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RESUMO

A boldina é o principal alcaloide encontrado no Peumus boldus, muito
utilizado na medicina tradicional principalmente pelos seus efeitos
gastrointestinais e hepaticos. Estudos indicam que apresenta diversas atividades
farmacol6gicas como coletérica, hipnoética, citoprotetora, antitumoral, anti-
inflamatdria, antipirética, antiplaquetaria, antiplasmaodica, antidiabética, anti-
hipertensiva, inibidora da tirosinase e da acetilcolinesterase, antagonista
dopaminérgico (receptores D1 e D2 like), adrenérgico (receptores al ¢ 02) e
serotoninérgico (receptores 5-HT3), entre outras. O ch& de boldo (Peumus
boldus) é muito utilizado por gestantes para aliviar os efeitos negativos da
gestacdo como, constipacdo, colicas uterinas, cefaleia e nauseas; controverso a
esse uso ele também é muito utilizado como abortivo. Este estudo procurou
identificar qual sua acdo em ratas Wistar tratadas durante o periodo gestacional,
GD1 ao dia anterior ao parto, nas doses de 1 mg/kg, 10 mg/kg e 100 mg/kg, uma
vez ao dia, no ciclo claro, por meio gavagem. Conclui-se que o uso da boldina e
do chéa de P. boldus deve ser evitado durante o periodo gestacional pois seu uso
na gestacao causou alteracdes no desempenho reprodutiva das fémeas, perda pré
e pos implantacdo e mortes ao nascimento e pds-natais, além da modificacédo do
comportamento materno (laténcia para lamber); foram encontradas também
alteragOes no desenvolvimento da proles de fémeas tratadas com boldina, em seu
desempenho nos testes de reflexos (teste de endireitamento, geotaxia e agarrar),
fisico (abertura de olhos) e reprodutivo (abertura vaginal, descida de testiculos e
separacdo prepucial), assim como alteracdo no peso de Orgdos de machos e
fémeas, na producdo de espermatozoides e no percentual de espermatozoides

com alteragdo (anormais).

Palavras-chave: toxicidade reprodutiva, boldine, Peumus boldus, desenvolvimento

filhotes, toxicidade, substancias abortivas, fitoterapicos



ABSTRACT

Boldine is the main alkaloid found in Peumus boldus, widely used in
traditional medicine mainly for its gastrointestinal and hepatic effects. Studies indicate
that it presents several pharmacological activities as a choleretic, hypnotic,
cytoprotective, anti-inflammatory, anti-plasmodic, antipyretic, antiplatelet, antidiabetic,
antihypertensive, tyrosinase and acetylcholinesterase inhibitor, dopaminergic antagonist
(D1 and D2 like receptors), a-adrenergic receptors antagonist (o 1 and a 2 receptors)
and serotonergic receptors antagonist (5-HT 3 receptors), among others. Boldo’s tea
(Peumus boldus) is widely used by pregnant women to alleviate the negative effects of
pregnancy such as constipation, uterine cramps, headache and nausea; Controversely it
is also widely used as an abortive substance The aim of this study was to identify the
effect of boldine on Wistar rats treated during the gestational period, day 1 of gestation
to the day before birth, at doses of 1mg/kg, 10mg/kg and 100mg/kg, daily, light cycle,
by gavage. We concluded that the use of boldine and P. boldus tea should be avoided
during the gestational period because its use in the gestacional period caused alterations
in the reproductive performance of females, loss of pre and post implantation and deaths
at birth and postnatal, besides modification of maternal behavior (latence to pup
licking); alterations in the development of the offspring which the females were treated
with boldine were observed, in their performance in the reflex tests (straightening,
geotaxy and grab), physical development (eye opening) and reproductive development
(vaginal opening, testicle descent and preputial separation), as well as changes in the
weight of male and female organs, in the production of spermatozoa and in the

percentage of abnormal spermatozoa.

Keywords: reproductive toxicity, boldine, Peumus boldus, offspring development,
toxicity, abortive substances, herbal remedies, fitoterapics.
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CAPITULO |

1 INTRODUCAO

As plantas tém se mostrado uma excelente fonte de busca para novos farmacos,
incluindo substancias antioxidantes, antipsicéticas, quimioterapicas, antimicrobianas,
entre outras. Consequentemente a busca por novas substancias naturais que sejam
biologicamente ativas € muito grande e cientistas procuram por plantas com potencial
terapéutico em diferentes regides do planeta (HUSSAIN et al., 2011). As plantas séo
muito (teis na pesquisa farmacéutica para a sintese e producdo de farmacos,
aumentando as opg¢des terapéuticas tanto para o tratamento quanto para terapia
complementar (DANTAS, 2016).

O uso de plantas medicinais, no Brasil, é vastamente difundido e a maior parte
dos fitoterapicos comercializados é vendida sem prescricdo médica. Pouco é informado
aos profissionais da area da saude pela populacdo sobre a utilizacdo destes recursos
(INFARMA, 2007). A Organizacdo Mundial da Satude (OMS) reconhece que o uso de
plantas medicinais tem grande importancia, sugerindo ser uma alternativa viavel e
importante as populacGes dos paises em desenvolvimento, ja que seu custo é diminuido
e conclui que, no mundo, 80% das pessoas dependem da medicina tradicional para suas
necessidades de cuidados primarios de saide (WHO, 2005).

Apesar de seu vasto uso na medicina tradicional, poucas sdo as plantas
medicinais estudadas segundo os atuais protocolos emitidos por 6rgdos cientificos
internacionais (CAPASSO et al., 2000; VEIGA JUNIOR, 2008).

Um dos principais problemas da utilizacdo destes produtos é a crenca de que
produtos de origem vegetal sdo isentos de reacfes adversas e de efeitos toxicos. Por
muitos motivos, a atencdo dirigida pelas autoridades e 6rgdos gestores em salde, em
diferentes setores, para 0 uso de plantas medicinais aumentou consideravelmente nos
ultimos anos. Para que produtos industrializados (fitoterapicos e farmacos em geral)
sejam produzidos ou disponibilizados no mercado para consumo, a legislacédo brasileira
e internacional exige uma avaliagdo rigorosa de suas caracteristicas que inclui testes

para determinar suas atividades toxicoldgicas e ainda seu potencial mutagénico.
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Existem diferencas entre as exigéncias nos diferentes paises ou blocos econémicos, mas
em geral, os principais protocolos a serem observados sdo os emitidos pela Europa
através da Organization for Economic Cooperation and Development (OECD), pelos
Estados Unidos da América atraves do Food and Drug Administration (FDA) (SILVA
et al., 2003). No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) é o
orgdo regulador para registro de medicamentos fitoterapicos para uso humano e prevé a
realizacdo de estudos de toxicidade pré-clinica. Os ensaios de toxicidade reprodutiva
estdo previstos quando o medicamento for indicado para administracdo de longa
duracdo ou para gestantes, segundo o guia emitido por esse 6rgao que tem por objetivo
indicar metodos padronizados para os estudos de toxicologia pré-clinica para
fitoterapicos incluindo toxicidade aguda, toxicidade de doses repetidas e ensaios de
genotoxicidade e toxicidade topica (ANVISA, 2004). Esta regulamentacdo € muito
importante jA que a busca por fitoterapicos é grande por mulheres em periodos
gestacionais para tratar sintomas decorrentes da gestagdo, por acreditarem que plantas
medicinais ndo causam prejuizo ao feto ou ao bebé. Entretanto, muitas substancias de
origem vegetal se mostraram potencialmente embriogénicas ou teratogénicas em
experimentos em animais (CAMPESATO, 2005).

Os estudos mais utilizados para estas avaliacbes sdo divididos em trés
segmentos, adaptando-se as normas da ANVISA com as normas internacionais guiadas
pela Environmental Protection Agency (EPA) e recomendada pela OECD e pela FDA:
Segmento I “Toxicidade cronica e reprodutiva” pela avaliacdo de efeitos sobre a
fertilidade de machos e fémeas antes e durante o acasalamento; Segmento I
“Toxicidade pré-natal — estudo de teratogenicidade”, com exposi¢cdo da progénie
durante a fase de organogénese; e Segmento III “Toxicidade peri e pds-natal” onde sao
avaliados os efeitos sobre o desenvolvimento pré e pds-natal de progénies expostas
durante as fases de desenvolvimento fetal e lactagdo (OECD, 1998; LEMONICA et al.,
2001).

Peumus boldus Molina - Monimiaceae, conhecido como boldo-verdadeiro, é
natural do Chile e confundido com frequéncia, no Brasil, com o falso-boldo (Coleus
barbatua - Lamiacea) (MENGUE et al., 2001). Seu principal alcaloide € a boldina, (S)-
2,9-dihidroxi-1,10-dimetoxi-apomorfina, que também estd presente no falso-boldo,
apresentando atividades farmacoldgicas como atividade citoprotetora, antitumoral, anti-

inflamatdria, antipirética, antiplaquetaria, entre outras (O'BRIEN et al., 2006).
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As informacdes sobre os possiveis usos das plantas medicinais e seus efeitos
toxicos, principalmente quando utilizadas durante o periodo gestacional, sdo muitas
vezes escassas e contraditorias. P. boldus é utilizada durante a gestacdo para diminuir
efeitos desagradaveis da gestacdo como nauseas, colicas uterinas e constipacdo
(SPETHMANN, 2003), e contraditoriamente tambem € dita a terceira planta mais
utilizada como emenagoda/abortiva num estudo realizado no Servico Pré-natal do SUS
(Sistema Unico de Saude do Brasil), segundo MENGUE et al, 1997; tendo a boldina,
seu principal alcaloide, demonstrando atividade abortiva em altas doses.

A realizacdo de ensaios de avaliacdo toxicoldgica é de extrema importancia para
atestar que o alcaloide boldina presente na planta P. boldus, ndo exerce atividades
toxicas que inviabilizem seu uso com fins terapéuticos por gestantes em doses presentes
no cha. Muitas plantas medicinais, como P. boldus, sdo facilmente encontradas em
feiras livres e farmacias ou mesmo sdo cultivadas no quintal de casa, facilitando assim o
acesso da mulher gestante a estes produtos.

Os estudos pré-clinicos em modelos animais, apontam substancias que
apresentam capacidade de alterar aspectos fisiologicos como reproducéo, fertilidade dos
mamiferos e comportamento da prole. A exposicdo de ratas Wistar prenhas ao alcaloide
boldina, nesse estudo, visa analisar efeitos significativos no desenvolvimento (fetal e
pos-natal), reproducdo e comportamento dos animais, de forma a caracterizar o aspecto
toxicoldgico deste alcaloide. A realizacdo desses ensaios de avaliacdo toxicologica é de
extrema importancia para atestar que 0s compostos quimicos presentes na planta em

estudo ndo exercem atividades toxicas que inviabilizem seu uso com fins terapéuticos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Contribuir com conhecimentos sobre a utilizacdo do alcaloide boldina
especialmente no que se refere a toxicidade reprodutiva de forma a indicar o grau de

seguranca deste alcaloide encontrado em Peumus boldus, como agente terapéutico.

2.2 Objetivos Especificos

Avaliar os efeitos do alcaloide boldina sobre fémeas tratadas durante o periodo
gestacional (Segmento ).
Avaliar os efeitos do alcaloide boldina sobre o desenvolvimento da progénie

exposta durante as fases de desenvolvimento fetal (Segmento I11).
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CAPITULO 11

3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Boldo (Peumus boldus)

Boldo (Peumus boldus Mol., Monimiaceae) é um caso de planta medicinal cujo
uso esta enraizado na medicina popular e que, posteriormente, tem sido objeto de
atencdo consideravel do ponto de vista farmacoldgico. A ampla base de conhecimento
quimico de seus constituintes alcaloides (isolamento, identificacdo e quantificacdo) e
sua percepcdo cultural ampla como uma planta medicinal eficaz para o tratamento de
distdrbios digestivos e hepatobiliares sdo os dois principais fatores que contribuiram
para o recente ressurgimento de interesse no boldo (SPEISKY; CASSELS, 2010).

P. boldus é originario de regibes montanhosas do Chile (HOFFMAN, 1981;
SAN MARTIN; DOLL, 1998), sendo conhecido no Brasil como “boldo” ou “boldo-do-
Chile”. E um arbusto ou arvoreta, dioico (HOFFMAN, 1981), de folhas opostas,
inteiras, curtamente pecioladas, flores unissexuais, pistiladas e estaminadas e frutos do
tipo drupa (HERAIL, 1927; MINISTERIO DA SAUDE DE LISBOA, 2002).

ElaboragGes farmacéuticas contendo extratos de folhas de boldo tém sido
empregadas para o tratamento de uma variedade de sintomas e doencas como
reumatismo, dores de cabeca, distdrbios menstruais, inflamagdes do trato urinario e
dispepsia, além de sedativo (SPEISKY; CASSELS, 1994; O'BRIEN et al., 2006).

Hoje em dia é popularmente empregado devido a suas propriedades digestivas
(JIMENEZ; SPEISKY, 2000). As principais atividades farmacoldgicas que lhe sdo
atribuidas sdo: atividade estimulante de secrecdes gastricas, facilitando a digestdo
(BRUN, 1936; PLANCHON et al., 1946; COIMBRA; SILVA, 1958; PARIS; MOYSE,
1967; HOFFMAN, 1981; BISSET; WICHTL, 1994; GUPTA, 1995; AMERICAN
BOTANICAL COUNCIL, 1995; DUKE, 2000); acdo como antidispéptico
(AMERICAN BOTANICAL COUNCIL, 1995; PDR, 2000; BRUNETON, 2001)
coletérico (HERAIL, 1927; BRANDT; GILG, 1942; PLANCHON et al., 1946;
COIMBRA; SILVA, 1958; PARIS; MOYSE, 1967; BISSET; WICHTL, 1994; DUKE,
2000; PDR, 2000; NEWALL et al., 2002; THE REVIEW OF NATURAL PRODUCTS,

2002); atividade antiespasmodica (PDR, 2000); em associa¢do a substancias como a
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alcachofra, é utilizado em ardores esofagicos e epigastricos, e associagdes com cascara-
sagrada séo usadas na constipacdo (BRUNETON, 2001; THE REVIEW OF NATURAL
PRODUCTS, 2002); uso no tratamento de célculos biliares, cistite e colelitiase
acompanhada de dor (BRUN, 1946; PARIS; MOYSE, 1967; NEWALL et al., 2002) ,
atividade diurética (HERAIL, 1927; PARIS; MOYSE, 1967; BISSET; WICHTL, 1994;
NEWALL et al., 2002). Segundo a European Scientific Cooperative on Phytotherapy
(ESCOP, 1997), as indicacdes terapéuticas devem estar relacionadas a disfuncdes
hepatobiliares menores, tratamento sintomatico de distdrbios digestivos leves e como
adjuvante na constipacéo.

O boldo é utilizado também durante a gestacdo para diminuir efeitos
desagraddveis da gestacdo como nduseas, coOlicas uterinas e constipacdo
(SPETHMANN, 2003), e contraditoriamente também € dita a terceira planta mais
utilizada como emenagoda/abortiva num estudo realizado no Servigo Pré-natal do SUS
(Sistema Unico de Satde do Brasil), segundo MENGUE et al (1997).

A boldina é o alcaloide majoritario encontrado tanto nas folhas como nas cascas
do boldo (SPEISKY, CASSELS, 1994; O'BRIEN et al., 2006), sendo a concentracdo
nas folhas em torno de 0,14% (QUEZADA et al., 2004; GOTTELAND et al., 2004), e
nas cascas de até 6 % (URZUA; ACUNA, 1983; QUEZADA et al., 2004).

3.2 Boldina

Boldina é o principal alcaloide da folha e casca de P. boldus (boldo chileno),
sendo responsavel pela maioria das atividades de promotoras de salde descritas do
extrato de boldo, que tradicionalmente foi usado para tratar uma grande variedade de
doencas e sintomas, incluindo dor de cabeca, reumatismo, dispepsia, infec¢des do trato
urinario e disturbios do sono (O'BRIEN et al., 2006). Seus efeitos foram estudados
utilizando modelos in vitro e in vivo e os resultados revelaram a forte atividade
antioxidante da boldina, que permite a prevencdo de varios resultados relacionados ao
estresse oxidativo, como a hepatotoxicidade (LANHERS et al., 1991; Fernandez et al.,
2009), inflamagcdo (BACKHOUSE et al., 1994), proliferacdo de células tumorais e
aterosclerose (SANTANAM et al., 2004).

Em baixas concentra¢fes de micromolar, a boldina evita danos tanto enzimaticos

como ndo enzimaticos aos sistemas bioldgicos. In vitro, a boldina inibe a iniciacdo e
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propagacdo mediada pelos radicais livres causando dano oxidativo induzido a varios
tipos de membrana (como homogeneizados de figado, microssomas hepéticos e
eritrécitos fantasma) e inibe a lise dependente dos radicais dos globulos vermelhos e
hepatocitos intactos (SPEISKY, et al., 1991; CEDERBAUM et al., 1992; MARTINEZ
et al., 1992). Em outras palavras, a boldina é uma substancia antioxidante muito potente
para sistemas bioldgicos, mas apresenta muitas outras a¢cfes como mencionado a seguir.

Os efeitos atribuidos a P. boldus, alguns deles toxicos, ocasionalmente foram
atribuidos a presenca do alcaloide boldina. De fato, existem varios estudos que analisam
a atividade biogquimica deste alcaloide (RUIZ et al., 2008). Algumas restricdes ao uso
desta planta devem ser consideradas devido aos seus efeitos toxicos, principalmente em
mulheres gravidas (ALMEIDA et al., 2000).

3.2.1 Farmacocinética da boldina

Segundo a SCOPE (Scientific Committee on Problems of the Environment), as
indicagOes terapéuticas do boldo devem estar relacionadas a disfungdes hepatobiliares
menores, tratamento sintomatico de distdrbios digestivos leves e como adjuvante na
constipacdo, os primeiros estudos realizados sobre efeito da boldina foram em relacédo a
esta atividade.

Os primeiros estudos relatados sobre a disposicdo bioldgica da boldins foram
realizados por Jimenez e Speisky (JIMENEZ; SPEISKY, 2000) in vitro usando
hepatdcitos de ratos isolados e in vivo usando ratos Wistar. Nos estudos in vivo, a
concentracdo de boldina diminuiu rapidamente no plasma apds uma Unica oral (50 ou
75 mg / kg) ou uma administracdo intravenosa (10 ou 20 mg / kg) em ratos (JIMENEZ;
SPEISKY, 2000). Apds a administracdo oral, a absorcdo de boldina no plasma foi
rapida com um tipo de cinética de primeira ordem e a concentra¢do plasméatica maxima
foi detectada entre os primeiros 15 e 30 minutos (meia vida da boldina no plasma é
curta, 31 minutos).

Uma vez absorvida, a concentracdo de boldina no figado é 3 a 4 vezes maior do
que a detectada no cerebro e quase 10 vezes maior do que a encontrada no coragéo.
Mais uma vez, os mesmos pesquisadores observaram que a concentragdo maxima
estimada da boldina que atingiu o figado era de 72-88 mM (JIMENEZ; SPEISKY,

2000), sendo 4- a 5 vezes maior que as concentracdes necessarias para exercer sua
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atividade hepatoprotectora in vitro (SCHMEDA-HIRSCHMANN et al., 2003;
CEDERBAUM et al., 1992). Do mesmo modo, a concentra¢do de boldina encontrada
no coracdo era de aproximadamente 7,2 a 8,8 mM, que era 7 a 8 vezes superior a
utilizada para proteger a funcédo endotelial in vitro (LAU et al., 2013; LAU et al., 2013).

3.2.2 Atividades farmacoldgicas da boldina

3.2.2.1 Atividade coletérica

Os efeitos agudos e a longo prazo da boldina como coletérico foram avaliados
em ratos durante a infusdo intravenosa ou apds tratamento oral de 28 dias. A infusdo de
boldina aumentou instantaneamente o fluxo biliar 1,4 vezes em ratos saudaveis, bem
como em animais com deficiéncia de Mrp2 ou colestase induzida por etinilestradiol.
Este efeito ndo foi associado a um aumento correspondente da excrecdo de acido biliar,
indicando que o mesmo ndo esta relacionado a estimulacdo de &cido biliar de
mecanismos dependentes ou independentes de formag&o biliar e aponta para a atividade
osmatica da prépria boldina. Lévy-Appert-Collin e Lévy relataram que a aplicacdo
direta de boldina no duodeno de ratos, na dose de 50 ou 100 mg / kg, aumentou o fluxo
biliar, em 15 e 60%, respectivamente (LEVY-APPERT-COLLIN; LEVY, 1977).

3.2.2.2 Atividade imunomoduladora e anti-inflamatéria

Seu efeito imunomodulador foi demonstrado num estudo tentando identificar os
efeitos in vitro da boldina em células Natural Killers (NK), na citotoxicidade mediada
por células dependentes de lectina (LDCC) e na transformacdo blastica induzida por
lectina em pacientes com cancer de mama, com leucemia linfocitica crénica (CLL) e em
doadores saudaveis. A concentracdo de boldina - diminuiu de forma dose dependente a
blastogénese em individuos normais e em pacientes com CLL. No entanto, a diminuicao
nos pacientes com cancer de mama foi significativa apenas em concentragbes mais
elevadas. A atividade de NK n&o mostrou alteracbes nos controles saudaveis com
valores normais (GONZALEZ-CABELLO et al., 1994).

Além desse estudo outra razdo para propor sua a¢do imunomoduladora é sua

acdo na Doenca de Chagas, que ocorre principalmente por acdo dos macrofagos
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(MORELLO et al., 1994). Os macrofagos desempenham um papel importante nos
mecanismos de defesa do hospedeiro. Moreira e colaboradores (2001), investigaram o
efeito da boldina nas funcdes de macrofagos peritoneais de camundongo pela liberagédo
de H,0, e descobriram que a boldina (6 mM) apresentava uma atividade moduladora
muito baixa no sistema imunologico, melhorando a liberacdo de perdxido de
macrofagos, mas pouco (MOREIRA et al., 2001). A concentracdo da boldina muito alta
empregada pelos ultimos investigadores limita, no entanto, qualquer interpretagdo de
seus resultados; estudos anteriores demonstraram seu efeito imunomodulador em
concentragbes mais baixas (10-30 uM) (GONZALEZ-CABELLO et al., 1994).
Verificou-se, também, que a boldina inibe a proliferacéo induzida por concanavalina in
vitro de esplendcitos de rato (PHILIPOV et al., 1998). Estudos demonstram que a
boldina age como anti-inflamatério causando reducdo dos niveis do fator de necrose
tumoral a (TNF-a), do fator nuclear kappa b (NF-kb) e da interleucina 6 (IL-6) (NISHA
et al.,, 2017). Embora esses trabalhos sugerem algumas possiveis propriedades
imunomoduladoras da boldina, o potencial real dessa apomorfina para modificar
favoravelmente as fungdes imunes celulares permanece inconclusivo.

Devido a esse potencial antioxidante e anti-inflamatério, um estudo procurou
avaliar as neuropropriedades da boldina em isquemia cerebral e foi concluido que 10 e
50 uM de boldina aumentaram a viabilidade celular, entretanto 100 uM causou aumento
do dano tecidual (KONRATH et al., 2008). Anteriormente foi demonstrado que a maior
concentracdo da boldina encontrada no SNC ocorre em 30 minutos e que apos a
administracdo oral de 50 e 75 mg/kg, as doses no SNC sdo de 18 e 24 uM,
respectivamente (JIMENEZ; SPEISKY, 2000).

3.2.1.3 Atividade antidiabética e anti-hipertensiva

A boldina apresentou efeito protetor endotelial significativo em modelos animais
de hipertensdo e do diabetes Mellitus, e atualmente apoia-se o papel terapéutico
complementar da boldina contra disfungdes endoteliais associadas a essas enfermidades
(LAU et al., 2015). Na aorta torécica isolada de ratos espontaneamente hipertensos,
ratos diabéticos induzidos por estreptozotocina e camundongos db / db, o tratamento
repetido de boldina melhorou significativamente as relaxa¢des dependentes do endotelio
induzidas por acetilcolina. O papel protetor endotelial do boldina correlacionou-se com

0 aumento dos niveis de 0xido nitrico e a reducdo das espécies de oxigénio vasculares
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reativas através da inibicdo das subunidades de fosfato de dinucleotideo de adenina e
nicotinamida oxidase (NADPH oxidase), p47phox e NOX2 além de seu papel na
downregulation do receptor tipo | angiotensina Il por meio da upregulation da proteina-
4 morfogenética 6ssea (BMP4). Em conjunto, parece que a boldina pode exercer efeitos
protetores no endotélio através de varios mecanismos, incluindo o aumento da
biodisponibilidade do o6xido nitrico, inibindo a degradacdo por espécies reativas de
oxigénio como descrito em doengas oxidativas relacionadas ao estresse (LAU et al.,
2013).

Diversos estudos demonstram a atividade da boldina no diabetes Mellitus. A
administracdo da boldina (tratamento oral, 7 dias, 20 mg/kg/dia), por exemplo, reduziu
0 estresse oxidativo e melhorou o relaxamento endotélio-dependente em aortas de
camundongos diabéticos sugerindo o uso da boldina para aliviar os efeitos vasculares do
diabetes (LAU et al., 2013), o uso de boldina diminuiu a oxidacdo do LDL (low-
density-lipoprotein) ex-vivo e o tratamento oral, 1 ou 5 mg/dia, 5 vezes por semana por
12 semanas, em camundongos com aterosclerose, diminuiu a formacdo de lesbes
aterosclerdticas (SANTANAM et al., 2004).

O uso da boldina no diabetes Mellitus também € interessante por sua atividade
antioxidante, ja que a formacgdo de ROS tem sido implicada na patogénese da destruicao
de células B e lesdo hepatica no diabetes Mellitus (LAU et al., 2013). Estudos relatam
efeito de reducdo de glicose plasmatica pela boldina, que foi associado a sua acdo
citoprotetora na célula B pancreatica e & prevencdo da formacdo de produtos de
peroxidacao (JANG et al., 2000). Seu efeito antioxidante também tem efeito prevenindo
alteracBes renais relacionadas ao Diabetes (HERNANDEZ-SALINAS, 2013).

Além da indicacdo de uso da boldina por seus efeitos na melhora vascular e por
sua atividade antioxidante, causando diminuicdo dos niveis de glicose plasmaticos, a
boldina tem potencial de ser utilizado no tratamento do diabetes Mellitus e com
beneficio para pacientes com doenga cardiovascular relacionada a obesidade, pois
previne e reverte a inibicdo de adiponectina causada por essas patologias (YU et al.,
2009).

3.2.1.4 Atividade antitumoral

Diversos estudos demonstram atividade anticancerigena da boldina, como em

cancer de bexiga, de mama e leucemias. Estudos demonstram que seu efeito principal se
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deve a acdo na telomerase e a sua atividade anti-inflamatoria e imunomoduladora. Em
cancer urinario de bexiga foi demonstrado que a inibi¢do induzida por boldina do
crescimento celular e paragem do ciclo celular parece estar ligada a inativacdo da
proteina cinase regulada por sinal extracelular (ERK). Além disso, a eficacia da boldina
na inducdo de apoptose em células T24 estd correlacionada com a modulacdo das
proteinas AKT (inativacdo) e glicogénio sintase quinase-3f (GSK-3pB) (ativagdo)
(GERHARDT et al., 2014).

3.2.1.5 Acdo inibitoria em algumas enzimas

Além de todos seus efeitos como antioxidante, a boldina possui atividade
inibitéria para a enzima acetilcolinesterase (SCHWANZ et al., 2010); atualmente
substancias com essas caracteristicas vém sendo consideradas como uma nova
abordagem terapéutica para o tratamento farmacoldgico da doenca de Alzheimer,
incentivando a investigacdo do potencial do alcaloide boldina para o tratamento de
doencas neurodegenerativas.

A boldina inibe também a atividade da tirosinase, pois contém dois grupos
fendlicos hidroxilas e assim diminui a oxidagdo de L-DOPA,; IC50 foi de 6.52 + 1.47
mM (n = 3); a boldina reage com o sitio ativo da tirosinase (Sl et al., 2013), indicando
que a boldina é um potencial agente antipigmentacdo natural e fotoprotetor por sua

atividade antioxidante.

3.2.1.6 Acdo como antagonista de dopamina

A boldina por sua semelhanca a apomorfina tem sido relatada hd muito tempo
como um antagonista de receptores tipo 1 e 2, e mais recentemente um estudo levantou
a hipotese de ele agir como um agonista parcial de receptores dopaminérgicos
(ASENCIO, 1999).

Administrado parenteralmente, a boldina, assim como outros derivados de
apomorfina, exerce algumas agdes centrais inibitorias que sdo provavelmente mediadas
através do bloqueio de receptores de dopamina D2 (ZETLER, 1988). Por sua
semelhanca estrutural com a apomorfina (antagonista dopaminérgico) a boldina também

possui descritas atividades neurolépticas in vivo, como efeito anticonvulsivante e
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antinociceptivo, o que pode ser mediado via blogueio de receptores dopaminérgicos tipo
D2 (ZETLER, 1988).

Apesar de estudos demonstrarem que a boldina apresenta boas afinidades de
ligacdo in vitro para os receptores tipo D1 e D2 (ZETLER, 1988; ASENCIO, 1999), in
vivo (i.p. 40 mg / kg), a boldina foi incapaz de deslocar o [3H] -raclopride, um ligante
D2 seletivo tanto no estriado como no bulbo olfatério de camundongos; a boldina
apenas deslocou marginalmente [3H] -SCH23390, um ligante D1 seletivo em estriado
de camundongos (ZETLER, 1988). Dado na mesma dose, a boldina ndo modificou os
comportamentos de escalada, de sniffing (respiracdo ativa e rapida) e de autolimpeza
relacionados a apormorfina. Entretanto, no comportamento de yawning (bocejo) e no
modelo de ere¢do do pénis induzido por apomorfina (associados ao receptor D2), a
boldina teve acdo, inibindo ambos 0os comportamentos em mais de 50%, mas nao afetou
0 metabolismo da dopamina no estriado (ZETLER, 1988). Portanto, embora a boldina
possa atuar como antagonista da dopamina, seu acesso, aparentemente fraco, a0 menos
a certas regides do SNC (ZETLER, 1988), adicionado a sua meia-vida plasmatica muito
curta (31 minutos) (JIMENEZ; SPEISKY, 2000), ndo permite que esta propriedade seja

facilmente analisada em experimentos in vivo (O’BRIEN et al., 2006).

3.2.1.7 Acdo como antagonista a-adrenérgico e nicotinico

Estudos demonstram atividade em adrenoreceptores e que com excecdo da sua
seletividade moderada (15 a 25 vezes) para 0s adrenoreceptores alA, ndo discrimina
entre os subtipos adrenoreceptores ol-adrenoceptores B e D e o0s subtipos
adrenoreceptores a2 A, B e C; apresentando afinidade micromolar, mostrando
propriedades antagonistas do canal de Ca* mas sem especificidade para a dilatacéo
coronaria em relacdo a cardiodepressao.

Em linha com as ultimas observacdes, foi demonstrado que, em concentragdes
entre 10 e 10 M, a boldina exerce in vitro um efeito relaxador da musculatura lisa em
ileo de rato que é, pelo menos parcialmente, mediado por acdes anticolinérgica
(SPEISKY et al., 1991). Foi relatado, também, que a boldina parece bloquear a
atividade alfa-adrenérgica direta em vas deferens de rato (DE LA HERAS et al., 1990).
Outro estudo mostrou que este alcaloide se comporta como um bloqueador alfa-
adrenérgico cardiovascular e antagonista de calcio nos ratos (IVORRA et al.,1993). A

boldina também age blogueando a agdo neuromuscular em uma preparacdo de
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diafragma de rato do musculo frénico muscular, por interacdo direta com o receptor pos-
sinaptico de acetilcolina (KANG et al., 1998). O efeito relaxante muscular da boldina
(IC50 de 13,5 uM) foi reversivel e dependente da concentragdo e sugeriu-Se
principalmente uma acgdo sobre receptores de acetilcolina nicotinicos (KANG et al.,
1998). Hue e colaboradores (1994), trabalhando com ganglio de barata, observaram que
a boldina atuava como antagonista nicotinico especifico do SNC nos insetos, sem
apresentar efeitos nos receptores muscarinicos e GABAérgicos (HUE et al., 1994);
consistente com esse Ultimo estudo, Chulid e colaboradores (1996) mostraram que a
boldina antagonizava o adrenérgico al na aorta da cobaia, mas nao teve efeito sobre a
contragéo induzida pela acetilcolina da traqueia. Assim, os dados sugerem que a boldina
apresentou maior especificidade em relacdo ao receptor nicotinico comparado ao
receptor muscarinico (CHULIA et al., 1996).

3.2.1.8 Acdo como antagonista de receptores 5-HT3

Sua acdo como antagonista de 5-HT3 corrobora seu uso para combater 0s
sintomas de doencas gastrointestinais para qual o cha de boldo tem sido utilizado ha
muitos anos na medicina tradicional como nausea, constipacgdo e para colicas intestinais,
e atualmente tem estudos indicando seu uso para combater os efeitos adversos da
quimioterapia e como adjuvante no tratamento do cancer por efeitos mencionados
anteriormente (WALSTAB et al., 2014).

3.2.3 Toxicidade da boldina

Existem muitos estudos sobre os efeitos benéficos de Peumus boldus e da
boldina, todavia sdo poucos os que falam sobre os efeitos adversos causados pelo uso
desta planta; um destes estudos que mostrou efeitos adversos observou alteractes
anatdmicas e nos blastocistos e alguma atividade abortiva quando se administrou
extratos de P. boldus e boldina durante a gestacdo (ALMEIDA et al., 2000). Entretanto,
a dose de boldina utilizada neste estudo, 500mg/kg e 800mg/kg, é alta se observarmos a
concentracdo do alcaloide boldina na folha de P. boldus - estima-se que as folhas
contenham aproximadamente 0,14% de boldina (QUEZADA et al., 2004,
GOTTELAND et al., 2004), e também € grande comparada as doses utilizadas em
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estudos mostrando seus efeitos benéficos, este estudo também ndo avaliou possivel
efeitos no desenvolvimento da prole ou alteragcbes no comportamento da fémea, que
podem ocorrer devido a atividade da boldina como antagonista de dopamina e ainda
uma possivel inibicdo da enzima tirosina hidroxilase (e assim, diminuindo a
concentracdo de dopamina no SNC), ja que esse age inibindo varias enzimas como a
tirosinase. Ainda, verificou-se que o falso-boldo, quando administrado a animais no
periodo de pré-implantacdo causa um aumento significativo da perda embrionéria,
provavelmente devido a um efeito relaxante sobre a mobilidade tubaria (ALMEIDA,
LEMONICA, 2000).

Além do precedente da longa tradicdo de uso farmacéutico da boldina e de
preparacfes a base de boldo, a toxicidade baixa dessa substancia foi mostrada,
inicialmente, pelas doses altas necessarias para induzir morte em varias espécies de
mamiferos (por exemplo, 15 g de boldina, administrados oralmente, foram necessarios
para matar um cdo de 12 kg (LABORDE, 1952); pela mesma via, 500 e 1000 mg kg-1
do peso corporal foram requeridos para matar camundongos e cobaias, respectivamente
(KREITMAIR, 1952). Também foi demonstrado que doses consideravelmente mais
baixas, 250 e 500 mg/kg (i.v.) foram necessarias para causar morte em ratos e
porquinho-da-india, respectivamente, enquanto a dose para causar morte em gatos foi de
25 mg/kg (i.v.) (KREITMAIR, 1952). Nenhum sinal de toxicidade pdde ser observado
apos a administracdo por via oral de até 3000 mg kg-1 de um extrato hidroalcoolico da
folha contendo boldina para ratos (MAGISTRETT], 1980).

Demonstrou-se que a boldina ndo é mutagénica no cromoteste SOS, e em vérias
cepas de testadores de Ames, com ou sem ativagdo metabdlica prévia (MORENO et al.,
1991). Além disso, estudos mostraram que a boldina, administrada i.p. (intraperitoneal)
em doses subletais, ndo induz sinais de genotoxicidade na medula Ossea de
camundongos, conforme avaliado pelo teste de micronucleos (SPEISKY, et al., 1993).
A analise citogenética associada com o teste de micronucleos fornece uma medida
altamente confiavel das aberracGes cromossémicas estruturais ou numéricas induzidas
por uma substancia quimica. A aplicacdo deste método, que representa um critério
oficial recomendado pelo Programa Gen-Tox de Agéncia de Protecdo Ambiental dos
EUA (MAVOURNIN et al., 1990), deve se tornar um procedimento de rotina na
avaliacdo toxicologica de novos candidatos a componentes para o desenvolvimento

como medicamentos ou aditivos alimenticios.
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Um estudo realizado para verificar a toxicidade da boldina demonstrou um
LD50 de 250 mg/kg (i.p.) em ratos, a maior parte dos animais morreu devido a uma
falha respiratéria (L'EVY-APPERT-COLLIN; LEVY, 1977). Um outro estudo
reportou que a boldina ndo induziu um aumento significativo na frequéncia de
aberracdes cromossémicas ou trocas de cromatides irmas in vitro em linfocitos humanos
de sangue periférico (40ug/ml de boldina) e in vivo em medula dssea de camundongo
(900mg/kg (p.0.) de boldina) (TAVARES; TAKAHASHI, 1994).

3.2.4 Uso da boldina no periodo gestacional

Todas as plantas possuem principios ativos e assim se ndo utilizada, dosagem,
preparacao e via de administracdo adequada poderdo causar transtornos a um individuo,
dentre eles o aborto e efeitos teratogénicos. Ha riscos para o surgimento de deformacdes
congénitas, em casos de tentativas de aborto malsucedidas.

Os prejuizos do uso inadequado de plantas medicinais na gestacdo devem ser um
alerta ndo s6 para mulheres em idade reprodutiva, mas também para os profissionais da
area da saude, pois exercem importante papel na prevencdo de efeitos indesejaveis
produzidos por plantas. Mulheres gravidas, geralmente, ndo avisam seus médicos sobre
0 uso de plantas medicinais, o que pode comprometer a sua saude.

No Brasil, 0 uso de plantas medicinais ¢ amplamente difundido e a maior parte dos
fitoterapicos comercializados é de venda sem prescricdo médica. A populagdo que
utiliza estes recursos raramente informa o fato aos profissionais da saude. Um dos
principais problemas da utilizacdo destes produtos € a crenca de que produtos de origem
vegetal sdo isentos de reacdes adversas e efeitos toxicos (RATES, 2001; GALLO;
KOREN, 2001). A regulamentacdo brasileira exige que medicamentos fitoterapicos
tenham sua eficacia e seguranca comprovadas, inclusive segurancga para uso na gravidez
e lactacdo (BRASIL, 1996; BRASIL 2004a).

Gestantes e lactantes constituem um grupo populacional que culturalmente
recorre ao uso de plantas medicinais, por acreditarem que ndo causam danos ao feto ou
ao bebé (WEIER; BEAL, 2004). O cha de boldo € o caso de um cha que € utilizado por
mulheres pelos seus efeitos benéficos, citados anteriormente, como para diminuicéo de

nauseas, contragdes uterinas e constipagdo, entretanto também é utilizado para fins
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abortivos. Como pode-se verificar na Tabela 1, o chd de boldo € o terceiro mais
utilizado no Brasil para fins abortivos.

Grande parte das plantas utilizadas como emenagogas € a mesma utilizada como
abortiva, ndo havendo distingdo clara entre estas duas intencdes de uso (FOSTER,
1999). Plantas tradicionalmente utilizadas para induzir aborto sdo administradas em
doses exageradamente elevadas, o0 que pode causar efeitos toxicos em todo o organismo
da mulher (BELEW, 1999; CIGANDA; LABORDE, 2003).

Dados obtidos no servico pré-natal do Sistema Unico de Saude (SUS) de
diversas capitais brasileiras apontaram as dez principais plantas utilizadas como
emenagogas/abortivas por pacientes gravidas (MENGUE et al., 1997). Os dados de
cada uma destas plantas encontram-se resumidos na Tabela 1.

Tabela 1. Relacdo das 10 plantas mais utilizadas como emenagogas/abortivas por
pacientes do SUS no Brasil por Mengue et al., 1997.

N° Nome popular Nome cientifico Familia
1 Sene Senna alexandrina Mill. Fabaceae
2 Arruda Ruta graveolens L. Rutaceae
3 Boldo Peumus boldus Molina Monimiaceae
4 Buchinha-do-norte-cabacinha Luffa operculata (L.) Cogn. Cucurbitaceae
5 Marcela Egletes viscosa (L.) Less. Asteraceae
Achyrocline satureioides
(Lam.) DC.
6 Canela Cinnamomum verum J. Presl. Lauraceae
7 Quina-quina Coutarea hexandra (Jacg.) K. Schum.  Rubiacae
8 Cravo Syzygium aromaticum (L.) Merr. &  Myrtaceae
L.M. Perry
9 Aroeira Astronium urundeuva (Allem&o) Engl.  Anacardiaceae

Himatanthus lancifolius (Mull. Arg.)

Apocynaceae

10 Agoniada

Woodson

Tabela adaptada de Infarma, 2007.

Tendo em vista as dificuldades em pesquisa de teratdgenos e as informacdes
escassas a respeito de plantas medicinais com efeitos abortivos, principalmente

correlacionando os efeitos aos constituintes quimicos, é de extrema importancia que
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sejam realizados estudos de toxicidade reprodutiva de plantas medicinais,
principalmente porque muitas pessoas ndo sabem de seus diversos usos e efeitos
colaterais. Tanto pelo fato de a boldina ser o principal alcaloide presente em Peumus
bolbus, sendo utilizada vastamente para diversas enfermidades na medicina tradicional,
mas também pelo fato de ser uma substancia com possibilidade de ser utilizada em
diversos tratamentos é de extrema importancia verificar se a boldina pode ser utilizado
no periodo gestacional, j& que se tem evidéncias que este poderia causar aborto e por, ao
nosso conhecimento, ndo existir nenhum estudo realizado para verificar os efeitos que o

tratamento em fémeas progenitoras causa na prole.

3.3 Avaliacéo toxicologica

A legislacdo brasileira e internacional exige que fitoterapicos e farmacos sejam
produzidos ou disponibilizados no mercado para consumo somente ap0s a avaliacao
rigorosa de suas caracteristicas. Para tal, devem ser realizados testes que determinem
suas atividades toxicoldgicas e o seu potencial mutagénico (SILVA et al, 2003).

No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) é o 6rgéo
regulador para registro de medicamentos fitoterapicos de uso humano e prevé a
realizacdo de estudos de toxicidade pré-clinica. O guia emitido por esse 6rgéo tem por
objetivo indicar métodos padronizados para os estudos de toxicologia pré-clinica para
fitoterapicos incluindo toxicidade aguda, toxicidade de doses repetidas (longa duracdo),
estudo especial - genotoxicidade e avaliacdo toxicoldgica de medicamentos fitoterapicos
de uso tdpico. Os ensaios de toxicidade reprodutiva estdo previstos quando o
medicamento for indicado para administracdo de longa duracdo ou para gestantes
(ANVISA, 2004).

3.3.1 Testes sobre toxicidade reprodutiva

A avaliacdo da Toxicologia Reprodutiva compreende um estudo complexo.
Entende-se por reproducdo o processo bioldgico que assegura a continuidade das
espécies, possibilitando que o material genético existente seja passado as geragdes

seguintes. Assim sendo, o ciclo reprodutivo ndo versa apenas na concepcao, prenhez e
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nascimento, mas tem inicio com a producédo de gametas nos genitores (no periodo pré-
natal do organismo parenteral), continuando pela fertilizacdo e desenvolvimento
embriofetal, nascimento e desenvolvimento pds-natal até a maturidade sexual, quando o
descendente adulto se torna capaz de procriar (MELLO, 2007).

Os agentes quimicos podem afetar o ciclo reprodutivo em qualquer das suas
diferentes fases, impedindo ou inibindo temporariamente a reproducdo e/ou causando
defeitos de desenvolvimento na prole exposta. Nas fases pré e pos-natal, 0os 6rgédos
sexuais e 0 sistema nervoso central que ainda estdo se diferenciando, podem ser
atingidos por substancias presentes no sangue materno através da placenta durante a
gestacdo ou através do leite durante a lactacdo (ZENICK; KLEGG, 1989). Desta forma,
os estudos de toxicidade reprodutiva devem ser igualmente abrangentes para que se
possam detectar diferentes tipos de agravos nas diferentes fases do ciclo reprodutivo
(LEMONICA et al., 2001).

A exposicdo pré-natal e poés-natal a produtos téxicos pode produzir mudancas
imprevisiveis a partir dos efeitos observados em adultos, e esses efeitos sdo muitas
vezes irreversiveis. Resultados adversos no desenvolvimento, em ambos 0S sexos
podem resultar de exposicdo a agentes toxicos no Utero ou no leite materno (EPA,
1996).

Assim, os estudos de toxicidade reprodutiva adaptados de normas da
Environmental Protection Agency (EPA), recomendados por OECD e FDA, e a serem

realizados durante a execucao deste projeto, abrangem trés segmentos:

e segmento | “Toxicidade cronica e reprodutiva” onde € realizada a avaliacdo de
efeitos sobre a fertilidade de machos e fémeas antes e durante o acasalamento;

e segmento II “Toxicidade pré-natal — estudo de teratogenicidade”, com exposigado
da progénie durante a fase de organogénese;

e segmento III “Toxicidade peri e pds-natal” onde sdo avaliados os efeitos sobre o
desenvolvimento pré e pds-natal de progénies expostas durante as fases de

desenvolvimento fetal e lactagéo.

Para estudos de toxicologia, frequentemente utilizam-se ratos Wistar, uma
linhagem de ratos albinos que sdo preconizados por serem animais doceis e por
possuirem excelente desempenho reprodutivo. Os machos atingem a maturidade sexual

logo ap6s a puberdade (entre 60 e 75 dias de vida), sua fertilidade maxima encontra-se
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entre 100 e 300 dias, e a senescéncia reprodutiva ocorre aproximadamente aos 360 dias
de idade (EBISUI, et al., 2009).

A melhor maneira para revelar efeitos reprodutivos induzidos por xenobioticos é
investigar todos os parametros possiveis. Ha varios anos os investigadores monitoram,
com maior assiduidade, o comportamento animal quando estudam os efeitos
reprodutivos de substancias exdgenas (CHAHOULD; FAQI, 1998; FAQI et al., 1998).

Durante as avaliagdes toxicoldgicas, é necessario proceder algumas analises
comportamentais dos animais testados (BENNETI, 2005). O teste de acasalamento
entre ratas no periodo de estro e machos sexualmente experientes, tém a finalidade de
testar o comportamento sexual masculino (CHAHOULD; FAQI, 1998), j& o
comportamento da rata lactante com sua ninhada objetiva garantir o bem-estar e atestar
que as manipulacbes inofensivas e 0s estimulos estressores ndo estdo induzindo
alteracdes enddcrinas e comportamentais na idade adulta, ja que estes efeitos poderiam
ser associados ao comportamento maternal, em que a mée estimula com mais frequéncia
e intensidade seus filhotes (BENNET], 2005).

Quanto ao periodo gestacional a gestacdo de ratos difere da gestacdo humana e
seu periodo perinatal pode ser dividido em quatro etapas: implantacdo, organogénese,
desenvolvimento fetal e periodo neonatal. O inicio da prenhez, que vai da fertilizacdo
até a implantacdo, ¢ um periodo critico durante o qual podem ocorrer perdas
gestacionais. Em roedores e humanos os processos celulares que ocorrem durante o
periodo de perifertilizacdo (meiose, ovulacdo e fertilizacdo) sdo similares (CASTRO et
al, 2007). O periodo neonatal tem seu inicio no nascimento da prole e € finalizado até o
término da lactacdo. Nesse periodo ocorre a maturacdo funcional e o ganho de peso
corporal. Por outro lado, o ambiente inicial do neonato é determinado pela mée, que €

responsavel por sua sobrevivéncia (CASTRO, 2006).

3.3.2 Desenvolvimento dos filhotes

Em animais, podem-se utilizar alguns testes para avaliar o desenvolvimento e o
comportamental pds-natal dos filhotes. Os testes sdo importantes para determinar se ha
alteracdo quanto ao peso, desenvolvimento, maturacdo e comportamento dos filhotes
pela exposicao a substancias administradas (ABEL; DINTCHEFF, 1978).
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Ratos de laboratorio nascem pesando entre 5 — 7 g no dia zero, com os olhos
fechados e a cavidade do ouvido obstruida por pele; além disso, as narinas estdo abertas
para a respiragdo e os animais possuem dente de leite, mas os dentes incisivos ainda nao
nasceram. As patas traseiras e dianteiras sdo bem formadas, mas os filhotes ndo tém
capacidade de ficar em pé, agarrar ou engatinhar (GERRISH; ALBERTS, 1995).

O desenvolvimento pos-natal ocorre rapidamente e a cada dia a aparéncia dos
filhotes sofre mudancas. O ganho de peso € considerado o melhor indicador do estado
de saude dos filhotes e é necessario um aumento regular na massa muscular, no
crescimento e na diferenciacdo do esqueleto do animal, acompanhado de um suporte
antigravitacional para sustentacdo dos movimentos. Os animais sdo pouco capazes de
manter a temperatura corporal sem auxilio da mée por volta do dia 5, quando ocorre um
aumento do tecido adiposo subcutaneo, fornecendo um maior isolamento térmico, além
do aparecimento de penugem ao longo do corpo e a partir do dia 8 nascimento do pelo
(GERRISH, ALBERTS, 1995).

O desenvolvimento das fungdes sensoriais nos filhotes ocorre, na seguinte
ordem, para todos os vertebrados: tatil, vestibular, auditiva e visual (ALBERTS, 1984).
A funcdo vestibular pode ser demonstrada com testes de reflexos. Ja no 2° dia o neonato
é capaz de exercer o reflexo de orientagcdo dorsoventral, embora se torne mais evidente
com a idade. Os filhotes, com o passar do tempo, desenvolvem estratégias para a
reorientacdo dorsoventral a fim de facilitar o seu desempenho (WHISHAW; KOLB,
2005). Ja a geotaxia tem sido considerada uma das respostas reflexas mais
caracteristicas dos ratos (KREIDER; BLUMBERG, 2005).

Em ratos, 0 equivalente ao terceiro trimestre gestacional humano ocorre apés o
nascimento, ou seja, 0 periodo poOs-organogénese € extrauterino, sendo os 7-10
primeiros dias de vida pds-natal o periodo que representa o maior crescimento neuronal
(WEINBERG et al., 2008).

Individuos expostos durante periodos criticos de desenvolvimento sdo mais
vulneraveis a acdo de substancias quimicas em funcdo de menor capacidade metabdlica
e excretora e da auséncia de muitos mecanismos de retroalimentacdo do sistema
enddcrino (ZENICK e KLEGG, 1989). Cada um dos sistemas em formacdo apresenta
um periodo critico especifico em que se encontram mais suscetivel ao agente e quanto
maior for este periodo, maior também sera a suscetibilidade (BERNARDI, 2014). Os

periodos criticos do desenvolvimento do rato estdo ilustrados na Figura 1.
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Figura 1. Periodos de desenvolvimento dos diferentes érgdos e sistemas do rato. Adaptado de
Bernardi, 2014.

O periodo neonatal (fase final do periodo perinatal) tem seu inicio ao nascimento
da prole, sendo finalizado com o término da lactacdo. Ocorre a maturagdo funcional e o
ganho de peso corporal, nesse periodo. Por outro lado, o ambiente inicial do neonato é
determinado pela mée que é responsavel pela sobrevivéncia dos filhotes. A mée é a
primeira fonte de conforto térmico, alimentacdo e limpeza, determinando primariamente
o desenvolvimento da arquitetura do cérebro apds o nascimento (CASTRO, 2006).

IntervencOes na relacdo mae-filhotes podem afetar comportamentos emocionais
e respostas ao estresse na vida adulta (HUOT, 2004). Assim, a interacdo méae-filhotes é
crucial para o crescimento somatico e o desenvolvimento comportamental (CASTRO,
2006).

Para observar o desenvolvimento, a maturacdo e o comportamento dos filhotes
expostos a substancias investigadas para toxicidade reprodutiva durante o periodo
gestacional, investiga-se alteracdes em testes que compreendem respostas reflexas, de
orientacdo, de forga, atividade locomotora e ansiedade, além do registro de peso,
observacdo da abertura de olhos, erupcdo dos dentes incisivos, e caracteristicas
reprodutivas como descida de testiculos, abertura do canal vaginal e a separacao
prepucial dos machos (GIOVANA, 2009).
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3.3.2.1 Observacdo de reflexos

3.3.2.1.1 Geotaxia negativa

A geotaxia negativa é um teste que remete a funcdo vestibular e a propriocepc¢ao
(ROBERGS; ROBERTS, 2002), descrevem que o aparelho periférico consiste de um
conjunto de sensores do movimento, o qual envia informacfes ao sistema nervoso
central, especificamente ao complexo nuclear vestibular e ao cerebelo, sobre a
velocidade angular da cabeca. A aceleracdo linear € a orientacdo cefélica em relagdo ao
eixo gravitacional. O sistema nervoso central processa esses sinais e 0s combina com
outras informacdes sensoriais, para estimar a orientacdo cefalica. A resposta do sistema
vestibular central é transmitida aos musculos extraoculares e & medula espinhal para
preparar dois importantes reflexos, o reflexo vestibulo-ocular (gera os movimentos
oculares) e o reflexo vestibulo-ocular (gera 0 movimento corporal de compensacao,
mantendo a estabilidade cefalica e postural, evitando quedas). O desempenho desses
reflexos é monitorizado pelo SNC e, quando necessario, eles sdo reajustados por
processos adaptativos (ROBERT; SCOTT, 2002).

3.3.2.1.2 Reflexos postural e reflexo de agarrar

O desenvolvimento sensério-motor adquire importancia vital na avaliacdo
evolutiva da maturidade da funcdo motora (sistema piramidal, extrapiramidal e
cerebelar) do ponto de vista neurolégico. Como ja& mencionado, 0s neonatos
demonstram reflexo postural, que se torna mais importante com a idade, iniciando no
dia 1 e com o passar dos dias, o animal adquire estratégias posturais torna-se mais
rapido na realizacdo da tarefa (WHISHAW; KOLB, 2005). O rato desenvolve a
habilidade de ‘“agarrar”, entre o dia 14 ¢ o dia 17 pos-natal. A forca muscular
despendida é testada através de teste de forca, onde o animal deve ser capaz de sustentar

0 peso de seu proprio corpo por um tempo determinado (GIOVANA, 2009).

3.3.3 Comportamento materno e suas vias

O comportamento materno pode ser definido como o comportamento da fémea

lactante em relacdo a sua prole imatura. Este comportamento inclui a posicdo de
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aleitamento, que promove nutri¢cdo e calor aos filhotes, o comportamento de busca e
agrupamento dos filhotes ao ninho e a construcdo do ninho (NUMAN, 1994).

A mae desempenha um importante papel no desenvolvimento das respostas ao
estresse. Os filhotes que recebem maior quantidade de cuidado materno apresentam
resposta reduzida de corticosterona quando adultos, se submetidos a estresse
(ANISMAN et al., 1998). Também apresentam maior atividade no campo aberto e
menor laténcia para iniciar a comer em um novo ambiente (CALDJI et al., 1998).

O estimulo tatil é extremamente importante para o desenvolvimento normal da
maioria dos mamiferos. Nos ratos, o principal estimulo tatil nos filhotes é o
comportamento de lamber o corpo e a regido anogenital destes. Este comportamento,
descrito como tdo importante quanto a lactacao, tem papel nos sistemas neurais e altera
a plasticidade do sistema nervoso central (VAN OERS et al., 1998).

Ao nascerem, os mamiferos ndo estdo com o sistema nervoso plenamente
desenvolvido. Nos ratos, o sistema nervoso esta suscetivel a alteragdes ambientais logo
apo6s o nascimento. O desenvolvimento de respostas adaptativas ao estresse pode ser
modificado por eventos que ocorrem durante este periodo (MEANEY et al., 1993).

O periodo neonatal corresponde ao periodo onde as ligacGes sociais do animal
sdo primariamente formadas (SCOTT, 1962). Durante esta fase o organismo esta
altamente sensivel aos efeitos de estimulos ambientais, como, a manipulacdo por parte
do experimentador, ou alteracbes no comportamento materno. As estimulacdes
neonatais que induzem as alteracbes comportamentais e neuroenddcrinas parecem
persistir ao longo da vida do animal (FRANCIS et al., 1996).

A separacdo da mée por longos periodos pode alterar as vias de resposta ao
estresse, pois a mée é a primeira ligacdo entre o filhote e 0 meio ambiente (FRANCIS;
MEANEY, 1999) e a alteracdo desta relacdo pode alterar a diferenciacdo do sistema
nervoso dos filhotes.

O desenvolvimento do eixo HPA (hipotalamo-pituitaria-adrenal) é afetado por
eventos que aconteceram no inicio da vida. Durante esta fase, nos roedores, 0s
receptores de glicocorticoides do hipocampo demonstram plasticidade (FRANCIS et al.,
1996).

Nos ratos, 0 comportamento materno ocorre com uma frequéncia maior nos
primeiros 10 dias apos o parto (GROTA, 1969), ja que os filhotes de ratos nascem
parcialmente imdveis, desprovidos de pelos, surdos e cegos, incapazes de se locomover

e de regular sua temperatura; e sua dependéncia em relacdo & mae diminui a partir dai,
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conforme aumenta a autonomia dos filhotes. Até o 12° dia de vida, aproximadamente, é
a mée que toma a iniciativa de se aproximar dos filhotes. Apds este periodo, os filhotes
que se aproximam da mde para quando necessitam de cuidados, ja que estdo aptos a se
locomover e a deixar o ninho (LEON, 1971). Depois de duas semanas do nascimento ha
um declinio gradual dos cuidados da progenitora em relacdo aos filhotes, até que a
rejeicdo dos filhotes pela méae no desmame ocorra (REISBICK, 1975).

Apos o parto, a progenitora lactante se engaja em manter uma serie de cuidados
com os filhotes (Pup Nursing). Na maior parte do tempo ela fica sobre eles, para
aquecé-los (GROTA, 1969). Ela pode se manter por cima dos filhotes com uma postura
arqueada, o que faz com que as mamas figuem mais expostas e facilita a ejecéo do leite
quando os filhotes realizam a succdo (STERN, 1990). Ao parirem, as lactantes passam
até 85% do tempo total juntos aos filhotes (GROTA, 1969), o que diminui
consideravelmente a quantidade de bebida e racdo consumida pela progenitora.

Como mencionado, o comportamento de lamber os filhotes (Pup Licking)
também € importante; este comportamento ocorre por todo o corpo e pela regido
anogenital (perineo) e seu propdsito € estimular a excrecdo dos filhotes e, além disto,
serve como reposicao de agua e eletrélitos para a mée lactante, ja que ela ingere a urina
dos filhotes (GUBERNICK; ALBERTS, 1985). O comportamento de lamber ocorre em
alta frequéncia nos primeiros dias apds o parto e a frequéncia de lamber a regido
anogenital € maior nos filhotes machos que nas fémeas (MOORE; MORELLI, 1979). O
comportamento de lamber os filhotes € um importante estimulo tactil que pode
influenciar no desenvolvimento social dos filhotes machos e fémeas quando adultos,
sendo o comportamento sexual muito importante neste quesito (BIRKE; SADLER,
1987; MOORE, 1992). Estimulos olfatorios e a quantidade de urina estdo envolvidos na
frequéncia de duracdo deste comportamento (MOORE; POWER, 1992). Este
comportamento influencia o comportamento materno futuro, pois os filhotes fémeas que
receberam uma quantidade de lambidas maior ficardo mais tempo com seus filhotes
guando forem mées (FRANCIS et al., 2000).

As vias que influenciam o comportamento materno sdo muito estudadas, todavia
ainda nédo estdo plenamente claros todos os constituintes presentes. A regulagéo do
comportamento maternal em ratos ocorre em duas fases (NUMAN, 1994). O inicio
natural do comportamento materno ocorre no dia do parto, e é controlado por varios
hormonios relacionados com a gestacdo (estrogénio, progesterona, prolactina e

ocitocina). A fase de manutencdo do comportamento materno ocorre durante o periodo
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pos-parto, e & controlado principalmente por fatores ndo hormonais (ou seja, 0s
estimulos multissensoriais fornecidos por filhotes) (SILVA et al., 2001). Extensas
pesquisas delinearam o0s circuitos neurais basicos que medeiam a expressdo do
comportamento maternal. A visdo atual é que os sistemas de dopamina (DA)
mesolimbica e mesocorticais fazem parte de um sistema motivacional ndo especifico ou
geral, que serve para aumentar a capacidade de resposta de um organismo a uma vasta
variedade de estimulos biologicamente significativos, incluindo os filhotes (CHEN et
al., 2014), e que a DA esta envolvida em ambas fases de regulacdo do comportamento
(BRIDGES, 1996).

A serotonina é um neurotransmissor importante ligado em muitos processos
psicoldgicos relevantes para o comportamento maternal (VEIGA et al., 2007); estudos
mostram que uma alteracdo nesta via pode romper o comportamento materno (CHEN et
al., 2014).

AlteracOes causadas por administracdo de substancias podem causar depresséo
materna durante a gestacdo e/ou o periodo pos-parto que afeta ndo s6 o bem-estar da
mde, mas também o desenvolvimento da prole (MURRAY; COOPER, 1997,
MURRAY et al., 2007). Sabe-se que o estresse cronico pode afetar o comportamento,
emocdo, cognicdo e morfologia do cérebro (GALEA et al., 1997; SOUSA et al., 2000).
Estudos demonstraram que a dopamina estd envolvida em ambas as fases do
comportamento materno (LONSTEIN et al., 1998; HANSEN, 1994; HANSEN et al.,
1991; HANSEN, 1991; BRIDGES, 1996; NUMAN, 2007; NUMAN, 2005; FEBO et
al., 2010).

Estudos com lesbes no ndcluo accubens mostraram que neurdnios
dopaminérgicos que inervam este local podem ser particularmente importantes para o0s
aspectos locomotores do comportamento maternal, como o comportamento de busca
dos filhotes (HANSEN et al., 1991; HANSEN, 1991). Todavia, lesbes no caudado-
putamen (estriado dorsal) ndo causaram nenhum efeito sobre ambas as fases do
comportamento maternal (HANSEN et al., 1991).

Como é sabido, o sistema dopaminérgico mesolimbico esta envolvido em
processos motivacionais, tais como recompensa e reforco (STERN; KEER, 1999).
Expor a mde aos filhotes (reforcando estimulos) induz a liberagdo DA no nucleo
accumbens e striatum dorsal (FLEMING et al., 1994). Substancias que blogueiam os
receptores D2 like de DA como o haloperidol (0.1 mg/kg) induzem reducdo no

comportamento de busca dos filhotes e na qualidade do ninho (SILVA et al., 2001).
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Ja que a boldina é um bloqueador dos receptores dopaminérgicos (ZETHER,
1988; ASENCIO, 1999), seu uso cronico pode causar alteragdes no comportamento
materno, ja que a via dopaminérgica esta muito relacionada com o comportamento
materno; além de haver uma possivel acdo como inibidor da tirosina hidroxilase,

diminuindo assim os niveis de DA, ja que age na enzima tirosinase (SI, et al., 2013).
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4 METODOLOGIA E RESULTADOS

O presente estudo apresenta os métodos utilizados e os resultados obtidos na

forma de artigos. Foram escritos 2 artigos conforme descrito a seguir:

41 ARTIGO 1 - BOLDINA ADMINISTRADA DURANTE A
GESTACAO ALTERA O DESENVOLVIMENTO DA PROLE

RESUMO

A boldina é o principal alcaloide encontrado em Peumus boldus, muito utilizado na
medicina tradicional por seus efeitos gastrointestinais e hepaticos; atividades
farmacoldgicas como colegoga, hipnética, citoprotetora, antitumoral, anti-inflamatdria,
antipirética, antiplaquetaria, antiplasmddica, antidiabética, anti-hipertensiva, inibidora
da tirosinase e da acetilcolinesterase, antagonista dopaminérgico (receptores D1 e D2
like), adrenérgico (receptores al e a2) e serotoninérgico (receptores 5-HT3), tem sido
atribuidas ao seu uso (O'BRIEN et al., 2006). O cha de P. boldus é também utilizado
por gestantes para aliviar os efeitos negativos da gestacdo como constipacdo, colicas
uterinas, cefaleia e nauseas; controverso a esse uso ele também é utilizado como
abortivo (MENGUE, et al., 1997). O intuito deste estudo foi identificar a acdo da
boldina sobre a prole de fémeas tratadas durante o periodo gestacional, dia gestacional 1
(GD1) ao parto, diariamente por gavagem, ciclo claro, 1ml/100g peso corpéreo, nas
doses de 1mg/kg, 10mg/kg e 100mg/kg. Concluiu-se que o uso da boldina e do cha de
P.boldus deve ser evitado durante o periodo gestacional pois sua administracao durante
esse periodo causa alteragcdes no desenvolvimento da prole, em seu desempenho nos
testes de reflexos (teste de endireitamento, geotaxia e agarrar), fisico (abertura de olhos)
e reprodutivo (abertura vaginal, descida de testiculos e separacdo prepucial), gerando,
também, alteracdes no peso de 6rgdos de machos e fémeas da prole na puberdade, na
producdo diéria de espermatozoides e no percentual de espermatozoides com alteragdo
(anormais).

Palavras-chave: toxicidade reprodutiva, boldine, Peumus boldus, desenvolvimento
filhotes, substancias abortivas, reproducao

ABSTRACT

Boldine is the main alkaloid found in Peumus boldus, widely used in traditional
medicine for its gastrointestinal and hepatic effects; farmacological activities such as,
colegog, hipnotic, cytoprotective, antitumoral, anti-inflammatory, antipiretic,
antiplatelet, antiplasmodic, antidiabetic, antihypertensive, tyrosinase and
acetylcholinesterase inhibitor, dopaminergic antagonist (D1 and D2 like receptors),
adrenergic antagonist (ol and a2 receptors) and serotonergic antagonist (5-HT3
receptors) have been attributed to its use (O'BRIEN et al., 2006). P. boldus tea is also
used by pregnant women to relieve the negative effects of pregnancy such as
constipation, uterine cramps, headache and nausea; Controversely to this use it is also
used as abortive (MENGUE, et al., 1997). The aim of this study was to identify the
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effect of boldine on the offspring of gestational females treated during the gestational
period, gestational day 1 (GD1) at delivery, daily by gavage, light cycle, 1ml / 100g
body weight at doses of 1mg/kg, 10mg/kg and 100mg/kg. We concluded that the use of
boldine and P. boldus tea should be avoided during the gestational period because its
administration during this period causes changes in offspring development, on its
performance in the reflex tests (righting, geotaxia and grab), physical (eye opening)
and reproductive (vaginal opening, descent of testicles and preputial separation), and
also alters the weight of male and female organs off the offspring at puberty, daily
sperm production and the percentage of spermatozoa with alteration (abnormal).

Key words: reproductive toxicity, boldine, Peumus boldus, offspring development,
abortive substances, reproduction

1 INTRODUCAO

O uso de plantas medicinais é vastamente difundido por todo o mundo e a
Organizacdo Mundial da Satude (OMS) reconhece que o uso de plantas medicinais tem
grande importancia (WHO, 2005). O cha de boldo (Peumus boldus) é muito utilizado
por gestantes para aliviar os efeitos negativos da gestacdo como, constipacdo, colicas
uterinas, cefaleia e nauseas; controverso a esse uso ele também é muito utilizado para
efeitos abortivos (MENGUE et al., 1997).

A boldina ¢ o principal alcaloide encontrado no P. boldus. E muito utilizado na
medicina tradicional principalmente pelos seus efeitos gastrointestinais e hepaticos,
tendo sido demonstrada diversas acdes farmacologicas como atividade, colegoga,
hipndtica, citoprotetora, antitumoral, anti-inflamatéria, antipirética, antiplaquetaria,
antiplasmddica, antidiabética, anti-hipertensiva, inibicdo da tirosinase e da
acetilcolinesterase, e seu uso como antagonista dopaminérgico (receptores D1 e D2
like), adrenérgico (receptores al e 02) e serotoninérgico (receptores 5-HT3) , entre
outras (O'BRIEN et al., 2006).

A exposicdo pré-natal (uterina) a diversos farmacos pode produzir alteracGes
muitas vezes irreversiveis ao desenvolvimento da prole (EPA, 1996). O feto é
especialmente vulneravel a danos em virtude da exposicdo a compostos quimicos que
atravessam a placenta e/ou a barreira cerebral ainda imatura, além disso, durante o seu
desenvolvimento existem periodos que s@o criticos para a evolugdo normal (RICE;
BARRONE, 2000; COSTA et al., 2004). Além disso, individuos expostos durante
periodos criticos de desenvolvimento sdo mais vulneraveis a acdo de substancias

quimicas em funcdo da menor capacidade metabolica e excretora e da auséncia de
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muitos mecanismos de retroalimentacdo do sistema endocrino (ZENICK; KLEGG,
1989). As caracteristicas do concepto e sua capacidade de desenvolvimento e maturagdo
sdo expressdes da capacidade de fertilizacdo de células germinativas, concepcdo bem-
sucedida e o subsequente desenvolvimento intrauterino. O desenvolvimento peri e pos-
natal depende do potencial de desenvolvimento do individuo e de sua habilidade de
enfrentar variadas circunstancias ambientais (MELLO; LANGELOH, 2006).

Em animais, podem-se utilizar alguns testes para avaliar o desenvolvimento e o
comportamental pds-natal dos filhotes. Os testes sdo importantes para determinar se ha
alteracdo quanto ao peso, desenvolvimento, maturacdo e comportamento dos filhotes
pela exposicao a substancias administradas (ABEL; DINTCHEFF, 1978).

Devido a importancia de se verificar a toxicidade reprodutiva deste alcaloide por
Seu uso em gestantes, nesse estudo foram investigados os efeitos da boldina na prole de
ratas Wistar a partir da exposi¢do materna durante o periodo gestacional, dia gestacional
1 (GD1) até o dia anterior ao parto, nas doses de 1mg/kg, 10mg/kg e 100mg/kg. A prole

teve seu acompanhamento de desenvolvimento corporal, reprodutivo e comportamental.
2 MATERIAIS E METODOS
2.1 Animais e tratamentos

A boldina foi adquirida da Sigma-Aldrich (Sigma-Aldrich Brasil Ltda

Para avaliar os efeitos da boldina no comportamento e desenvolvimento corporal

e sexual da prole de fémeas tratadas com boldina durante o periodo gestacional, foram
utilizados 30 machos e 95 fémeas nuliparas, provenientes do Centro de Reproducédo e
Experimentacdo de Animais de Laboratorio (CREAL) da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul (UFRGS), acasalados em uma proporcao de trés fémas para cada macho.
O inicio da gestacdo (GDO0) foi constatado através de esfregaco vaginal contendo
espermatozoides. A boldina foi administrada nas fémeas prenhas uma vez ao dia, via
oral (gavagem) em um volume de 1ml/100g de peso corporal a partir do dia 1 da
gestacdo (GD1) ao dia anterior ao parto. A toxicidade foi avaliada utilizando-se trés
doses espacadas geometricamente, conforme recomendado por ANVISA, OECD, FDA,
sendo a menor dose 0,001g%, a dose que contém a quantidade de boldina presente em
40g de folhas de P. boldus, quantidade recomendada para tratamento de nauseas
(SPETHMANN, 2003); estima-se que as folhas de P. boldus contém aproximadamente
0,14% de boldina (QUEZADA et al., 2004; GOTTELAND et al., 2004). Com base
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nessas informacdes foram propostas as seguintes doses de tratamento nas fémeas
progenitoras e a progénie foi dividida em quatro grupos experimentais de acordo com

esse tratamento:

Grupo | — Controle negativo, descendentes de fémeas tratadas com salina.

Grupo Il — Dose 1 (1 mg.kg™?), descendentes de fémeas tratadas com boldina na
concentragéo de 0,001% (1BD).
Grupo 11l — Dose 2 (10 mg.kg™), descendentes de fémeas tratadas com boldina na

concentracdo de 0,01% (10BD).
Grupo IV — Dose 3 (100 mg.kg™), descendentes de fémeas tratadas com boldina na
concentragéo de 0,1% (100BD).

Durante todo o periodo experimental, os animais foram mantidos em biotério
sob condigfes constante de umidade (50% + 5), temperatura (21°C + 2), ciclo de luz
claro/escuro de 12h e alimentados com ragdo comercial (Nuvital CR 1, Nuvital,
Colombo, PR) e 4gua ad libitum.

Todos os procedimentos utilizando animais foram aprovados pela Comissdo de
Etica no Uso de Animais/UFRGS, Porto Alegre, RS, niimero 29477.

2.2 Protocolos Experimentais

Todos as anélises e testes foram realizados durante o ciclo claro pela manha.

2.2.1 Avaliacdo geral da prole

No primeiro dia pés-natal (PND1) os filhotes foram contados, sexados e
selecionados, aleatoriamente, oito filhotes por fémeas, sempre mantendo a mesma
proporcdo de machos e fémeas, quando possivel, visando que todos os filhotes recebam
a mesma quantidade de alimento da fémea e seus cuidados. Cada filhote foi avaliado
guanto ao desenvolvimento fisico geral como recomenda OECD 416 (2001) para as
seguintes caracteristicas: dia do aparecimento da penugem, dia do descolamento dos
pavilhdes auriculares, dia do desenvolvimento do pelo, dia da erupgdo dos dentes
incisivos, dia da abertura dos olhos, dia da descida dos testiculos, dia da separacao

prepucial e o dia de abertura vaginal (OECD, 2001). A observacdo dessas caracteristica
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é de extrema importancia para verificar possiveis alteracées no desenvolvimento fisico e
reprodutivo dos animais (GIOVANA, 2009) .

Para determinar a idade a puberdade, foi avaliada a separacdo balanoprepucial,
que consiste na separacdo da membrana prepucial e externalizacdo da glande do pénis e
nas fémeas foi verificada a abertura do canal vaginal (KORENBROT et al., 1977). Este
procedimento foi iniciado no PND33 e continuado, uma vez ao dia até a constatacdo da
separagdo balanoprepucial através de cuidados a manipulacéo do tecido.

As demais caracteristicas foram observadas diariamente de acordo com a taxa

esperada para aparecimento das caracteristicas.

2.2.2 Desenvolvimento fisico geral

Os reflexos dos filhotes foram avaliados individualmente e de acordo com
adaptacOes de Castro e colaboradores (2000) e Castro (2006). Do PND2 ao PND5 foi
avaliado o reflexo de endireitamento, onde cada animal foi colocado em decubito dorsal
e cronometrado o tempo gasto para ele voltar ao decubito ventral. Do PND7 ao PND10
foi avaliada a geotaxia negativa, onde o animal foi colocado com as quatro patas em um
plano inclinado de 30°, com a cabeca voltada para o lado mais baixo e cronometrado o
tempo até o animal reorientar o corpo com um giro de 180°. Do PND14 ao PND17, os
animais foram seguros pela cauda e encorajados a agarrar-se com 0s dois membros
anteriores em uma barra cilindrica, ficando suspensos; foi cronometrado o tempo que o
animal conseguiu ficar suspenso, avaliando assim, a resposta de agarrar.

O desmame foi realizado no PND21 e, no PND65 um macho e uma fémea de
cada ninhada foram selecionados aleatoriamente e eutanasiados para a avaliacdo da
histologia e peso de dérgdos. Nos machos ainda foi realizada a coleta de testiculos,
epididimos e ductos deferentes para verificar a producdo espermatica e a verificacdo de

possiveis alteragdes morfoldgicas nos espermatozoides.

2.2.3 Peso e histologia dos 6rgdos

No PNDG65, um macho e uma fémea de cada ninhada foram eutanasiados e
coletados rins, figado, baco e coracdo, com vistas a avaliacdo de possiveis alteracdes
macroscépicas. A massa de cada 6rgdo foi mensurada e relacionada com a massa

corporal do individuo. Dos Orgdos sexuais masculinos, passaram pelo mesmo
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procedimento: testiculos, epididimos, ductos deferentes, prostata e vesicula seminal,
esta ultima foi drenada antes da pesagem. Dos 6rgdos sexuais femininos, passaram
também pelo procedimento acima descrito os ovérios e o Utero. Todos os 6rgéos, exceto
um testiculo por animal, foram fixados em solucdo de formalina tamponada. Um
testiculo por grupo foi fixado em solucdo de Bouin, tratado com alcool, embebido em
parafina e cortes de 5um foram preparados em laminas e corados com hematoxilina
eosina. Todos os Orgdos foram examinados histologicamente no Laboratorio de
Patologia Veterinaria, Departamento de Patologia e Clinica Veterinaria da Faculdade de
Veterinaria da UFRGS.

2.2.4 Avaliacdo espermética

As contagens espermaticas foram realizadas de acordo com o que foi
previamente descrito por Piffer e colaboradores (2009) e Robb e colaboradores (1978).
Os testiculos e epididimos foram pesados, a tlnica albuginea removida e o parénquima
homogeneizado em 10 mL de solugcdo salina contendo Triton 0,5%, seguindo a
sonicacdo por 30 s. As amostras foram diluidas 10 vezes em solucdo salina e as
espermatides maduras resistentes foram contadas nos quatro quadrantes laterais do
hemocitdmetro. Os valores foram subsequentemente divididos por 6,1 dias para calcular
a producdo diaria de espermatozoides. A cauda do epididimo foi cortada,
homogeneizada e diluida como descrito para os testiculos e nesta foram contados os
espermatozoides nos quatro quadrantes laterais do hemocitdmetro.

As caracteristicas morfologicas espermaticas (alteracdes em cabeca ou cauda do
espermatozoide) foram analisadas atraves de esfregaco do lavado do duto deferente (0,1
mL) em lamina corada com eosina 2% (0,1 mL). Foram analisados 200

espermatozoides por animal em microscopio optico.

2.2.5 Teste de comportamento em campo aberto

No PND75, oito machos de cada grupo tiveram seu comportamento testado
através do teste de campo aberto com adaptacfes de Asano (1989). Cada animal foi
colocado em uma arena quadréatica de 1m? com paredes de 50 cm de altura e base
dividida em quadrantes de 20 cm? perfazendo divisio de 25 quadrados. O

comportamento do animal foi registrado em video durante 5 minutos. O teste foi
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realizado durante o ciclo claro e foram analisadas as seguintes categorias
comportamentais: frequéncia de entrada no centro, frequéncia de entrada na periferia,
permanéncia sobre as duas patas traseiras (rearing), autolimpeza (grooming) e

quantidade de bolos fecais.

2.2.6 Andlise dos testes de comportamento

Todos os testes de comportamento realizados foram registrados usando camera
de video digital e analisados através do software Behavsoft® (patente pendente). Este
programa permite uma analise precisa do comportamento em tempos selecionados pelo
usuario, através de uma Unica interface usando comandos de atalho do teclado (COSTA
etal., 2015).

2.2.7 Andlise estatistica

As variaveis em questdo foram primeiramente submetidas a teste de normalidade
(Shapiro-Wilk). A anélise estatistica incluiu a andlise de variancia de uma via
(ANOVA), Kruskal-Wallis e qui-quadrado. As varidveis quantitativas seguiram o teste
de Kruskal-Wallis e as qualitativas qui-quadrado ou Kruskal-Wallis. Apos, foi realizado
o0 teste de Tukey para as amostras paramétricas e o teste de analise multipla de Dunn
para amostras ndo-parametricas. Todas as analises foram executadas usando o programa
GraphPad Prism 7. Diferencas estatisticas foram consideradas significantes quando o
valor de P foi menor que 0,05. Os valores foram expressos como média e erro padrdo da
média (EPM).

3 RESULTADOS
Os resultados referentes as avaliagOes realizadas estdo descritos a seguir.

3.1 Desenvolvimento da progénie

O desenvolvimento ponderal, fisico e de reflexos foi verificado na prole de
fémeas tratadas com boldina e com controle durante o periodo gestacional (GD1 ao dia

anterior ao parto).
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3.1.1 Desenvolvimento ponderal

Os resultados de evolugdo da massa corporal da prole demonstram que ndo
ocorreram diferencas estatisticamente significativas entre 0s grupos em que a

progenitora foi tratada com boldina e o grupo controle ( P > 0,05, Figura 1).
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Figura 1. Evolucdo da massa corporal (g) da progénie exposta a salina (CN), 1 mg.kg’de
boldina (1BD), 10 mg.kg™ de boldina (10BD), 100 mg.kg™ de boldina (100BD) durante
gestacdo. Dados expressos em média (n=20) + EPM.

3.1.2 Desenvolvimento geral e sexual da progénie

Houve diferenca estatisticamente significativa para o dia da manifestagdo das
caracteristicas fisicas e sexuais (P < 0,05, Tabela 1). A abertura de olhos, caracteristica
fisica, apresentou alteracao entre os grupos 1 mg/kg e 100 mg/kg, sendo o grupo que foi
exposto a dose de 100 mg/kg o que teve abertura mais. A separacdo prepucial dos
machos de fémeas tratadas com a dose de 100 mg/kg de boldina ocorreu de forma
precoce quando comparada com os demais grupos (P < 0,05). A descida de testiculos

mostrou desenvolvimento mais precoce nos grupos expostos a 10 mg/kg e 100 mg/kg de
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boldina quando comparado com o grupo exposto a 1 mg/kg (P < 0,05). Em relacdo a

abertura vaginal o grupo exposto a 100 mg/kg teve essa caracteristica sexual

desenvolvida mais precocemente quando comparada com o grupo exposto a 1 mg/kg (P

< 0,05) (Tabela 1).

Tabela 1. Tempo médio (dias) para o aparecimento das caracteristicas de desenvolvimento geral
e sexual da progénie exposta a salina (CN), 1 mg.kg™de boldina (1BD), 10 mg.kg™ de boldina
(10BD), 100 mg.kg™ de boldina (100BD) durante gestacdo. Dados expressos em dias médios
EPM e limites inferior e superior. (n = 152, 153, 139, 151 respectivamente para ninhadas e 69,
63, 71, 68 para machos respectivamente e 75, 79, 66, 82 para fémeas respectivamente).

GRUPOS

CN 1BD 10BD 100BD
Caracteristicas
Descolamento de orelhas 240,01 2+0,002 240,01 240,01
(2-4)
Aparecimento da penugem 5 5 5 5
(5-6)
Aparecimento de pelos 8 8 8 8
(8-10)
Erupcdo de incisivos 11(10:11) 11(10:11) 11(10:11) 11(10:12)
(8-13)
Abertura dos olhos 14(13:14) 14(14:14) 14(13:14) 14(13:14)~
(12 - 16)
Descida dos testiculos 15(15:16) 15(15:16) 15(15:15)~ 15(14:16)~
(14 -21)
Separacéo prepucial 35(32:40) 37(35:40) 36(34,5:39) 35(31,75:35)
(29 - 48) *
Abertura do canal vaginal 35(34:36,5) 36(34:37,5) 36(34:37) 35(33:37)~

(29 - 48)

* Diferenga significativa (P < 0,05).

Os dados s@o expressos em mediana e intervalos
interquartis (25/75%) para Kruskal-Wallis seguido de teste de Dunn ou média + EPM para
ANOVA seguido de teste de Turkey.
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3.1.3 Desenvolvimento dos reflexos

Os seguintes reflexos da ninhada foram avaliados pois s&o indicadores sensiveis
dos primeiros estagios do desenvolvimento do neonato (WHISHAW; KOLB, 2005).

3.1.3.1 Reflexo de Endireitamento

A figura 2 mostra as diferencas encontradas na avaliagdo do endireitamento em
superficie da progénie exposta durante a gestacdo a diferentes concentra¢@es da boldina
que foi avaliada nos dias PPD2, 3 4 e 5. No PPD3 o grupo tratado com 10 mg/kg €
estatisticamente diferente do grupo tratado com 100 mg/kg (y). Ja no PPD5 a ninhada
de fémeas expostas a boldina na dose de 100 mg/kg € significativamente diferente do

grupo controle e do grupo tratado com 1 mg/kg (*)(1) (P< 0,05).
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Figura 2. Caracteristica de desenvolvimento comportamental (Endireitamento em Superficie)
(segundos) da progénie exposta a salina (CN), 1 mg.kg’de boldina (1BD), 10 mg.kg™ de
boldina (10BD), 100 mg.kg™ de boldina (100BD) durante gestacio, nos dias pos-natal 2, 3, 4 e
5. Os dados s8o expressos em mediana e intervalos interquartis (25/75%). * Diferenca
significativa (P < 0,05) em relagdo ao grupo exposto ao controle T Diferenca significativa (P <
0,05) em relacdo ao grupo exposto a 1 mg.kg™de boldina, y Diferenca significativa (P < 0,05)
em relacdo ao grupo exposto a 10 mg.kg™de boldina, Kruskal-Wallis segmdo de teste de Dunn
(n=152, 153, 139, 151 respectivamente).
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3.1.3.2 Reflexo de geotaxia

A geotaxia negativa foi avaliada nos PPD 7, 8, 9 e 10, demonstrando diferenca
estatisticamente significativa no PPD7 entre o grupo controle e o grupo em que as
fémeas foram expostas a boldina nas doses de 1 mg/kg e 10 mg/kg (P < 0,05), também
foi encontrada diferenca estatisticamente significativa quando comparados o grupo de
filhotes cujas maes foram tratadas com 1 mg/kg e 100 mg/kg (P < 0,05) (Figura 3). Nos
PPD8 e PPD9 foi encontrada apenas diferenca significativas entre o grupo controle e o
grupo de exposi¢do a boldina na dose de 1 mg/kg (P < 0,05). No PPD10 ndo houve

diferenca significativa entre os grupos de exposicao a boldina ou a controle.
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Figura 3. Caracteristica de desenvolvimento comportamental (Geotaxia Negativa) (segundos) da
progénie exposta a salina (CN), 1 mg.kg™de boldina (1BD), 10 mg.kg™ de boldina (10BD), 100
mg.kg™ de boldina (100BD) durante gestacdo, nos dias pds-natal 7, 8, 9 e 10. Os dados sdo
expressos em mediana e intervalos interquartis (25/75%). * Diferenca significativa (P < 0,05)
em relacdo ao grupo controle, T diferenca significativa (P < 0,05) em relagdo ao grupo exposto a
1 mg. kg* de boldina, Kruskal-Wallis seguido de teste de Dunn (n=152, 153, 139, 151
respectivamente).

3.1.3.3 Reflexo de Agarrar

Na resposta de agarrar da ninhada exposta a boldina por tratamento da fémea
durante a gestacdo teve alteracdo significativa apenas quando comparado 0 grupo

controle com o grupo exposto a 100 mg/kg no PPD17 (P < 0,05, Figura 4)
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Figura 4. Caracteristica de desenvolvimento comportamental (Resposta de Agarrar) (segundos)
da progénie exposta a salina (CN), 1 mg.kg™de boldina (1BD), 10 mg.kg™ de boldina (10BD),
100 mg.kg™ de boldina (100BD) durante gestagdo nos dias pés-natal 14, 15, 16 e 17. Os dados
sdo expressos em mediana e intervalos interquartis (25/75%). * Diferenga significativa (P <
0,05), Kruskal-Wallis seguido de teste de Dunn (n= 152, 153, 139, 151).

3.2 Comportamento em Campo aberto (open field)

N&o houve alteragcBes nas varidveis comportamentais observadas no teste de
comportamento em campo aberto de forma significativa entre os grupos tratados e o
controle (P > 0,05) (Tabela 2).

Tabela 2. Comportamento em campo aberto de machos cujas progenitoras foram expostas a
salina (CN), 1 mg.kgde boldina (1BD), 10 mg.kg™ de boldina (10BD), 100 mg.kg™ de boldina
(100BD) durante a gestacdo. Os dados sdo expressos em mediana e intervalos interquartis
(25/75%). (n=8/grupo).

Grupos
Comportamento CN 1BD 10BD 100BD
Laténcia (s) 16,0(9,5:19,7) 7,3(5,5:14,5) 12,2(11,3:21,4) 11,0(7,2:13,7)
Frequéncia de 12,0(9,25:17,5) 9,5(4,25:13,25) 20(17,2:34,7) 16,5(11,2:22,2)
entrada no centro
Frequéncia de 80,0(73,5:85,7) 73,0(51,7:113,5) 80,5(71,0:89,7)  67,5(60,75:89,75)
entrada na periferia
Rearing 24,5(18,0:31,5) 19,0(13,7:23,7) 20,5(14,0:27,75) 25,5(18,0:32,0)
Grooming 0,5(0:1) 0(0:1) 1(1:1) 0(0:1)
Bolos fecais 0 3(0,5:3) 0(0:0,75) 0(0:3,75)

Kruskal-Wallis seguido de teste de Dunn (P>0,05).
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3.3 Peso de 6rgaos

Em relacdo a pesagem dos 6rgdos no PPD65 houve diferenca significativa para o
rim esquerdo de machos expostos a 100 mg/kg de boldina durante o periodo gestacional
quando comparados com o controle, aléem disso a prostata de machos tratados na dose
de 100 mg/kg foi estatisticamente diferente da dose de 10 mg/kg (Tabela 3) (p<0,05).

Tabela 3. Peso relativo dos drgdos [(massa do 6rgdo em relacdo a massa corporal) x 100] dos
machos puberes expostos a salina (CN), 1 mg.kg™*de boldina (1BD), 10 mg.kg™ de boldina
(10BD), 100 mg.kg® de boldina (100BD) durante gestacdo. Os dados sdo média *
EPM.(n=20/grupo).

Peso relativo

% CN 1BD 10BD 100BD
Baco 0,33+0,01 0,30+0,01 0,30+0,01 0,49+0,18
Coracdo 0,33+0,01 0,31+0,006 0,30+0,006 0,32+0,008
Figado 4,53+0,12 4,30+0,09 4,36+0,07 4,23+0,09
Rim direito 0,41+0,01 0,390,009 0,390,005 0,42+0,01
Rim esquerdo 0,39+0,01 0,360,007 0,38+0,006 0,40+0,009+
Testiculo 0,49+0,03 0,51+0,01 0,46+0,02 0,50+0,02
direito
Testiculo 0,50+0,03 0,51+0,01 0,49+0,01 0,50+0,02
esauerdo
Epididimo 0,10+0,004 0,11+0,004 0,10+0,003 0,11+0,005
direito_
Epididimo 0,09+0,007 0,11+0,003 0,10+0,004 0,11+0,007
esquerdo
Prostata 0,07+0,005 0,07+0,006 0,06+0,004 0,09+0,007y
Vesicula 0,130,009 0,12+0,008 0,09+0,01 0,13+0,01
seminal

ANOVA * (P <0,05) em relagdo ao grupo controle e y (P < 0,05) em relacdo ao grupo exposto
a 10 mg.kg™*de boldina.

Ja em relacdo ao peso dos oOrgdos das fémeas da ninhada, ocorreu diferenca
estatistica no figado e o rim esquerdo (P < 0,05) das fémeas expostas a boldina na dose
de 100 mg/kg quando comparado com o controle e ao grupo tratado com 1 mg/kg,

sendo esse apresentado aumentado; o ovario direito apresentou-se diferente
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estatisticamente quando comparamos 0 grupo exposto a 1 mg/kg de boldina com o
controle e o grupo exposto a 10 mg/kg, que também foi diferente no ovario esquerdo (P
< 0,05). Em relagdo ao Utero das fémeas puberes, este esta aumentado no grupo exposto
a 100 mg/kg pelo tratamento da mée com boldina em relacao as doses de 1 mg/kg e 10
mg/kg (P < 0,05) (Tabela 4). Os demais Orgdos ndo apresentaram diferenca

estatisticamente significativa em ambos os sexos (P > 0,05).

Tabela 4. Peso relativo dos érgdos [(massa do 6rgdo em relagdo a massa corporal) x 100] das
fémeas pUberes expostas a salina (CN), 1 mg.kg™'de boldina (1BD), 10 mg.kg™ de boldina
(10BD), 100 mg.kg™ de boldina (100BD) durante gestacdo. Os dados sdo média + EPM.
(n=20/grupo).

Grupos
Peso relativo % CN 1B 10BD 100BD
Bago 0,32+0,01 0,34+0,01 0,34+0,14 0,30+0,01
Coracdo 0,31+0,01 0,31+0,005 0,3+0,005 0,33+0,008
Figado 3,90+0,19 3,99+0,08 4,13+0,16 4,56+0,19+
Rim direito 0,36+0,02 0,37+0,007 0,37+0,007 0,42+0,02
Rim esquerdo 0,34 +0,02 0,360,009 0,36+0,008 0,41+0,01++
Ovario direito 0,02 +0,001 0,03+0,001+y 0,02+0,001 0,02+0,001
Ovério Esquerdo 0,02 £0,012 0,02+0,001*y 0,02+0,001 0,02+0,001
Utero 0,14 0,011 0,13+0,006 0,14+0,008 0,18+0,01+y

ANOVA * (P < 0,05) em relagdo ao grupo exposto ao controle, T (P < 0,05) em relagdo ao
grupo exposto a 1 mg.kg'de boldina e y (P < 0,05) em relagiio ao grupo exposto a 10 mg.kg™de

boldina.

3.4 Anélise Histoldgica

As ninhadas as quais as progenitoras foram expostas durante o periodo
gestacional a boldina ndo apresentaram sinais de hepatotoxicidade na analise

histoldgica, tampouco qualquer outra alteracdo para os outros érgdos avaliados.

3.5 indices de fertilidade de machos plberes

A exposicdo de machos durante o periodo gestacional a boldina causou aumento
na producdo diaria de espermatozoides na dose de 10mg/kg em comparagdo com todas
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as demais doses, mas apenas significativa quando comparada com a dose de 100 mg/kg
e a dose de 100 mg/kg apresenta-se reduzida quando comparada com a dose de 1 mg/kg
(P < 0,05)(Tabela 5). Apesar da diferenca na producdo de espermatozoides nos
testiculos, ndo ocorreu alteracdo significativa no ndmero de espermatozoides
encontrados no epididimo. Em relacdo a presenca de espermatozoides anormais foi
encontrada diferenca estatisticamente significativa na comparagdo entre o0 grupo exposto
a 100 mg/kg em relacdo ao de 1 mg/kg de boldina, apresentando maior nimero de

espermatozoides anormais.

Tabela 5. indices de fertilidade dos machos plberes expostos a salina (CN), 1 mg.kg™de boldina
(1BD), 10 mg.kg™ de boldina (10BD), 100 mg.kg™ de boldina (L00BD) durante a gestacdo. Os
dados sdo média = EPM ou percentual. (n=20/grupo).

Grupos

CN 1BD 10BD 100BD
Producio diaria 524(3,10:0,83) 4,87(3,38:9,44) 7,13(4,19:11,58)x 2,01(1,17:4,45)F

espermatozoides

(x 10°)

Numero 2,43(1,44:3,89) 2,43(1,37:4,53)  2,40(1,68:3,46)  2,34(1,36:5,76)
espermatozoides

(x 10°%)

Espermatozoides 12(10:18) 12(7:18,5) 18(13,5:20,5) 21(16:28)7

anormais (%)

+ Diferenca significativa (P < 0,05) em relagio a grupo exposto a 1 mg.kg™'de boldina, x
diferenca significativa (P < 0,05) em relagdo ao grupo exposto a 100 mg.kg™de boldina. Os
dados séo expressos em mediana e intervalos interquartis (25/75%) (n= 20). Teste Kruskal-
Wallis para amostras ndo paramétricas (P < 0,05).

4 DISCUSSAO

A avaliacdo do peso dos animais é utilizada como parametro para indicar o
estado de saude e desenvolvimento, bem como, pode fornecer informagdo importante
sobre a toxicidade (HOLLENBACH et al.; 2015) e em relagdo a essa avaliagdo néo foi
encontrada diferenca significativa entre os animais expostos pelo tratamento das fémeas

durante o periodo gestacional nos diferentes grupos.
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As caracteristicas fisicas e sexuais da prole foram alteradas pela administracédo
da boldina de forma diversificada nos grupos expostos. O tratamento com boldina
acarretou em desenvolvimento precoce dos testiculos, separacdo precoce do prepucio e
abertura antecipada do canal vaginal, além da abertura precoce dos olhos. Essas
alteracdes podem ter um efeito no desempenho sexual da prole (DANTAS, 2016), que
sera investigada em estudos posteriores.

A exposicdo maternal a xenobioticos durante a gestacao e lactagdo podem causar
neurotoxicidade no desenvolvimento e/ou anormalidades comportamentais nos
descendentes (CASTRO; PALERMO-NETO, 1988; CASTRO et al., 1992). Segundo 0s
mesmos autores, as avaliagdes comportamentais sdo capazes de demonstrar, até mesmo
na vida adulta do animal, se a exposi¢do maternal causou altera¢des no sistema nervoso.
Foi realizada a observacdo dos reflexos (reflexo postural, teste de endireitamento,
geotaxia negativa e forca de agarrar), pois sdo indicadores sensiveis dos primeiros
estagios do desenvolvimento do neonato (WHISHAW; KOLB, 2005).

O reflexo medular postural esta parcialmente integrado a medula e os animais
devem apresentar logo ao nascimento, e a substancia cinzenta da medula é uma zona de
integracdo para os reflexos medulares e outras fun¢ées motoras (WHISHAW; KOLB,
2005). Em nosso estudo, no segundo e terceiro dias de realizacdo dessa avaliagdo nao
ocorreu diferenca significativa entre 0s grupos, entretanto no grupo exposto a dose de
10 mg/kg de boldina apresentou menor tempo para o reflexo de endireitamento no
primeiro dia e 0 grupo exposto a 100 mg/kg apresentou menor tempo para voltar a
postura quadripede no ultimo dia de avaliagdo, demonstrando assim, uma melhora no
controle motor fino nos primeiros dias de vida.

O reflexo de geotaxia refere-se a resposta de orientacdo e a movimentos
expressos em oposicdo as pistas dos vetores gravitacionais (MOTZ; ALBERTS, 2005),
diagnosticando problemas na funcdo vestibular e/ou proprioceptiva do animais. Sobre
esse reflexo podemos perceber que a boldina atrasou-o no primeiro dia da avaliagdo em
todas as doses de exposicdo a boldina, mas essa alteracdo s6 se manteve nos proximos
dias de avaliacdo no grupo tratado com a menor dose, € no ultimo dia de avaliagdo
pode-se perceber ainda que os animais demoraram mais tempo para terminar o
exercicio, entretanto ndo foi significativo; demonstrando que as alteracdes causadas
foram reversiveis.

A forcga de agarrar geralmente é utilizada para fins de complementar os testes de

funcdo motora, podendo demonstrar diferencas na capacidade motora desses animais e
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ainda no SNC, ja que estes podem desistir mais rapidamente de permaneceram
agarrados; nesse teste apenas a dose de exposicdo de 100 mg/kg apresentou diferenca
significativa, mas apenas no ultimo dia de avaliagdo, indicando que esse grupo ficou
mais tempo agarrado, que pode ser um indicador de maior forca muscular ou ainda
como uma acao direta no SNC de forma que esses animais ndo desistem de se agarrar
como 0s demais grupos.

Esses resultados nos levam a sugerir que a boldina quando administrada no
periodo gestacional interfere nos reflexos nos filhotes nos primeiros dias de vida. As
alteracbes comportamentais provenientes do tratamento com a boldina podem estar
ligadas a sua agdo no SNC como anti e pro-oxidante dependendo da dose, ou ainda
devido a sua acdo em diferentes receptores, como sua a¢do como antagonista
dopaminérgico, que tem sido relacionada a alteracBes em diversos comportamentos e
enzimas neurais (O’BRIEN et al., 2016).

Ao nascerem, os mamiferos ndo estdo com o sistema nervoso plenamente
desenvolvido. Nos ratos, o sistema nervoso esta suscetivel a alteracdes ambientais logo
apos o nascimento. O desenvolvimento de respostas adaptativas ao estresse pode ser
modificado por eventos que ocorrem durante este periodo (MEANEY et al., 1993).
Diferencas no comportamento materno como causadas pela boldina podem causar
alteracdes no comportamento da prole e em seu desenvolvimento.

Em relacdo ao teste de campo aberto, ndo foram encontradas diferencas
significativas entre os animais expostos aos diferentes grupos; indicando que apesar da
boldina causar alteragbes em reflexos de ratos nos primeiros dias de vida essas
alteracdes ndo sdo encontradas em ratos adultos.

A analise dos pesos dos animais revelou alteracdo no peso de 6rgaos como rim e
figado de machos e fémeas dos grupos expostos a boldina, assim como o0s 6rgdos
reprodutivos, prostata nos machos e ovarios nas fémeas.

A avaliacdo da morfologia e producdo de espermatozoides gerados na prole de
fémeas tratadas durante o periodo gestacional apresentou alterac@es significativas no
grupo exposto a maior dose de boldina; indicando que o tratamento das fémeas gera
alteracOes reprodutivas na prole pabere. Para verificar a possivel causa dessa alteracdo

sera necessaria a realizacéo de estudos futuros.
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5 CONCLUSAO

Os resultados desse estudo trazem informacGes suficientes para inferirmos que a
boldina quando administrado a fémeas durante o periodo gestacional interfere no
desenvolvimento da prole (abertura precoce dos olhos, descida precoce dos testiculos,
abertura vaginal precoce e ainda a separacdo prepucial precoce), cognitivas e
comportamentais (testes de reflexos). Todavia no comportamento da prole de fémeas
expostas a boldina, na puberdade, ndo é alterado (teste em campo aberto), pode-se
concluir, entdo, que as alteracdes no desenvolvimento da prole e caracteristicas fisicas e
sexuais ndo alteram o comportamento da prole na vida adulta no que se refere ao
comportamento em campo aberto. Entretanto, as alteracBes em varidveis reprodutivas
podem ser permanentes ja que ocorreu diferenca na pesagem de 6rgédos, na producéo de
espermatozoides e no numero de espermatozoides anormais encontrados.

Com esses achados conclui-se que o alcaloide boldina e por consequéncia o cha
de P. boldus (que contém esse alcaloide), devem ser evitados durante o periodo

gestacional, por seus efeitos nocivos a fémea e ao desenvolvimento da prole.
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42 ARTIGO 2 - BOLDINE ALTERA DESEMPENHO REPRODUTIVO
DE RATAS WISTAR

RESUMO

A boldina é o principal alcaloide encontrado em Peumus boldus, muito utilizado na
medicina tradicional principalmente pelos seus efeitos gastrointestinais e hepaticos; e
por gestantes para aliviar os efeitos negativos da gestacdo como, constipacdo, célicas
uterinas, cefaleia e nauseas; paradoxalmente, € utilizado também como substancia
abortiva. Diversos estudos verificaram sua agdo em diversos sistemas por seu alto
potencial antioxidante e atualmente sabe-se que ele apresenta diversas atividades
farmacoldgicas como colegoga, hipnotica, citoprotetora, antitumoral, anti-inflamatdria,
antipirética, antiplaquetaria, antiplasmddica, antidiabética, anti-hipertensiva, inibidora
da tirosinase e da acetilcolinesterase, antagonista dopaminérgico (receptores D1 e D2
like), adrenérgico (receptores al ¢ 02) e serotoninérgico (receptores 5-HT3). Este
estudo procurou identificar qual sua acdo em ratas Wistar tratadas durante o periodo
gestacional, dia gestacional 1 (GD1) ao dia anterior ao parto, nas doses de 1 mg/kg, 10
mg/kg e 100 mg/kg, uma vez ao dia, no ciclo claro, por meio de gavagem. Foram
encontradas perdas pré e pds implantacdo, mortes ao nascimento e pos-natais, alteracdo
na taxa de gestacao e fertilidade; e ainda alteragcdes no comportamento materno (laténcia
para lamber) provavelmente devido a sua acdo como antagonista dopaminérgico. O uso
da boldina e do cha de P. boldus, portanto, deve ser evitado durante o periodo
gestacional.

Palavras-chave: toxicidade reprocutiva, boldine, Peumus boldus, toxicidade,
reproducéo, substancias abortivas

ABSTRACT

The boldine is the main alkaloid found in Peumus boldus, widely used in traditional
medicine mainly for its gastrointestinal and hepatic effects; and by pregnant women to
alleviate the negative effects of pregnancy, such as constipation, uterine cramps,
headache and nausea; paradoxically, it is also used as an abortive substance. Several
studies have verified its action in several systems because of its high antioxidant
potential; currently its known that it presents several pharmacological activities such as
colegoga, hypnotic, cytoprotective, antitumoral, anti-inflammatory, antipyretic,
antiplatelet, antiplasmodic, antidiabetic, antihypertensive, dopaminergic antagonist
(D1 and D2-like), adrenergic antagonist (al and a2 receptors), and serotoninergic
antagonist (5-HT3 receptors). This study aimed to identify the effect of boldine in
Wistar rats treated during the gestational period, gestational day 1 (GD1) to the day
before delivery, at doses of 1mg/kg, 10mg/kg and 100mg kg of boldine, daily, light
cycle, by means of an orogastric tube. It was found pre and post implantation losts,
deaths at birth and postnatal deaths, alteration in pregnancy rate and fertility. Besides,
boldine changes maternal behavior (pup licking), probably due to its action as a
dopaminergic antagonist. The use of boldine and Peumus boldus tea, therefore, should
be avoided during the gestational period.

Key words: reprotoxic toxicity, boldine, Peumus boldus, toxicity, reproduction,
abortifacient substances
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1 INTRODUCAO

Boldina ¢é o principal alcaloide encontrado em Peumus boldus, sendo utilizado
na medicina tradicional principalmente pelos seus efeitos gastrointestinais e hepaticos.
Estudos indicam diversificadas atividades farmacologicas como como colegoga,
hipndtica, citoprotetora, antitumoral, anti-inflamatoria, antipirética, antiplaquetaria,
antiplasmédica, antidiabética, anti-hipertensiva, inibicdo da tirosinase e da
acetilcolinesterase, e antagonista dopaminérgico (receptores D1 e D2 like), adrenérgico
(receptores al e a2) e serotoninérgico (receptores 5-HT3), entre outras (O'BRIEN et al.,
2006).

O uso de plantas medicinais € vastamente difundido por todo o mundo e pouco é
informado aos profissionais da area da salde pela populacdo sobre a utilizacdo destes
recursos (INFARMA, 2007) ou ainda a populacdo sobre sua toxicidade. A Organizacao
Mundial da Saude (OMS) reconhece que o uso de plantas medicinais tem grande
importancia, sugerindo ser uma alternativa viavel e importante as popula¢des dos paises
em desenvolvimento, ja que seu custo € diminuido e conclui que, no mundo, 80% das
pessoas dependem da medicina tradicional para suas necessidades de cuidados
primarios de saude (WHO, 2005). O cha de boldo (Peumus boldus) é utilizado por
gestantes para aliviar os efeitos negativos da gestagdo como, constipacdo, colicas
uterinas, cefaleia e nauseas; controverso a esse uso ele também é muito utilizado para
fins abortivos (MENGUE et al., 1997). Extensas pesquisas delinearam 0s circuitos
neurais basicos que medeiam a expressao do comportamento maternal e a visao atual é
que os sistemas de dopamina (DA) mesolimbica e mesocorticais fazem parte de um
sistema motivacional nao especifico ou geral, que serve para aumentar a capacidade de
resposta de um organismo a uma vasta variedade de estimulos biologicamente
significativos, incluindo os filhotes (CHEN et al., 2014), e que a DA esta envolvida em
ambas fases de regulacdo do comportamento (BRIDGES, 1996). Como a boldina é um
bloqueador dos receptores dopaminérgicos (ZETHER, 1988; ASENCIO, 1999), seu uso
cronico pode causar alteracdes no comportamento materno, ja que poderia ter acdo na
via dopaminérgica.

Portanto, € muito importante a verificacdo da toxicidade do alcaloide boldina
durante o periodo gestacional. Este estudo procurou identificar qual seu efeito em ratas
Wistar tratadas durante o periodo gestacional (dia gestacional 1 ao parto) nas doses de 1

mg/kg, 10 mg/kg e 100 mg/kg de boldina.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Animais e tratamentos

Foi utilizada Boldina, adquirida da Sigma-Aldrich (Sigma-Aldrich Brasil Ltda).

Foram utilizados 30 machos e 95 fémeas nuliparas, provenientes do Centro de
Reproducdo e Experimentacdo de Animais de Laboratério (CREAL) da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), acasalados em uma proporc¢éo de trés fémeas
para cada macho. O inicio da gestacdo (GDO0) foi constatado através de esfregaco
vaginal contendo espermatozoides. A boldina foi administrada nas fémeas prenhas uma
vez ao dia, via oral (gavagem) em um volume de 1 ml/100g de peso corporal a partir do
dia 1 da gestacdo (GD1) até o dia do parto. A toxicidade foi avaliada utilizando-se trés
doses espacadas geometricamente, conforme recomendado por ANVISA, OECD, FDA,
sendo a menor dose 0,001g%, a dose que contém a quantidade de boldina presente em
40g de folhas de Peumus boldus, quantidade recomendada para tratamento de nauseas
(SPETHMANN, 2003). Estima-se que as folhas de Peumus boldus contenham
aproximadamente 0,14% de boldina (QUEZADA et al., 2004; GOTTELAND et al.,
2004). Este valor também est& dentro da margem de uso recomendada pela ESCOP para
disfuncdes hepatobiliares leves e disturbios gastrointestinais (ESCOP, 1997). Com base

nessas informacGes foram propostas as seguintes doses de tratamento:

Grupo | — Controle negativo, descendentes de fémeas tratadas com salina 0,9% (NaCl,
0,9%) (CN).

Grupo Il — Dose 1 (1 mg.kg™?), descendentes de fémeas tratadas com boldina na
concentragdo de 0,0019% (100BD).
Grupo 11l — Dose 2 (10 mg.kg™), descendentes de fémeas tratadas com boldina na

concentracdo de 0,01g% (10BD).
Grupo IV — Dose 3 (100 mg.kg™), descendentes de fémeas tratadas com boldina na
concentracéo de 0,1g% (100BD).

Durante todo o periodo experimental, os animais foram mantidos em biotério

sob condigOes constante de umidade (50% + 5), temperatura (21°C + 2), ciclo de luz
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claro/escuro de 12h e alimentados com racdo comercial (Nuvital CR 1, Nuvital,
Colombo, PR) e 4gua ad libitum.

Todos os procedimentos utilizando animais foram aprovados pela Comisséo de
Etica no Uso de Animais/UFRGS, Porto Alegre, RS, nlimero 29477.

2.2 Protocolos Experimentais

2.2.1 Parametros reprodutivos

Os indicadores reprodutivos avaliados nas fémeas foram: nimero de fémeas
gestantes, namero de filhotes nascidos vivos, nimero de filhotes nascidos, numero de
fémeas copuladas que gestaram, numero de filhotes por ninhada, massa corporal dos
filhotes ao nascimento e propor¢do de machos e fémeas nascidos. Com esses dados
foram calculadas as taxas reprodutivas. Foi verificada a variagcdo de peso das fémeas
durante o periodo gestacional e lactacional e peso relativo dos 6rgéos.

A partir dos dados obtidos, foram calculadas as taxas reprodutivas de acordo
com U.S. Environmental Protection Agency, USEPA (1996).

Os consumos de racdo e agua também foram mensurados diariamente para cada

fémea.

2.2.1.1 Taxas reprodutivas

Taxa de gestacdo = n°® de fémeas gestantes com filhotes / n® de fémeas
espermatozodide lavado vaginal x 100

Taxa de fertilidade = n° fémeas que gestaram / n° fémeas acasaladas x 100

Taxa de natalidade = n° filhotes nascidos vivos / n° de filhotes nascidos x 100

Taxa de gestacBes com perdas pos-implantacdo = gestacdes com perdas pés-
implantacédo / n° total de gestac¢des nascidos x 100

Taxa de gestacdes com filhotes mortos ao nascimento = n° gestacbes com
filhotes nascidos mortos / n° fémeas com filhotes nascidos nascidos x 100

Taxa de gestagdes com filhotes mortos apds o nascimento = n° gestacbes com

filhotes mortos apds p nascimento/ n° fémeas com filhotes nascidos nascidos x 100



62

2.2.2 Evolucdo da massa corporal gestacional e lactacional

Foi verificada a variacao de peso das fémeas no periodo gestacional (GD1 ao dia

anterior ao parto) e no periodo lactacional (PPD1 ao PPD21).

2.2.3 Compormento em campo aberto

No 15° dia gestacional (GD15), oito fémeas de cada grupo tiveram seu
comportamento testado através do teste de campo aberto com adaptacdes de Asano
(1989). Cada fémea foi colocada em uma arena quadrética de 1m? com paredes de 50
cm de altura e base dividida em quadrantes de 20 cm?® perfazendo divisdo de 25
quadrados. O comportamento do animal foi registrado em video durante 5 minutos. O
teste foi realizado durante o ciclo claro, pela manhd e foram analisadas as seguintes
categorias comportamentais: laténcia para primeira entrada em quadrante lateral,
frequencia de entrada no centro, frequéncia de entrada na periferia, permanéncia sobre
as duas patas traseiras (rearing), frequéncia de locomocdo, autolimpeza (grooming) e

quantidade de bolos fecais.

2.2.4 Comportamento materno

O comportamento materno foi avaliado com adaptacdes de Arrati e
colaboradores (2006), Champagne e colaboradores (2003), Pereira e Ferreira (2006),
Souza e colaboradores (2010) e Souza e colaboradores (2012) nos dia 1 pds-natal
(PPD1), durante o ciclo claro pela manhd, antes de qualquer manipula¢do na méae ou na
prole. O comportamento foi realizado em duas fases: na primeira fase ocorre com uma
filmagem da caixa moradia transparente sem qualquer manipulagéo para identificagcéo
da qualidade do ninho sem nenhuma intervencéo, ja na segunda fase a rata lactante €
removida da sua caixa moradia e o ninho é desfeito. Os filhotes foram aleatoriamente
distribuidos no lado oposto ao ninho desfeito e apds a fémea foi recolocada na caixa, na
diagonal oposta aos filhotes. O comportamento foi filmado em camera digital durante
20 minutos, e os seguintes parametros foram avaliados: tempo da mae envolvida em
lamber os filhotes; tempo dispensado na constru¢do do ninho; qualidade do ninho
(escore de 0 a 3, onde 0 = auséncia de ninho; 1 = ninho pobre no qual ndo foi usado

todo o material disponivel; 2 = ninho com paredes; 3 = ninho excelente com uso de todo
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o material disponivel) e tempo dispensado na amamentacgéo e cuidados com a progénie

e ainda o comportamento de busca dos filhotes.

2.2.5 Peso e Histologia dos 6rgaos

No PPD21, as fémeas tratadas com boldina durante o periodo gestacional e
controle negativo depois de eutanasiadas tiveram coletados seus rins, figado, baco e
coracdo, com vistas a avaliacdo de possiveis alteracdes macroscopicas. A massa de cada
orgdo foi mensurada e relacionada com a massa corporal do individuo. Dos 6rgaos
sexuais femininos, passaram também pelo procedimento acima descrito 0s ovarios e 0
utero. Todos os érgdos foram fixados em solucdo de formalina tamponada. Todos 0s
orgaos foram examinados no Laboratorio de Patologia Veterinaria, Departamento de

Patologia e Clinica Veterinaria da Faculdade de Veterinaria da UFRGS.

2.2.6 Andlise dos testes de comportamento

Todos os testes de comportamento foram registrados usando camera de video
digital e analisados através do software Behavsoft® (patente pendente). Este programa
permite uma analise precisa do comportamento em tempos selecionados pelo usuario,
através de uma unica interface usando comandos de atalho do teclado (COSTA et al.,
2015).

2.2.7 Andlise estatistica

As variaveis em questdo foram primeiramente submetidas a teste de normalidade
(Shapiro-Wilk). A analise estatistica incluiu a analise de variancia de uma via
(ANOVA), Kruskal-Wallis e qui-quadrado. As varidveis quantitativas seguiram o teste
Kruskal-Wallis e as qualitativas qui-quadrado ou Kruskal-Wallis, seguidas de teste de
Tukey para amostras paramétrica e teste de Dunn para as ndo paramétricas. Todas as
andlises foram executadas usando o GraphPad Prism 7. Diferencas estatisticas foram
consideradas significantes quando o valor de P foi menor que 0,05. Os valores foram

expressos como média e erro padrdo da média (£tEPM).
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3.1 Desempenho reprodutivo
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Houve diferenca estatisticamente significativa nas taxas de fertilidade, gestacéo

e de perdas pos-implantacéo (P < 0,05) conforme demonstrado na Tabela 1.

Tabela 1. Desempenho reprodutivo de fémeas expostas & salina (CN), 1 mg.kg™'de boldina
(1BD), 10 mg.kg™ de boldina (10BD), 100 mg.kg™ de boldina (100BD) durante a gestacAo.
Dados expressos em média + EPM ou percentual (n= 20).

Grupos

) CN 1BD 10BD 100BD
Desempenho Reprodutivo
Numero de filhotes 11,73+0,09  10,71+0,16 9,90+0,19 10,33+0,18
/ninhada
Numero de implantes 12,21+1,65 11,57+3,15 11,53+2,80 11,71+3,47
/ninhada )
Massa corporal da ninhada 79,45+2 81 70,87+4,82 76,30+3,57 67,1745,21
a0 nascimento (o)
Proporcéo de sexo 1,11:0,90 1,40:0,71 11 1,34:0,74
(macho:fémea)
Taxa de gestacdo (%) 100 90,90 80* 83,33
Taxa de natalidade (%) 100 98,68 98,57 100
Taxa de fertilidade (%) 100 90,90 88,00 83,33*
Gestacoes perdas pos 20 60* 63* 75*
imnlantacio (%) )
Gestagbes com  filhotes 0 20 10 0
martos ao nascimento (%)
Gestagbes com  filhotes 0 10 10 10

mortos _ands 0 _nascimento

ANOVA ou Qui-quadrado * (P < 0,05).
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Os consumos de racdo e agua também foram mensurados diariamente para cada
fémea e ndo ocorreram alteragBes significativas nos consumos durante o periodo
gestacional e lactacional (Figuras 1A, 1B; 2A, 2B).
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Figura 1. Consumo de racéo (A) e agua (B) de fémeas expostas a salina (CN), 1 mg.kg de
boldina (1BD), 10 mg.kg™ de boldina (10BD), 100 mg.kg™ de boldina (100BD) durante a
gestacdo no periodo gestacional. Os dados sdo media = EPM. P > 0,05 (ANOVA).
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Figura 2. Consumo de racéo (A) e agua (B) de fémeas expostas a salina (CN), 1 mg.kg de
boldina (1BD), 10 mg.kg™ de boldina (10BD), 100 mg.kg™ de boldina (100BD) durante a
gestacdo no periodo lactacional. Os dados sdo media = EPM. P > 0,05 (ANOVA).
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3.2 Evolucdo da massa corporal gestacional e lactacional

N&o houve diferenca estatisticamente significativa entre a evolugdo da massa
corporal durante o periodo gestacional e lactacional entre as fémeas tratadas com

boldina quando comparadas com o controle (P > 0,05, Figura 3 e 4).
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Figura 3. Evolucdo da massa corporal gestacional de fémeas expostas a salina (CN), 1 mg.kg’
'de boldina (1BD), 10 mg.kg™ de boldina (10BD), 100 mg.kg™ de boldina (100BD) durante a
gestacdo. Os dados sdo expressos em mediana e intervalos interquartis (25/75%) (n= 20). Teste
Kruskal-Wallis para amostras ndo paramétricas (P > 0,05).
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Figura 4. Evolucio da massa corporal lactacional de fémeas expostas a salina (CN), 1 mg.kg'de
boldina (1BD), 10 mg.kg™ de boldina (10BD), 100 mg.kg™ de boldina (100BD) durante a
gestacgéo, do dia 1 ao dia 7 (A), do dia 7 ao dia 14 (B), do dia 14 ao dia 21 (C). Os dados sdo

expressos em mediana e intervalos interquartis (25/75%) (n= 20). Teste Kruskal-Wallis para
amostras ndo paramétricas (P > 0,05).
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3.3 Comportamento em campo aberto

O comportamento das fémeas no GD15, avaliado através da observacdo em
video por 5 minutos, mostrou que ndo houve alteracdo significativa (P > 0,05) na
frequéncia de entrada no centro, frequéncia de entrada na periferia, permanéncia sobre
as duas patas traseiras (rearing), autolimpeza (grooming) e quantidade de bolos fecais,
como pode ser visualizado a seguir (Tabela 2).

Tabela 2. Frequéncia de entrada no centro, frequéncia de entrada na periferia, permanéncia
sobre as duas patas traseiras (rearing), frequéncia de locomocdo, autolimpeza (grooming) e
quantidade de bolos fecais no campo aberto de fémeas expostas a salina (CN), 1 mg.kg™de
boldina (1BD), 10 mg.kg™ de boldina (10BD), 100 mg.kg™" de boldina (100BD) durante a
gestacdo, sendo o teste realizado no GD15 (15° dia gestacional). (n=8 por grupo). Os dados sdo
média + EPM (n= 8).

Grupos
Comportamento CN 1BD 10BD 100BD
Laténcia 1°  85(5,75:17) 29(8:74,5) 10(7,25:30) 8(6:16)
entrada lateral
Frequéncia de 9(5,75:14,75) 4(2:6,5) 6,5(4,75;12,5) 10(8:13)

entrada no centro

Frequéncia de 94(62,5:104,75) 48(62:83,5) 64(52,5:102) 68,5(64,5:84,25)

entrada na

periferia

Rearing 21,5(17,75:28,75)  22(18,5:26)  18(14,75:23) 27(19:33)
Grooming 2,5(1,75;3,25) 0(0:1) 0,5(0:2) 3(2:4)
Bolos fecais 0(0:1) 0(0:0,5) 0 0
(quantidade)

Os dados sdo expressos em mediana e intervalos interquartis (25/75%), Kruskal-wallis seguido
de teste de Dunn.
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3.4 Comportamento materno

O comportamento foi avaliado através da observacdo, em video, do
comportamento da mae em relacdo aos seus filhotes. Foram analisadas as laténcias e
tempos gastos em cada comportamento, ndo sendo encontradas diferencas significativas
entre os grupos tratados com boldina e o grupo controle (P > 0,05), para tempo da mae
envolvida em lamber os filhotes, tempo dispensado na construgéo do ninho, qualidade
do ninho, tempo dispensado na amamentacao e cuidados com a progénie e no tempo
envolvido na busca dos filhotes, laténcia para buscar os filhotes, laténcia para
construcdo do ninho e laténcia para o aleitamento. Todavia a laténcia para o
comportamente de lamber estéa reduzida nos grupos tratados com 10 mg/kg e 100 mg/kg
(P <0,05) (Figura 5 e 6).
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Figura 5. Laténcia para 0s comportamentos relacionados ao comportamento materno
(comportamento de amamentar (A), comportamento de busca dos filhotes (B) comportamento
de lamber (C), construcdo do ninho (D). O valor méximo de 480 segundos como tempo
maximo para carregar os filhotes foi utilizado, sendo considerado apds isso comportamento ndo
realizado) de fémeas expostas a salina (CN), 1 mg.kg™de boldina (1BD), 10 mg.kg™ de boldina
(10BD), 100 mg.kg™" de boldina (100BD) durante a gestacdo. (n=8/grupo). Os dados s&o
expressos em mediana e intervalos interquartis (25/75%), Kruskal-wallis seguido de teste de
Dunn. *P < 0,05)
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Figura 6. Tempo gasto no comportamento de amamentagdo dos filhotes (A), tempo gasto no
comportamento de busca dos filhotes (B), tempo gasto no comportamento de lamber os filhotes
(C) e tempo gasto na construcdo do ninho (D) de fémeas expostas a salina (CN), 1 mg.kg™de
boldina (1BD), 10 mg.kg™* de boldina (10BD), 100 mg.kg™ de boldina (100BD) durante a
gestacdo. Os dados sdo expressos em mediana e intervalos interquartis (25/75%). P > 0,05
(8/grupo), Kruskal-wallis seguido de teste de Dunn).

3.1.4 Anélise histoldgica

N&o foi encontrada nenhuma alteracdo histoldgica com significado patoldgico

nas amostras analisadas (n=20).

3.1.2 Peso relativo dos 6rgaos

Houve diferenca estatistica no peso relativo do figado de fémeas tratadas com
boldina na dose de 100 mg/kg quando comparado com o0s demais grupos de tratamento
(P < 0,05), sendo este 6rgdo de tamanho reduzido. O peso relativo médio do rim direito
das fémeas tratadas com boldina diferiram estatisticamente dos valores obtidos para o

grupo controle negativo (P < 0,05).

“H & & o
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Tabela 3. Peso relativo dos 6rgdos de fémeas expostas a salina (CN), 1 mg.kgde boldina
(1BD), 10 mg.kg™ de boldina (10BD), 100 mg.kg™ de boldina (100BD) durante a gestacao.
(n=20 por grupo). Os dados sdo média £ EPM (n= 20).

Grupos
Peso relativo % CN 1BD 10BD 100BD
Coracéo 0,346 £ 0,04 0,308 £ 0,05 0,326 £ 0,03 0,337 £ 0,02
Baco 0,264 + 0,04 0,271 £ 0,02 0,267 £ 0,02 0,308 £ 0,03
Figado 4,607 £ 0,57 4,864 + 0,61 4,608 £ 0,57 4,526 + 0,40*
Rim direito 0,422 + 0,06 0,395 £ 0,04+ 0,394 £ 0,04+ 0,409 £ 0,04+
Rim esquerdo 0,391 £ 0,05 0,381 £ 0,04 0,378 £ 0,04 0,383 £ 0,03
Ovério direito 0,021 £ 0,003 0,023 £ 0,003 0,024 £ 0,006 0,020 £ 0,003
Ovario esquerdo 0,020 £ 0,004 0,024 + 0,003 0,024 £ 0,004 0,025 £ 0,011
Utero 0,115+ 0,03 0,131+ 0,03 0,140 £ 0,04 0,131 £ 0,02

* Diferenca significativa (P < 0,05), em rela¢do ao grupo controle (CN). Os dados séo media
EPM. (ANOVA).

4 DISCUSSAO

O desempenho reprodutivo de fémeas tratadas com boldina mostrou alteracGes
quando comparamos fémeas tratadas com boldina nas doses de 1 mg/kg, 10 mg/kg e
100 mg/kg e o controle negativo (salina, NaCl 0,9%); houve diferenca nas taxas
gestacdo e na taxa de fertilidade. A taxa de fertilidade alterada, indica que as maiores
doses de tratamento com boldina tiveram perdas pré-implantacdo. A taxa de gestacdo
mostra as perdas pré e pds implantacdo, ja que verificamos as gestacdes com filhotes, e
portanto, pela diferenca entre a taxa de fertilidade e gestacdo pode-se ver que 0 grupo
tratado com a dose intermediaria de boldina (10 mg/kg) apresentou perdas pos-
implantacdo num estagio mais avancado da gestacdo, ou seja, as fémeas gestaram, mas
perderam todos os filhotes durante o desenvolvimento fetal. A taxa de fertilidade
diminui conforme aumenta a dose de tratamento com boldina, indicando que as perdas
pré-implantacdo ocorrem de forma dose dependente, sendo maior no grupo tratado com
100 mg/kg. As maes tratadas com boldina durante periodo descrito tiveram um maior
numero de filhotes mortos ao nascimento, nas doses de 1 mg/kg e 10 mg/kg, sendo a
maior taxa na dose menor. As fémeas tratadas com boldina tiveram filhotes que
morreram ao longo do desenvolvimento, em todas as doses, 0 que ndo ocorreu no grupo

tratado com controle. Ao compararmos as perdas gerais pos-implantacdo verificamos
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que quanto maior a dose de tratamento ocorreram mais gestacées com perdas, chegando
a 75% de gestacBes com algum tipo de perda poés-implantacéo, na dose de 100 mg/kg.
Com base nos estudos realizados com boldina até 0 momento, a provavel causa dessas
perdas seria o relaxamento da musculatura lisa uterina, sendo provavelmente a causa
das perdas pré-implantacdo como das perdas pos-implantacdo. Um estudo realizado
com o falso-boldo, que também contém boldina, mas em menor concentragéo,
demonstrou que quando esse é administrado a animais no periodo de pré-implantacéo
causa um aumento significativo da perda embrionaria, e que esse efeito provavelmente
seria devido a um efeito relaxante sobre a mobilidade tubaria (ALMEIDA,
LEMONICA, 2000).

A toxicidade sisttmica pode ser identificada pela diminuicdo do peso corporal
dos animais e por alteracfes nos consumos de agua e racdo, sendo esses, importantes
para a avaliacdo da toxicidade de uma substancia, pois fornecem informacdes do estado
geral de saude dos animais (VALADARES, 2006). Os dados relativos aos consumos de
racdo e o consumo de &gua demonstraram que o consumo ndo foi diferente entre 0s
grupos tratados e o grupo controle; resultado importante nos estudos de
desenvolvimento e toxicidade reprodutiva, ja que uma reducdo no consumo pode
acarretar em efeitos na gestacdo (LEICHTER; LEE, 1984; CAMPBELL et al.; 2009).
Como néo houve alteracdo, pode-se afirmar que as alteracdes encontradas foram apenas
pelo tratamento com boldina em suas diferentes concentracdes.

O ganho de peso das fémeas no periodo gestacional e lactacional ndo apresentou
alteracdo significativa quando comparado com o controle e entre si, entretanto, pode-se
perceber que o grupo tratado com 10 mg/kg é mais homogéneo e ndo altera tanto seu
peso durante o periodo lactacional. Pode-se ainda verificar que na Gltima semana antes
da separacdo da progenitora da ninhada, esse grupo foi o que menos apresentou perda
de peso no periodo (14 a 21 dias de lactagdo), indicando que mesmo sendo um periodo
de grande perda de peso da fémea j& que os filhotes crescem muito nesse periodo esse
grupo as fémeas mantiveram seu peso.

A boldina é um alcaloide com a¢do no SNC, com agdo em diversos tipos de
receptores (acdo principal conhecida como antagonista de DA) (ZETLER, 1998). Por
agir em diversos receptores pode causar alteracbes em comportamentos como 0s
registrados em campo aberto nas fémeas gestantes tratadas com boldina. Todavia ndo
foram encontradas alteracGes estatisticamente significativas em nenhuma das variaveis

avaliadas (n=8). Uma possivel explicacdo para ndo ocorrer diferenca entre 0s grupos
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tratados e o controle seria a meia vida curta da boldina no plasma (31 minutos) e sua
baixa concentracdo no SNC (0,36uM, 3,6puM e 36pM, nas doses de 1 mg/kg, 10 mg/kg
e 100 mg/kg de boldina respectivamente, baseando-se em estudos prévios com as doses
de 50 mg/kg de boldina) (JIMENEZ; SPEISKY, 2000). Entretanto, existem estudos que
demonstram alteragcGes em comportamentos em doses semelhantes a utilizada, como nos
comportamentos de yawning e penile erection model, dependente de receptores D2, na
dose de 40 mg/kg i.p, indicando que essas doses poderiam causar alteragcdes de
comportamento em animais) (O’BRIEN et al., 2006).

O periodo neonatal corresponde ao periodo onde as ligacGes sociais do animal
sdo primariamente formadas (SCOTT, 1962). Durante esta fase o organismo esta
altamente sensivel aos efeitos de estimulos ambientais, como, a manipulagdo por parte
do experimentador, ou alteracbes no comportamento materno. As estimulacdes
neonatais que induzem as alteracbes comportamentais e neuroenddcrinas parecem
persistir ao longo da vida do animal (FRANCIS et al., 1996). O comportamento de
lamber os filhotes (Pup Licking) € um dos comportamentos analisados e, é muito
importante; este comportamento ocorre por todo o corpo e pela regido anogenital
(perineo) e seu proposito é estimular a excrecdo dos filhotes e, além disto, serve como
reposicdo de agua e eletrdlitos para a mae lactante, ja que ela ingere a urina dos filhotes
(GUBERNICK; ALBERTS, 1985). O comportamento de lamber ocorre em alta
frequéncia nos primeiros dias apds o parto e a frequéncia de lamber a regido anogenital
é¢ maior nos filhotes machos que nas fémeas (MOORE; MORELLI, 1979). O
comportamento de lamber os filhotes é um importante estimulo tatil que pode
influenciar no desenvolvimento social dos filhotes machos e fémeas quando adultos,
sendo o comportamento sexual muito importante neste quesito (BIRKE; SADLER,
1987; MOORE, 1992). Este comportamento influencia o comportamento materno
futuro, pois os filhotes fémeas que receberam uma quantidade de lambidas maior
ficardo mais tempo com seus filhotes quando forem mées (FRANCIS et al., 2000).

Extensas pesquisas delinearam 0s circuitos neurais basicos que medeiam a
expressdao do comportamento maternal e a visdo atual é que os sistemas de DA
mesolimbica e mesocorticais fazem parte de um sistema motivacional ndo especifico ou
geral, que serve para aumentar a capacidade de resposta de um organismo a uma vasta
variedade de estimulos biologicamente significativos, incluindo os filhotes (CHEN et
al., 2014), e que a DA esta envolvida em ambas fases de regulacdo do comportamento

(BRIDGES, 1996). A serotonina € um neurotransmissor importante ligado em muitos
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processos psicologicos relevantes para o comportamento maternal (VEIGA et al.,
2007); estudos mostram que uma alteracdo nesta via pode romper o comportamento
materno (CHEN et al., 2014). Estudos com lesbes mostraram que neur6nios
dopaminérgicos que inervam o0 nucleo accumbens podem ser particularmente
importantes para 0s aspectos locomotores do comportamento maternal, como o
comportamento de busca dos filhotes (HANSEN et al., 1991; HANSEN, 1991).
Todavia, lesdes no caudado-putamen (estriado dorsal) ndo causaram nenhum efeito
sobre ambas as fases do comportamento maternal (HANSEN et al., 1991). Como é
sabido, o sistema dopaminérgico mesolimbico esta envolvido em processos
motivacionais, tais como recompensa e reforco (STERN; KEER, 1999). Expor a mée
aos filhotes (reforcando estimulos) induz a liberagdo DA no nucleo accumbens e
striatum dorsal (FLEMING et al., 1994). Substancias que bloqueiam os receptores D2
like de dopamina como o haloperidol (0.1 mg/kg) induzem reducdo no comportamento
de busca dos filhotes e na qualidade do ninho (SILVA et al., 2001). Vista sua agéo
como blogueador dos receptores dopaminérgicos (ZETHER, 1988; ASENCIO, 1999), a
utilizacdo da boldina pode causar alteracbes no comportamento materno, ja que a via
dopaminérgica esta muito relacionada com o comportamento materno;

A laténcia para lamber os filhotes (pup licking) é menor nos grupos tratados com
10 mg/kg e 100 mg/kg. Este comportamento, descrito como tdo importante quanto a
lactacdo, tem papel nos sistemas neurais e altera a plasticidade do SNC (VAN OERS et
al., 1998). Ao nascerem, 0os mamiferos ndo estdo com o sistema nervoso plenamente
desenvolvido. Nos ratos, o sistema nervoso esta suscetivel a alteracdes ambientais logo
apo6s o nascimento. O desenvolvimento de respostas adaptativas ao estresse pode ser
modificado por eventos que ocorrem durante este periodo (MEANEY et al., 1993).
Entdo, alteracbes neste comportamento podem gerar modificacdes na resposta dos
filhotes no teste de reflexos por exemplo.

Entretanto, ndo ocorreu alteracdo significativa estatisticamente no
comportamento de busca dos filhotes e na qualidade do ninho como visto em estudos
anteriores com antagonistas de dopamina.

Até o momento, em virtude da observacdo de alteragcBes anatdbmicas e nos
blastocistos, além de alguma atividade abortiva quando se administrou extratos de P.
boldus e boldina durante a gestacdo (500 mg/kg e 800 mg/kg, em dois experimentos,
separarando a gestacdo em duas fases) era recomendado evitar o uso dessa substancia
durante esse periodo (ALMEIDA et al., 2000). Entretanto, as doses de boldina utilizada
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nesse estudo sdo altas se considerarmos a concentracao do alcaloide boldina na folha de
P. boldus (0,14%) (QUEZADA et al., 2004; GOTTELAND et al., 2004). Lembrando
que e a quantidade de boldina presente em 40g de folhas de P. boldus (quantidade
recomendada para tratamento de nduseas segundo Spethmann (2003) e também a dose
recomendada pela ESCOP para disfungbes hepatobiliares leves e distdrbios
gastrointestinais (2 — 5g de boldo a cada 100ml dgua), ambos recomendando dose diéria
de 11 de chd). Neste estudo identificou-se efeito toxico da boldina em doses menores, 1
mg/kg, 10 mg/kg e 100 mg/kg, entretanto as fémeas foram tratadas durante todo o
periodo gestacional. Todas as doses causaram alteracdo de algum tipo no

comportamento da fémea ou nos aspectos reprodutivos.

5 CONCLUSAO

Conclui-se que o tratamento de fémeas com boldina nas doses de 1 mg/kg, 10
mg/kg e 100 mg/kg, e segundo estudos anteriores deve-se a sua interfiréncia na
implantacdo embrionaria, aumentando as perdas pré-implantagdo e também com o0s
conceptos apds este periodo. O comportamento materno de fémeas tratadas com boldina
também apresentou alteracGes, e como descrito na literatura, alteracdes no
comportamento materno podem modificar a resposta da prole a diversos estimulos e
comportamentos e por essa razdo € uma variavel importante para o desenvolvimento
geral e reprodutivo da prole. Portanto o tratamento com boldina deve ser evitado
durante o periodo gestacional, mesmo em doses baixas como as encontradas no cha de
boldo.
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5 CONCLUSOES

Objetivava-se neste estudo avaliar os efeitos do alcaloide boldina sobre fémeas
tratadas durante o periodo gestacional (Segmento 1) e seus efeitos sobre o
desenvolvimento da progénie exposta durante as fases de desenvolvimento fetal
(Segmento 11I).

Referente ao segmento | foram encontradas alteracbes no desempenho
reprodutivo das fémeas quanto as taxas de gestacdo e fertilidade e quanto as perdas ao
nascimento, pré e po6s implantacdo, e mortes ao nascimento e pds-natais. O
comportamento materno, que € uma variavel importante do desempenho reprodutivos
de ratas ja que pode alterar o desenvolvimento da prole a curto e longo prazo também
foi modificado pela administracdo da boldina durante o periodo gestacional.

Quanto ao segmento IlI, foram encontradas alteracbes nas proles de fémeas
tratadas com boldina no periodo gestacional, em seu desempenho nos testes de reflexos
(teste de endireitamento, geotaxia e agarrar), fisico (abertura de olhos) e reprodutivo
(abertura vaginal, descida de testiculos e separacao prepucial), assim como alteracdo no
peso de 6rgdos de machos e fémeas, na producdo de espermatozoides e no percentual de
espermatozoides com alteragdo (anormais).

Concluimos, portanto, que o uso da boldina e consequentemente do cha de

Peumus boldus deve ser evitado durante o periodo gestacional.
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