario e fetal em camundongos e suas relagdes
com as perdas gestacionais (MENDES, 2011).

As fémeas prenhes foram divididas em 7 grupos de estudo (n=3/grupo
experimental e n=6/grupocontrole) descritos a seguir:

Grupo 1: controle, ndo foi administrado nenhum solug¢édo via gavagem

Grupo 2: administracdo de agua destilada, através de gavagem intragastrica,
nos dias 9 e 10 da gestacao (1 dose diaria, no mesmo volume da administracao
de extrato), aproximadamente 0,5mL de volume final;

Grupo 3: administracdo de agua destilada, através de gavagem intragastrica,
nosdias 16 e 17 da gestacdo (1 dose diaria, no mesmo volume da administracao
de extrato), aproximadamente 0,5mL de volume final;

Grupo 4: administracdo de suspensao oral 800 mg/Kg (ALMEIDA; MELO;
XAVIER, 2000) de peso corporal de extrato de Peumus boldus, através de gavagem
intragastrica, nos dias 9 e 10 da gestacéao (1 dose diaria), aproximadamente 0,5mL
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de volume final;

Grupo 5: administracao de suspensédo oral 800 mg/Kg (ALMEIDA; MELO;
XAVIER, 2000) de peso corporal de extrato de Peumus boldus, através de gavagem
intragastrica, nos dias 16 e 17 da gestacao (1 dose diaria), aproximadamente 0,5mL
de volume final.

Grupo 6: administracdo de suspensdo oral 1000 mg/Kg (BARILLI et al,
2012) de peso corporal de extrato de Foeniculum vulgare, através de gavagem
intragastrica, nos dias 9 e 10 da gestacao (1 dose diaria), aproximadamente 0,5mL
de volume final;

Grupo 7: administracdo de suspenséao oral 1000 mg/Kg (BARILLI et al, 2012) de
peso corporal de extrato de Foeniculum vulgare, através de gavagem intragastrica,
nos dias 16 e 17 da gestacao (1 dose diaria), aproximadamente 0,5mL de volume
final;

4.4 indices reprodutivos

Foram calculados: a taxa de fertilidade (nUmero de fémeas paridas/ total de
fémeas acasaladas) x 100; indice de viabilidade fetal (namero de fetos viaveis/

fémea).
4.5 Coleta dos fetos

As fémeas prenhes foram sacrificadas através de uma dose letal inalatéria de
halotano no 18° dia de gestacéao. O utero foi dissecado e transferido para uma placa
de vidro contendo soro fisiolégico. O conteudo uterino foi avaliado, contabilizando-

se 0 numero de fetos viaveis.

4.6 Analise morfométrica (parametros biométricos) da prole

O peso corporal foi avaliado em balan¢a analitica da marca GEHAKA, modelo
A6200, enquanto que o comprimento naso-anal (em cm) foi medido com auxilio de
um paquimetro.

4.7 Coleta, analise morfométrica e morfoldgica das placentas

Apés a disseccao do utero e coleta dos fetos as placentas foram medidas
com auxilio de um paquimetro e as mesmas foram pesadas em uma balanca analitica
da marca GEHAKA, modelo A6200. Para o processamento histolégico as placentas
serao fixadas em formol 10%.

Para a analise morfologica foram avaliadas 2 placentas (A e B) de cada grupo.
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Apos a analise morfométrica, as placentas foram processadas convencionalmente,
ou seja, apods afixacdo, as amostras foram lavadas em agua destilada, desidratadas
em série crescente de etanol, diafanizadas e embebidas em parafina (Histosec-
Merck).

Os preparados foram seccionados com navalhas descartaveis em micrétomo
Leica RM 2245 a uma espessura de 5um. Prosseguindo-se com a coloracao por
Hematoxilina de Harris e Eosina (HE) e Tricrémico de Masson. Os cortes histologicos
foram analisados e documentados em microscépio O6ptico Nikon Eclipse E800,
permitindo a obtencédo de imagens (aumento final fixado em 10x) com auxilio do
software IMAGE pro-LIGHT.), totalizando 10 imagens/placenta, sendo 2 placentas
de cada grupo experimental. Esta analise avaliou a integridade morfoldgica das
camadas placentarias (decidua, espongiotrofoblasto e labirinto e as possiveis
alteracbes foram registradas como presenga ou auséncia das mesmas.

4.8 Analise estatistica

Os parametros biométricos foram apresentados como média = desvio
padrao e avaliados estatisticamente pela analise de varidancia ANOVA one-way
nao-paramétrico, assim como os indices reprodutivos. O nivel de significancia
considerado foi 5% (p<0,05).

51 RESULTADOS OBTIDOS

5.1 Acasalamentos

Total de animais usados: 16 camundongos, sendo:

Grupo 1: Tentativas de acasalamento: 5 tentativas (27/10/2017, 06/11/2017,
27/11/2017, 20/02/2018 e 20/03/2018); obtivemos éxito em 2 acasalamentos, porém
um julgou-se nao gestacao e a fémea pariu no 19° dia de gestacao e o outro, a fémea
foi sacrificada no 18° de gestacado, conforme os procedimentos descritos abaixo:

As fémeas em O&bito foram posicionadas em decubito dorsal (Figura 2)
e submetidas a laparotomia para exposicdao do utero. Em seguida os sacos
gestacionais foram abertos expondo os fetos e as respectivas placentas (Figura 3).
Neste momento ja foi possivel observar os fetos viaveis e os fetos reabsorvidos (nédo
documentado). ApGs a coleta de todos os fetos foi possivel realizar a morfometria
das placentas e dos fetos com auxilio de balanca analitica (peso) e paquimetro
(comprimento craniocaudal) (Figuras 4 e 5).
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Figura 2: Laparotomia. Figura 3: Exposicéo uterina.

Figura 4: Feto e sua respectiva placenta.

“

Figura 5: Morfometria fetal com auxilio do paquimetro.

Grupo 2: Tentativas de acasalamento: 5 tentativas (27/10/2017, 06/11/2017,
27/11/2017, 20/02/2018, 20/03/2018), obtivemos éxito em 1 acasalamento, porém
julgou-se néo gestacao, nao foi feita administracédo e a fémea pariu no 19° dia
de gestacgao.

Administracdo de agua destilada, através de gavagem intragastrica, nos
dias 9 e 10 da gestacao (1 dose diaria, no mesmo volume da administracdo de
extrato), aproximadamente 0,5mL de volume final: 4 tentativas, sendo a primeira
administrada apenas para a fémea que apresentou alteracéo relevante de peso nos
dias 14 e 15 de novembro, nas outras 3 tentativas (nos dias 6 e 7 de dezembro de
2017, 28 de fevereiro de 2018 e 1° de margo de 2018 e 28 e 29 de marc¢o de 2018),
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administramos agua destilada para todas as fémeas do grupo, independentemente
de sabermos se de fato ocorreu fecundagéo.

Laparotomia realizada no provavel 18° dia de gestacdo de uma das fémeas,
porém né&o havia sinal de gestacao. (Figuras 6 e 7).

Figura 6: cavidade abdominal Figura 7: imagem ampliada com Gtero

em evidéncia, sem sinais de gestacao.

Grupo 3: Tentativa de acasalamento: 14/05/2018, tendo sido administrada
agua destilada no 16° e 17° dias de gestacao. No 18°dia, foram sacrificadas 2 fémeas
com alteracéo de peso, entretanto, apenas uma delas se encontrava prenhe.

As fémeas em Obito foram posicionadas em decubito dorsal e submetidas
a laparotomia para exposicao do utero. Em seguida os sacos gestacionais foram
abertos expondo os fetos e as respectivas placentas. Neste momento ja foi possivel
observar os fetos viaveis e os fetos reabsorvidos (ndo documentado). Apés a coleta
de todos os fetos foi possivel realizar a morfometria das placentas e dos fetos com
auxilio de balanga analitica (peso) e paquimetro (comprimento craniocaudal).

Grupo 4: todas as fémeas vieram a 6bito (6bito 1 em 07/11/2017, bbito 2 em
15/11/2017, 6bito 3 em 07/12/2017).

Tentativas de acasalamento: 4 tentativas (27/10/2017, 06/11/2017, 27/11/2017,
20/02/2018). Administracéo de suspensao oral 800 mg/Kg de peso corporal de
extrato de Peumus boldus, através de gavagem intragastrica, nos dias 9 e 10 da
gestacado (1 dose diaria), aproximadamente 0,5mL de volume final: 2 tentativas,
sendo a primeira administrada apenas para a fémea que apresentou alteracéao
relevante de peso no dia 14 de novembro, porém no 2° dia de administragao

Prevencéo e Promocéo de Saude 4 Capitulo 15




a fémea foi encontrada morta. Na segunda tentativa, a unica fémea restante do
grupo 4, recebeu a primeira dose em 06/12/2017 e faleceu durante a administracéao
da segunda dose em 07/12/2017.

Resultados das necropsias: realizadas por Fabio Nakabashi (veterinario
responsavel pelo biotério)

Obito 1 (07/11/2017): bexiga aumentada de volume (Figura 8 A), hepatomegalia
(Figura 8 A), necrose na regido caudal do rim direito (Figura 8 B), utero normal sem
sinal de prenhez, bagco com lesdo necrética na extremidade caudal (Figura 9 A),
bexiga com presenca de 2 célculos e reacao inflamatoria intensa ao redor (Figuras
9 B e 10), causando obstrugcédo do canal da uretra. Provavel causa mortis: Faléncia
renal aguda. Laudo da cultura indicando presenga de Pseudomona aeruginosa nos
pulmdes e na bexiga.

Figura 8 A. Cavidade abdominal, presenca de hepatomegalia e bexiga aumentada.

Figura 8 B. Rins. Presenca de necrose caudal no rim direito.

‘. B

Figura 9 A: Bago com lesdo necrética em regido caudal.

Figura 9 B. Bexiga com presenca de dois calculos.
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Figura 10: Célculos encontrados na bexiga.

Obito 2 (15/11/2017): abdome ictérico (Figura 11 A), figado com pustulas
espalhadas pelo parénquima (Figura 11 B), nao foi localizada a vesicula, utero
ciandtico sem conteudo interno (Figura 12 A), pulmdo hemorragico nos lobos
esquerdos e lesdes pustulares nos lobos direitos, baco com lesdes necréticas (Figura
12 B), intestino ictérico (Figura 13). Laudo da cultura: presenca de Pseudomona
aeruginosa no figado.

Figura 11 A: Cavidade abdominal ictérica.

Figura 11 B: Figado com pustulas espalhadas pelo parénquima

B
Figura 12 A: Utero cianético sem contetdo interno.
Figura 12 B: Bago com presencga de necrose.
Prevencéo e Promocéo de Saude 4 Capitulo 15 m




Figura 13: Intestino ictérico.

Obito 3 (07/12/2017): aspecto externo com mucosas cianéticas e secrecdo

purulenta no olho esquerdo (Figura 14 A), secrecdo purulenta em linfonodos
axilares (Figura 14 B), figado com consisténcia fridvel e colecdes purulentas por
todo parénquima, vesicula ndo foi localizada, pulmdo com secrecao purulenta em

lobo esquerdo. Laudo da cultura: presenca de Pseudomonas aeruginosa no figado,

/ F
B
1
Figura 14 A. Aspecto externo do cadaver, mucosas cianéticas e secre¢éo purulenta no olho
esquerdo.

pulmé&o e linfonodos axilares.

Figura 14 B. Cavidade abdominal. Secrecéo purulenta em linfonodos axilares, principalmente
esquerdo.

Grupo 5: Tentativas de acasalamento: 5 tentativas (27/10/2017, 06/11/2017,
27/11/2017, 20/02/2018, 09/04/2018). Administracdo de suspensao oral 800 mg/Kg
e 400mg/Kg de peso corporal de extrato de Peumus boldus, através de gavagem
intragastrica, nos dias 16 e 17 da gestacéo (1 dose diaria), aproximadamente 0,5mL
de volume final. Nas primeiras 4 tentativas, ndo ocorreu administracdo pois néao
houveram indicios de gravidez. Ja na ultima tentativa, todas as fémeas obtiveram
éxito na gestacéo. Devido aos 6bitos ocorridos no grupo 4, decidimos, juntamente

com a orientacdo da Profa. Dra. Suzana, administrar duas doses diferentes
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para descartar possivel superdosagem. Assim, uma gravida recebeu extrato na
concentracao de 800 mg/Kg, enquanto as outras duas receberam extratos a 400mg/
Kg. No segundo dia de administragdo, observamos alteragdo comportamental em
todas as fémeas, principalmente naquela que recebeu a maior dose, apresentando
olhos semi cerrados, com secrecao (Figura 15) espasmos e movimentos lentos e
secrecao vaginal purulenta (Figura 16 A). Uma delas apresentou massa em regiéao
cervical esquerda (Figura 16 B).

Figura 15: Aspecto dos olhos semicerrados com secrecéo.

Figura 16 A. Secrecéo vaginal serosa e purulenta. Figura 16 B. Massa em regido cervical
esquerda.

Grupo 6: Tentativas de acasalamento: 3 tentativas (20/03/2018, 14/05/18
e 05/06/18). Administracdo de suspensao oral 1000 mg/Kg de peso corporal de
extrato de Foeniculum vulgare, através de gavagem intragastrica, nos dias 9 e
10 da gestacédo (1 dose diaria), aproximadamente 0,5mL de volume final. Nao
observamos alteragao relevante de peso, por isso, ndo sacrificamos nenhum animal
deste grupo. Porém, naquele que seria o 23° dia de gestacdo, uma das fémeas pariu
2 fetos, podendo ser considerada uma gestacao atipica e que nao foi identificada por
noés.
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Grupo 7: Tentativas de acasalamento: 3 tentativas (09/04/2018, 14/05/2018
e 11/06/2018). Administracado de suspensao oral 1000 mg/Kg de peso corporal de
extrato de Foeniculum vulgare, através de gavagem intragastrica, nos dias 16 e
17 da gestacéao (1 dose diaria), aproximadamente 0,5mL de volume final. Na ultima
tentativa, obtivemos uma gravida, que foi sacrificada dia 29/06/2018.

5.2 Indices reprodutivos

Foram calculados para o relatério final a taxa de fertilidade (nUmero de fémeas
paridas/total de fémeas acasaladas) x 100 que resultou em 25 (3 fémeas paridas/
total de 12 fémeas) x 100; indice de viabilidade fetal (numero de fetos viaveis/
fémea) variou entre 9 e 12.

Fémea grupo 1 Fémea grupo 3 Fémea Grupo 7
N° fetos viaveis 12 11 9

5.3 Anadlise morfoldgica das placentas

As placentas de todos os grupos experimentais coletadas no 18° dia de
gestacao foram analisadas sob microscopia de luz convencional. Nesta anélise todas
apresentaram as camadas préprias a placentas maduras, ou seja: decidua, zona
juncional e labirintica (Figura 17 A). Em todos os grupos a zona juncional continha
células trofoblasticas gigantes ligadas através de seus prolongamentos e células
do espongiotrofoblasto, com citoplasma basofilo ou com acumulo de glicogénio. Na
regiao labirintica, a barreira placentéaria separa o sangue materno do fetal por meio
de camadas de células trofoblasticas e endotélio fetal (barreira hemotricorial).

Grupo 1: Grupo controle

Figura 17 A. Presenca das trés camadas placentarias: Decidua (D), Zona Juncional (ZJ),
com presenca de células trofoblasticas gigantes, e Labirinto (L) com grande quantidade de
ramificagdes vasculares.

Figura 17 B. Corte com evidéncia de fragmento de camada muscular uterina associado a

Prevencéo e Promocéo de Saude 4 Capitulo 15




decidua.

Grupo 3: Administracao de agua destilada nos dias 16 e 17 de gestacgao.

Figura 18 A: Presencga das trés camadas placentarias: Decidua (D), Zona Juncional (ZJ),
com presenga de células trofoblasticas gigantes, e Labirinto (L) com grande quantidade de
ramificagOes vasculares.

Figura 18 B: Observacao em detalhes de células trofoblasticas gigantes.

Grupo 7: Administracédo de extrato de Foeniculum vulgare, através de gavagem
intragastrica, nos dias 16 e 17 da gestacao

Figura 19 A: Corte da extremidade placentaria evidenciando as trés camadas: Decidua (D),
Zona Juncional (ZJ), com presenga de células trofoblasticas gigantes, e Labirinto (L) com
grande quantidade de ramificaces vasculares.

Figura 19 B: Presenca de maior nimero de células trofoblésticas gigantes e espagcos em
branco.
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Figura 20 A: Corte da regiado de insergcao do corddo umbilical Figura 20 B: Presenca de edema
perivascular

Figura 21: Presenca de edema placentario.

5.4 Analise estatistica

Grupo 1: Grupo controle

Feto Tamanho F (cm) Tamanho P (cm) PesoF(g) PesoP (g)

1 1,6 0,6 0,5744 0,1316
2 1,5 0,6 0,5304 0,0929
3 1,6 0,6 0,5424 0,0914
4 1,7 0,9 0,5659 0,1483
5 1,6 0,8 0,6094 0,1229
6 1,7 0,8 0,5492 0,0927
7 1,7 0,9 0,5634 0,099
8 1,8 0,8 0,5601 0,1145
9 1,7 0,9 0,5813 0,1119
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10 1,7 1 0,5626 0,0885
11 1,7 0,8 0,583 0,1165
12 1,5 0,7 0,4675 0,1193

Tabela 1: Dados morfométricos do grupo controle.
Legenda: F = Feto

P = Placenta
Anova: fator unico

RESUMO
Grupo Contagem Soma Média Varidncia
Coluna 1 12 19,8 1,65 0,00818181
Coluna 2 12 9,4 0,78333333 0,01787878
Coluna 3 12 6,6896 0,55746666 0,00122412
Coluna 4 12 1,3295 0,11079166 0,00034235
ANOVA
For.n‘e E’a SQ gl MQ F valor-P  F critico
variagdo

15,05 5,01674  726,352459 1,77768 2,81646
Entre grupos 32472 3 9089 7 E-37 5817

0,303
Dentro dos 89786 44 0,00690
grupos 3 677

15,35
Total 41451 47

3

HO= N&o ha variancia superior a confianga do modelo entre grupos.
H1 = A variéncia do efeito intra-amostral é significativa. Nao ha significancia na inferéncia.

Temos com uma confianga de 1-p, p = 5%, que nao rejeita-se HO.Portanto, ha significancia no
modelo.

Realizou-se um teste anova para checar a variancia das amostras com um
nivel de significancia de 95%. Este teste visa garantir a auséncia de viés amostral,
assegurando sua boa qualidade, além de permitir concluir, sob ahipbtese de
distribuicao normal dos dados, que néo existe uma variancia intra-grupo suficiente
para anular a validade da explicagao.

Com base nestes conceitos, podemos definir o valor-p como a menor escolha
qgue teriamos feito para o nivel de significancia, de forma que rejeitariamos HO.

Neste caso, com 95% de confianca, temos que dado que o p-valor do teste
aplicado (1,77768) descrito anteriormente é p1(n) < alfa (95%), nao rejeitamos HO.

Portanto, podemos inferir que o grupo controle esta dentro dos valores de
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normalidade esperados.

Grupo 3: Administracao de agua destilada nos dias 16 e 17 de gestacao

Feto Tamanho F Tamanho P Peso F Peso P
1 1,5 0,9 0,7718 0,0885
2 1,4 0,8 0,9327 0,1213
3 1,5 0,85 0,4615 0,1205
4 1,5 0,8 0,5767 0,1371
5 1,5 0,9 0,9158 0,1667
6 1,45 0,9 0,5634 0,1445
7 1,3 0,7 0,4601 0,1527
8 1,5 0,9 0,5813 0,1483
9 1,5 0,9 0,5628 0,1229
10 1,5 0,8 0,5831 0,0927
11 1,5 0,8 0,6675 0,099

Tabela 2: Dados morfométricos do grupo 3.
Legenda: F = Feto

P = Placenta
Anova: fator Unico

RESUMO
Grupo Contagem  Soma Média Varidncia
Coluna 1 11 16,15 1,468181818 0,00413636
Coluna 2 11 9,25 0,840909091 0,00440909
Coluna 3 11 7,9264 0,720581818 0,04767628
Coluna 4 11 1,3942 0,126745455 0,00066321
ANOVA
For?te Eja SQ g MQ F valor-P F critico
variacdo

9,9
Entre arupos 796 3 3,326563 233,9151 2,16586E- 2,838745

grip 904 47 861 25 398

1

0,5
Dentro dos 688 40 0,014221
grupos 495 238

09

10,

548
Total 539 43

92

HO= N&o ha variancia superior a confianca do modelo entre grupos.
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H1 = A variéncia do efeito intra-amostral é significativa. Ndo ha significancia na inferéncia.

Temos com uma confianga de 1-p, p = 5%, que nao rejeita-se HO.Portanto, ha significancia no
modelo.

Aqui realizamos um teste anova para checar a varidncia das amostras com um
nivel de significancia de 95%. Este teste visa garantir a auséncia de viés amostral,
assegurando sua boa qualidade, além de permitir concluir, sob a hipbétese de
distribuicao normal dos dados, que néo existe uma variancia intra-grupo suficiente
para anular a validade da explicagao.

Com base nestes conceitos, podemos definir o valor-p como a menor escolha
que teriamos feito para o nivel de significancia, de forma que rejeitariamos HO.

Neste caso, com 95% de confianca, temos que dado que o p-valor do teste
aplicado (2,16586) descrito anteriormente é p1(n) < alfa (95%), nao rejeitamos HO.

Portanto, podemos inferir que o grupo esta dentro dos valores de normalidade
levando em conta que foram expostos apenas a administracao de agua destilada nos
dias 16 e 17 de gestacgao.

Grupo 7: Administracéo de extrato de Foeniculum vulgare, através de gavagem

intragastrica, nos dias 16 e 17 da gestacéao

Feto Tamanho F Tamanho P Peso F Peso P
1 2 0,9 0,7634 0,1371
2 2,15 1 1,0558 0,1667
3 1,9 1 0,8884 0,1445
4 2,1 0,9 1,0363 0,1527
5 2,1 0,9 0,8718 0,1294
6 2,1 0,9 1,0427 0,1213
7 2 0,8 0,9615 0,1205
8 1,8 0,8 0,6767 0,1189
9 1,9 0,9 0,8213 0,1167

Tabela 3: Dados do grupo 7
Legenda: F = Feto
P =Placenta

Anova: fator Unico

RESUMO

Grupo Contagem  Soma Média Varidncia

Coluna 1 11 16,15 1,468181818 0,00413
6364

Coluna 2 11 9,25 0,840909091 0,00440
9091
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Coluna 3 11 7,9264 0,720581818 0,04767

6286
Coluna 4 11 1,3942 0,126745455 0,00066
3211
ANOVA
For'n‘e c~:la sSQ g  MQ F valor-P F critico
variacao
9,9
Entre arupos 796 3 3,326563 233,9151 2,16586E- 2,838745
grup 904 47 861 o5 398
1
0,5
Dentro dos 688 40 0,014221
grupos 495 238
09
10,
548
Total 539 43
92

HO= Nao ha variancia superior a confianga do modelo entre

grupos.

H1 = A variancia do efeito intra-amostral € significativa. Nao ha significancia na inferéncia.

Temos com uma confianga de 1-p, p = 5%, que néo rejeita-se HO. Portanto, h4 significanciano modelo.

Aqui realizamos um teste anova para checar a variancia das amostras com um
nivel de significancia de 95%. Este teste visa garantir a auséncia de viés amostral,
assegurando sua boa qualidade, além de permitir concluir, sob a hipbétese de
distribuicdo normal dos dados, que ndo existe uma variancia intra- grupo suficiente
para anular a validade da explicagao.

Com base nestes conceitos, podemos definir o valor-p como a menor escolha
que teriamos feito para o nivel de significancia, de forma que rejeitariamos HO.
Neste caso, com 95% de confianga, temos que dado que o p-valor do teste aplicado
(2,16586) descrito anteriormente é p1(n) < alfa (95%), nao rejeitamos HO.

Portanto, podemos inferir que o grupo nao estd dentro dos valores de
normalidade visto que foram expostos a administracédo de extrato de erva-doce nos
dias 16 e 17 de gestacédo gerando aumento do tamanho dos fetos.

6 | DISCUSSAO

Nosroedores, aplacenta é derivada dacamada trofobléastica do blastocisto. Apos
a implantacéo, as células da trofectoderma param de se dividir e diferenciam-se em

células trofoblasticas gigantes que alinham a camara de implantagcdo se associam
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para formar uma rede difusa de seios sanguineos que facilitam a troca de material
(SIMMONS, 2007). Em contrapartida, a extremidade da trofectoderma continua a se
proliferar e d4 origem a células tronco trofoblasticas que posteriormente formam o
ectoderma extraembrionario e se desenvolvem na camada espongiotrofoblastica e
em todos os tipos de células do labirinto (WATSON, 2005) (Figura 22).
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Figura 22: Desenvolvimento placentario dos camundongos: a origem do desenvolvimento
extraembrionario comega no 3° dia (E3,5) com a formagé&o do blastocisto. Em torno do 8° dia,
formam- se as estruturas acessoérias corioalantbicas, conforme ilustrado em (E8.0), seguido pela
ramificagé@o do labirinto para formar sua densa trama de vilosidades, nas quais os nutrientes
s&o trocados (E8.5 — 10.5). A placenta madura (E14.5) consiste em trés camadas: a decidua, a
zona juncional e o labirinto (WATSON, 2005).

A placenta totalmente desenvolvida é composta de trés principais zonas:
decidua materna, zona juncional e o labirinto na porcdo mais interior (ZHAO,
2018). A decidua contém células deciduais do utero, bem como a vascularizacéo
materna que transporta o sangue para o feto; a zona juncional é constituida por
células trofoblasticas gigantes (Figura 18 B), células trofoblasticas secundarias
e espongiotrofoblastos, formando uma camada moével compacta que suporta
estruturalmente o labirinto. Por fim, a camada do labirinto é composta por uma grande
ramificacdo vascular que serve como local de troca de nutrientes entre a mae e o feto
(ZHAO, 2018; WATSON, 2018; HU, 2016). Sendo assim, nos roedores, a barreira
placentéaria consiste em quatro camadas celulares: uma camada externa de células
trofoblasticas mononucleares que fazem contato com o sangue materno, duas
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camadas de células sinciciotrofoblasticas multinucleadas e uma camada endotelial
interna que se relaciona aos vasos sanguineos do feto (COAN, 2005).

Diante das analises das placentas deste trabalho, pode-se observar as
camadas normais esperadas para um roedor, conforme descritas anteriormente,
em todos os grupos (Figuras 17, 18 e 19 A). Nas placentas expostas ao extrato de
erva- doce, além das camadas habituais, pode-se observar edema (Figuras 20 B e
21), diferentemente da histologia encontrada nos grupos 1 e 3.

71 CONCLUSAO

No presente estudo, constatou-se efeito toxico e letal da dose do extrato de
boldo utilizada, sendo esta a mesma adotada por Almeida, Melo e Xavier (2000).
Por outro lado, no que diz respeito aos efeitos causados pela administracado do
extrato de erva-doce, observou-se uma gestacao atipica com numero reduzido
de fetos (apenas 2 fetos) em uma fémea exposta ao extrato no 9° e 10° dias
de gestacao (grupo 6), correspondente ao periodo organogenético. Além disso,
verificou-se alteracdo histolégica da placenta e do tamanho dos fetos na gravida
exposta ao extrato nos dias 16 e 17 de gestacédo (grupo 7), correspondente ao
periodo de desenvolvimento fetal.
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