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EFEITOS DE EXTRATOS DE Nierembergia veitchi{Hook) Solanaceae SOBRE A
FERTILIDADE DE RATAS E MORFOLOGIA OSSEA DOS FETOS

THE EFFECTS OF Nierembergia veitchi{Hook) Solanaceae EXTRACTS IN
RAT FERTILITY AND FETAL SKELETON MORPHOLOGY
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RESUMO group and with a control group (saline), when administered
during the pregnancy to Wistar rats (21 days). Weigth gain was
Os efeitos da administracédo oral dos extratos aquo-  reduced in dams treated with Nvhex, Nvbut and vitaminID
so (NvHO), metanodlico (NvmeOH), butandlico (Nvbut) e hexano  these groups it was observed a reduction in uterine implantations
(Nvhex), obtidos, sequencialmente, de 500gN#zrembergia (9.3 + 1.4, 9.6_+1.4 and 8.4 +1.4) when compared with the
veitchii (planta seca), foram comparados aos obtidos com vita-  ¢control (11.2 + 0.4). The reduction could also be observed in the
mina D; (2,5mg.kd) e aos de um grupo controle (solugéo fisiolo- number of pu_ps per litter (8.1 + 1.3, 9.015, 5.1 +1.7 and 10.3
gica - SF), quando administrados, durante todo o periodo de +0.6), and in the weigth OfTJUpS at birth (2.190_15 2.9¢ +0.4
gestacdo (21 dias), a ratas albinas Wistar. A reducgéo do ganho 1og +0.1 and 3.3g 40.1). We didn’t observe ’any difference
d_e peso foi evidente nas fémeas tratada§ com Nyhex, NVb.UI € betwen NvKEO, NvmeOH and control group. Macroscopicaly
\pl)llfr:?ér;aut%rirll\lo??;?s grtljpzo‘sé go}uxee rgiuiioél)d%un:nn&ﬁrzo(:ﬁ_ M abnormdities were observed in some pups of Nvhex and Nvbut
el (11 =i groups (0.1% and 0.2% respectively). The results of the skeleton

parados com o controle (SF) (11,2 + 0,4). Essa reducéo também R -
foi observada no numero de filhotes por ninhada (8,1 + 1,3; 9,0 avaliation showed 33.3%, 45%, 9.8% e 11.1% of abnbiiem

+15:51+1,7 e 10,3 +0,6), e na massa corporal dos filhotes for NvH,0O, NvmeOH, Nvbut and cor?t_rol group re_spectlvely. The
ao nascer (2,1g + 0,5; 2,9q 6,4; 1,99 +0,1 e 3,3g +0,1). Os most frequently_ observed abn_qrmglltles wearentd in the_ skull,
resultados obtidos com Ny8 e NvmeOH n&o diferiram dos and were: incomplete ofsation of supraocciopital,
obtidos com o grupo controle. Anomalias macroscoépicas foram interparietal, parietal, frontal and temporal.
observadas em fetos de ratas tratadas com Nvhex e Nvbut, 0,1 e
0,2% respectivamente. Os resultados da analise da morfologia Key words: calcinogenic plantsNierembergia veitchii vitamin
6ssea dos fetos mostraram a ocorréncia de 33,3%; 45%; 9,8% e D3, infertility, teratogenic effects.
11,1% de anomalias para os grupos N@ NvmeOH, Nvbut e
SF, respectivamente. As anomalias 6sseas mais freqientemente
observadas ocorreram no cranio e constaram de ossificacdo A
incompleta de supraoccipital, interparietais, parietais, frontal e INTRODUCAO
temporal. o

A reducdo da fertilidade de rebanhos

Palavras-chave:plantas calcinogénicas\ierembergia veitchii mantidos em pastagens contaminadas por plantas
vitamina O, infertilidade, teratogenia. calcinogénicas tem sido objeto de observacdo de
alguns autores (DIRKSEN et al, 1973;
SUMMARY DAMMRICH et al, 1975; DOBEREINERet al,
The effects of | adminisati . 1975; MELLOet al, 1995). Os estudos da toxicida-
e effects of oral administration of aqueous  Ct A : L =
(NvH,0), methanolic (NvmeOH), buthanolic (Nvbut) and hexan de sistémica e reprodutlva da admlr;'IStr%gao’ de pelo
(Nvhex) extracts, sequentialy obtained from 50Dgrembergia menos uma das duas_ plan:tas calcinogénicas preva-
veitchii (dried plant) were compared with a vitamin, Beated lentes em nosso meio, tém demonstrado nitidos
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efeitos de alguns extratos das plantas na fertilidade ¢do dos filhotes. Os parametros avaliados foram:
de ratos (MELLOet al, 1995). Essa reducdo da peso diario das fémeas, nimero de fémeas copula-
fertilidade pode ser observada quando machos e das, nimero de fémeas gestantes, nimero de fémeas
fémeas sédo tratados antes da gestacdo com extratgoaridas, nimero de implantes uterinos, nimero de

aquoso desolanum malacoxylonou quando féme- filhotes por ninhada, nimero de reabsorc¢des, peso
as sdo tratadas durante toda a gestacdo (MELO dos filhotes ao nascerem, ocorréncia de alteracdes
al., 1996). Para &lierembergia veitchii os efeitos morfolégicas macroscopicas nos filhotes.

sobre a reproducdo ndo sdo tdo evidentes, embora Ap6s o sacrificio das fémeas, o abdome

tenham sido descritos reducéo da fertilidade e apare- foi aberto e o utero removido e pesado. O Utero foi
cimento de alteracBes morfoldgicas nos filhotes das aberto e procedeu-se a contagem de filhotes e reab-
ratas tratadas com extrato aquoso da planta (MELLO sor¢oes, seguido de secagem, identificacéo individu-
et al, 1997; BASTOSet al, 1998). O presente tra-  al, deteccéo de anomalias morfologicas maAcroscc'Jpl—
balho tem por objetivo investigar os efeitos da ad- €as € pesagem dos fetos. Os fetos das fémeas dos
ministrag&o oral a ratas gestantes de quatro extratos9rupos NvHO, NvmeOH, Nvbut e SF, devidamente

da planta calcinogénidgierembergia veitchii ava- marcados, foram agrupados por nlnhada e flxadqs
liando parametros reprodutivos e os efeitos teratogé- ¢om formol 5%, por pelo menos 14 dias, e submeti-
nicos sobre as ninhadas. dos ao método de coloracdo Ossea pela alizarina,
segundo DAWSON (1926). Os fetos corados pela

MATERIAL E METODOS alizarina tiveram suas estruturas Osseas avaliadas
individualmente em lupa, com ampliacdo de 10

Nierembergia veitchiifoi colhida no ve- vezes, e os resultados foram anotados por grupo.

rdo de 1995 na regido de Pinheiro Machado, Rio Foram avaliados: conformacdo, tamanho, relagéo
Grande do Sul. A amostra foi identificada pelo De- €OM 0s demais ossos e grau de ossificacéo, confor-
partamento de Botanica do Instituto de Biociéncias M€ CHAHOUD (1996). , o
da UFRGS. Os extratos foram obtidos de 500g de Os dados quantitativos, obtidos das médi-
planta seca e moida, de forma seqiiencial em relacao@S dos parametros avallg_dos, foramﬂtra;ados estatisti-
ao solvente: agua (NyB), metanol (NvmeOH), camente através da analise da variancia e as taxas e
butanol (Nvbut) e hexano (Nvhex), concentrados em P€rcentuais foram comparados mediante o teste qui-
rotavapor e armazenados sob refrigeracdo até a ad_qua_ldrado., Adotou-se como estatisticamente signifi-
ministracdo, quando foram suspensos em &gua e/ou Cativo o nivel de 5% (VIEIRA, 1981).
2821&;1\,;?5” 80 e administrados por sonda gastrica RESULTADOS

Foram utilizados ratos e ratas albinos A figura 1 mostra o desenvolvimento

Wistar, com |d;:1de Va“aﬂd? entre 120 e 150 dias, ponderal das fémeas tratadas com os 4 extratos de
criados e mantidos no Biotério do Departamento de Nierembergia veitchiidesde o dia da copula até o

Farmacologia_do Instituto de Ciéncias Basicas da jgasimo dia de gestacdo. Embora sejam observadas
Sadde da UFRGS, com periodo de luminosidade cyryas ascendentes com relagdo & massa corporal
claro/escuro de 12 horas, temperatura dtC2t das gestantes, os grupos tratados com Nvhex e
2°C, alimentados com racéo comercial @ agda  Nybut apresentaram menor ganho de peso, se avali-
libitum, acasalados por 12 horas (das 19 as 7 horas) grmos a diferenca do 1° ao 20° dia de tratamento.
na propor¢éo de 1 macho para cada 3 fémeas. Diari- |5go também foi observado com o grupo tratado com
amente, foi realizado exame de esfregaco vaginal \jtamina D. O diferencial em cada um dos grupos
para constatacao de copula, pela presenca de tampég;- NvH,O = 91,2g; NvmeOH = 94,8g; Nvbut =
e/ou espermatozdides. Este foi considerado o primei- 72,79; Nvhex = 53,6 vitaminasD= 43,3 e solugdo

ro d|_a de gesta(;éo_, e as fémeas foram entdo indivi- fisioldgica (SF) = 98,0g. Os grupos tratados com
dualizadas em gaiolas e passaram a receber porNyH,0 e NvmeOH apresentaram desenvolvimento

sonda gastrica, extrato aquoso (M@H (n = 8), ponderal semelhante ao observado no grupo controle
metanolico (NvmeOH) (n = 8), butandlico (Nvbut) (SF).
(n = 8) e hexano (Nvhex) (n = 7) dlerembergia A tabela 1 resume os resultados referentes

veitchii, vitamina B (2,5mg.kg" por dia) (N = 7) @ aos parametros reprodutivos obtidos apés a admi-
solugéo fisiolégica - grupo controle (SF) (n = 6) em nistragé&o oral dos extratos Mgerembergia veitchii
volume idéntico aos outros grupos. As doses de (NvH,O, NvmeOH, Nvbut, Nvhex) vitamina ;De
extrato utilizado correspondiam a 23,89 de planta solucéo fisiolégica durante toda a gestacéo. Os re-
seca extraida por kg, por dia. As fémeas receberam osultados mostram reducdo no nimero de implantes
tratamento do Lao 2% dia de gestagdo, quando uterinos nos grupos tratados com Nvbut, Nvhex e
foram sacrificadas por secgéo cervical, para avalia- vitamina D, A reducdo mostrou diferenca estatisti-
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nos quais era dificil reconhecer e diferenciar estrutu-
ras 6sseas da face, do térax e dos membros. As alte-
racbes representaram taxas de anomalias de 0,2%
para o grupo Nvbut e 0,1% para o grupo Nvhex.

Os fetos das fémeas dos grupos bH
NvmeOH, Nvbut e SF, corados pela alizarina, mos-
traram, para os dois primeiros, elevadas taxas de
anomalias, especialmente em o0ssos do créanio. Em
especial, destacam-se ossificacdo incompleta, com
deficiéncia de mineralizagdo, de supraoccipital,
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interparietais, parietais, frontal e temporal (Tabela
2).

Figura 1 - Desenvolvimento ponderal de ratas tratadas por via oral
com extratos dé&lierembergia veitchiivitamina D3 e RESULTADOS E DISCUSSAO

solugao fisiologica durante toda a gestagao

Os efeitos de plantas calcinogénicas sobre
camente significativa somente nos dois Ultimos a reproducdo de animais domésticos tém despertado
grupos, quando os dados foram comparados com o crescente interesse (DIRKSENet al, 1973;
controle (SF). A reducdo do numero de implantes BARROS et al, 1992; MELLO et al, 1995;
uterinos repercutiu também no numero de filhotes MELLO & HABERMEHL, 1998). A deterioracéo
por ninhada. Embora Nvbut, Nvhex e vitaming D do estado geral, indicando toxicidade sistémica,
tenham apresentado ninhadas menores em relacdo adanto de machos quanto de fémeas, parece explicar
controle, e aos grupos tratados com p@He em parte, a infertilidade e as dificuldades de concep-
NvmeOH, somente o grupo tratado com vitamiga D  ¢éo apontadas (MELL®t al, 1995). Nessas condi-
acusou diferenca estatisticamente significativa. No ¢des, os sinais de dificuldade de locomogéo, perma-
caso do numero médio de reabsorcdes, novamente onéncia por longos periodos deitados, diminui¢cdo do
grupo de fémeas tratadas com vitaminani@strou consumo de alimentos, perda de massa corporal,
valores elevados e, significativamente, diferentes do engrossamento de articulagdes, cifose, dificuldades
controle. O grupo tratado com Nvhex mostrou um respiratérias e arritmias cardiacas, observados em
numero de reabsorgcdes embriondrias superior aos bovinos, ovinos, equinos, coelhos e ratos em condi-
demais grupos (Nv®, NvmeOH, Nvbut, e solucdo  ¢Bes experimentais e/ou de campo (DIRKSH I,
fisiolégica), porém os resultados néo atingiram dife- 1973; TOKARNIA & DOBEREINER, 1974;
rencga estatisticamente signifi-

cativa. Com relagdo ao pesq ) _ _ _
Tabela 1 - Paradmetros reprodutivos obtidos de ratas tratadas por via oral com extratos de

medloddos filhotes ao nasce- Nierembergia veitchii(NvH,O, NvmeOH, Nvbut, Nvhex) vitamina ;De solugéo
rem, destacam-se novamente fisiol6gica durante toda a gestagao.

as reducgdes observadas nos
grupos Nvbut, Nvhex e vita-

mina D, com significancia Parametro n Implantes Filhotes Reabsorcdes °g N°¢ A

estatistica para os dois Ulti- Grupo

mos. Nos grupos tratados com o L

NvH,O, NvmeOH, nao houve

diferengca com relacéo ao £ yts B yts £ y+s s (%) (%)

grupo tratado com solucdo

fisiologica. A taxa de natali- - - - -

dade dos grupos se mantevewH,o 8 89 11,1410 86 10712 3 04*01 30£03 97 O

serl‘nelhante a do grupo CoN-nymeoH 8 85 10a14 81 1010 4 05402 3302 95 O

o FxXoelo para CS 91UPOS Nvbut 8 77 o@tid4 72 905 5 06£03 29t04 94 02
. ’ Nvh 7 65 57 + 8 + + 88 01

quais foram observados 88 e ' " 9.3t1,4* 8.1x13 1106 21£05*

61%, respectivamente. vitaminaD; 7 59 g4t14* 36 5117+ 23 33k08* 19t01* 61 -

Nos grupos trata- SF 6 67 11,2+t04 62 10,306 5 08%+03 33+t01 93 O

dos com Nvbut e Nvhex,

foram obse_rvados fll,h(.)tesat - total;® MC - massa corporal média dos filhoté$y - taxa de natalidade (nimero de filhotes
com anqm_a“as mo_rfOIOQmaSvivos / nmero total de filhotes X 100)A - taxa de anomalias macroscépicas (ntimero de filhotes
macroscopicas (Figura  2).com deformaces macroscopicas externas / nimero total de filhotes X 100).

Constavam de fetos menores; Média diferente do respectivo controle, p < 0,05.
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Figura 2 - Ninhada de fémea tratada com Nvhex durante toda a
gestacao. Observa-se feto com tamanho reduzido em
relagdo aos demais, com anomalias morfol6gicas em
todo o corpo, dificultando identificacdo de estruturas.

WASSERMAN, 1978; RIET CORREAt al, 1987;
BARROS et al, 1970; BARROSet al, 1992;
MELLO et al, 1995), sdo predisponentes e, em
alguns casos, determinantes da reducéo da fertilida-
de. Se para 8olanum malacoxyloresses sintomas

e suas consequéncias parecem evidentes (MEtLO
al., 1995), para dierembergia veitchii os efeitos
sobre a reprodugdo sao mais controversos. MELLO
et al. (1996) relatam que o extrato aquosoNle-
rembergia veitchii mesmo sem produzir toxicidade
materna (sistémica) nitida, é capaz de interferir nos
parametros reprodutivos de ratas. As evidéncias de

de calcinose pomMNierembergia veitchii quanto a
evolucdo da sintomatologia. Observaram que a ferti-
lidade nédo era afetada, pois duas fémeas adultas
conceberam durante a fase ativa da doenca, parindo
cordeiros saudaveis a termo, voltando a fazé-lo na
monta seguinte. Concluiram que, apesar das evidén-
cias encontradas, o pequeno numero de casos nao
permitia uma conclusdo com relacdo aos efeitos
sobre a fertilidade.

Anomalias morfolégicas fetais ja haviam
sido descritas para o extrato aquosoNierember-
gia veitchii bem como para a vitaming [MELLO
et al, 1997; BASTOSet al, 1998). No presente
experimento, as anomalias macroscopicas foram
observadas nos filhotes de fémeas tratadas com
Nvbut e Nvhex. No caso dos extratos N@He
NvmeOH, em que pese a auséncia de efeitos sobre
0s parametros reprodutivos avaliados, houve elevado
percentual de anomalias ésseas nos fetos, confir-
mando sua acdo sobre a formacdo 6ssea dos mes-
mos. Mais uma vez se confirmam as suspeitas da
presenca de substancias com atividade semelhante a
da vitamina 3, com diferentes caracteristicas de
solubilidade.

Toxicidade pré-implantacao, se presente,
deve ser em grau reduzido, uma vez que a diferenca
entre o ndmero de implantes uterinos e nimero de
filhotes ndo diferiu entre os grupos. Ao contrario, a
constatacéo de anomalias fetais aponta no sentido da
toxicidade poés-implantacdo para os extratos testa-
dos. Segundo LEMONICAst al. (1996), o periodo

gue a presenca de substancias com atividade seme-de pré-implantagédo, que ocorre na rata do primeiro

lhante & da vitamina {ha planta ndo fossem exclu-
sivamente hidrossoliveis (MELLO, 1991; MELLO

& HABERMEHL, 1991; MELLO &
HABERMEHL, 1992; MELLO & HABERMEHL,
1995; MELLO et al, 1995 MELLO &

HABERMEHL, 1998) levaram a investigagdo de
extratos capazes de conter substancias de solubilida-
de diferente. No presente experimento, 0s extratos
Nvbut e Nvhex interferiram nos parametros repro-
dutivos investigados. Embora no caso do grupo
Nvhex, possa-se suspeitar de toxicidade sistémica,
pela reducdo do desenvolvimento ponderal durante a
gestacdo, no caso do grupo tratado com Nvbut isso

ao sexto dia de gestacéo, é considerado um periodo
de “tudo ou nada”, em que a exposicdo materna a
substancias quimicas pode causar tanto a morte do
embrido, quanto o desenvolvimento normal de fetos.

O periodo de organogénese ocorre do sexto ao dé-

Tabela 2 - Anomalias 6sseas em fetos de ratas tratadas por via
oral com extratos dblierembergia veitchii(NvH,O,
NvmeOH, Nvbut e solugéo fisiolégica) durante toda a
gestacgao.

ndo foi tdo evidente. Apesar disso, alguns parame- Anomalia

tros reprodutivos foram adversamente afetados,
aparentemente sem efeitos de toxicidade sistémica.
Com os extratos N e NvmeOH, capazes de

separar substancias hidrossollveis, os resultados nao

diferiram dos de fémeas tratadas com solucéo fisio-
I6gica (controle). Isso talvez se justifique pela dose
de extrato utilizada e pela presenca de pequenas
concentragbes de principio ativo hidrossolivel na
planta (MELLO, 1991; RIET CORREAet al,
1993). Em experimentos de campo, BARRQSI.
(1992) acompanharam quatro ovelhas com sintomas

Grupo
\ NvH,O NvmeOH Nvbut SF

Numero de fetos 63 60 51 54

2 Interparietais 20,6%* 25,0* zero 1,9%
? Parietais 28,6%*  36,6%* 59% 7,4%
@ Supraoccipital 7,9%* 11,7%* zero 1,8%
&Zigomatico zero 3,3% zero 1,8%
2Frontal + Temporal 7,9%* 20,0%* zero 1,8%
2 Esterno 1,6% 3,3% zero  zero
P Costelas zero 1,7% zero zero

3 Ossificacéo incomplet8;Arqueamento
* Valor diferente do resnedtvo controle.n < 0.05.
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cimo quinto dia, ocorrendo ai as alteracdes morfolé-
gicas.

A constatacdo da presenca de receptores

para vitamina Bem tecidos e 6rgaos ligados a fun-
¢do reprodutiva, como ovarios, Utero, placenta,
glandula maméria (DOKOIgt al, 1983), células de
Sertoli e tubulos seminiferos (MERKdE al, 1985),

apontam no sentido da participagdo da substancia e
seus metabdlitos na fungdo reprodutiva. Portanto, a

Hannover, 1991.

MELLO, J.R.B., HABERMEHL, G. Einfluss ultravioletter
Strahlen und klimatischer Bedingungen (Sonneneinstrahlung
und Temperatur) auf die kalzinogene Aktivitat vbrisetum
flavescens und Nierembergia veitchii Dtsch Tierarztl
Wschr, v.98, p.441-476, 1991.

MELLO, J.R.B., HABERMEHL, G. Kalzinogene pflanzen und
der inkubationseffekt durch pansensaftDtsch Tierarztl
Wschr, v.99, p.353-392, 1992.

constatacéo da presenca de substancias com atividayg o jR.B., HABERMEHL, G. Substancias com atividade

de semelhante a da vitaming & planta calcinogé-
nica Nierembergia veitchiiparece justificar a toxici-
dade reprodutiva observada.
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