UNIVERSIDADE FEDERAL DE MATO GROSSO DO SUL - UFMS
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM FARMACIA

LUCAS ROBERTO PESSATTO

EFEITOS DAS FRACOES DICLOROMETANO E BUTANOLICA DE Gochnatia
polymorpha ssp. floccosa SOBRE O DESEMPENHO REPRODUTIVO,
DESENVOLVIMENTO EMBRIOFETAL E INTEGRIDADE DO DNA

Campo Grande - MS

2017



LUCAS ROBERTO PESSATTO

EFEITOS DAS FRACOES DICLOROMETANO E BUTANOLICA DE Gochnatia
Polymorpha ssp. floccosa SOBRE O DESEMPENHO REPRODUTIVO,
DESENVOLVIMENTO EMBRIOFETAL E INTEGRIDADE DO DNA

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pos-
graduacdo em Farmécia da Universidade
Federal de Mato Grosso do Sul como requisito
parcial para obtengéo do titulo de Mestre.

Orientador: Prof. Dr. Rodrigo Juliano Oliveira

Campo Grande

2017



LUCAS ROBERTO PESSATTO

EFEITOS DAS FRACOES DICLOROMETANO E BUTANOLICA DE Gochnatia
polymorpha ssp. floccosa SOBRE O DESEMPENHO REPRODUTIVO,
DESENVOLVIMENTO EMBRIOFETAL E INTEGRIDADE DO DNA

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pos-
graduagdo em Farmécia da Universidade
Federal de Mato Grosso do Sul como requisito
parcial para obtencéo do titulo de Mestre.

COMISSAO EXAMINADORA

Prof. Dr. Rodrigo Juliano Oliveira
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul-UFMS

Prof. Dr. Jeandre Augusto dos Santos Jaques
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul-UFMS

Prof. Dr. Cristiano Marcelo Espinola Carvalho
Universidade Cat6lica Dom Bosco-UCDB

Campo Grande

2017



“FE conhecereis a verdade, e a verdade vos libertara”
Jodo, 8:32



Aos meus pais, Hélio e Otilia e aos meus
avos Vivaldino (in memoriam), Teresinha, José e

Zaira pelo amor e incentivo a mim sempre dados.



Agradecimentos

Deus obrigado por todas as coisas boas e mas que me aconteceram. Cada uma delas,
ao seu modo, me fizeram chegar onde eu cheguei, e me fizeram ser quem eu sou.

Aos meus pais Otilia e Hélio, pelas palavras de apoio, sempre confiando em mim e na minha
capacidade. Nao existem palavras que expressem a minha gratidao por tudo o que fizeram
por mim.

Ao meu grande orientador, Professor Dr. Rodrigo Juliano Oliveira que, mesmo sabendo das
minhas limitac6es, me recebeu de forma fraternal, sempre prestativo e de prontidao para
repassar seu grandioso conhecimento. Pessoa pela qual possuo uma grande admiracao e

tomo com exemplo para a vida.
Sempre serei grato pelos auxilios, gentileza e amizade.

A minha namorada Carol por todo incentivo, palavras de apoio e por ter dado ouvido aos
meus desabafos e lamentages.

Ao meu amigo Jodo pela amizade sélida que cultivamos e pelas grandiosas ajudas durante
todo o mestrado.

Ao amigo Michel pela grande amizade que formamos, onde desde o inicio da caminhada
dividimos momentos de alegria e de apoio.

A amiga Andreza pela ajuda, preocupacéo, confianca e pelos momentos de alegria
compartilhados.

Ao amigo e grande Professor Alexandre Nick o primeiro e grande incentivador a iniciar esse
mestrado. Agradeco pelo estimulo, conselhos, palavras de apoio e pelo compartilhamento de
experiéncias.



Agradecimentos

Aos colegas, Ana Paula, Bruna, Bruno, Edwin, Indiara, Juliana, Larissa, Laynna, Leal,
Raissa, Sara, Silvia, Yasmin e Natan que me ajudaram de alguma maneira durante o
mestrado.

A Caroline mesmo n&o conhecendo pessoalmente, foi fundamental para a realizac&o deste
trabalho.

As técnicas de laboratério, em especial a Ana pelo apoio.

Ao professor Dr. Jeandre pelas excelentes aulas ministradas e por contribuir na correcao
deste trabalho e pelas participacfes nas bancas.

Ao professor Dr. Cristiano por nos receber de forma solicita na UCDB, contribuir na
correcao deste trabalho e pelas participacfes nas bancas.

A professora Dr?. Sarah pelo apoio na traduco e pela ajuda no artigo.

A professora Dr2. Andrea Laura pelas consideracdes e correcdes da dissertagao.

A todos os professores que ministraram aulas durante o mestrado.

Ao Luiz secretario do programa, pela disposicéo, pelas palavras de apoio e pela amizade.

A CAPES pela ajuda financeira.

Meus mais profundos e sinceros agradecimentos a todos.



RESUMO

PESSATTO, Lucas Roberto. Efeitos das fracdes diclorometano e butanolica de Gochnatia
polymorpha ssp. floccosa sobre o desempenho reprodutivo, desenvolvimento embriofetal e
integridade do DNA. 2016. Dissertacdo (Mestrado em Farmacia). Universidade Federal de
Mato Grosso do Sul, MS.

Gochnatia polymorpha ssp. floccosa (Asteraceae), também conhecida como Cambara, é usada
na medicina popular para tratar inflamacdes e infec¢Bes. Estudos prévios demonstraram que o
extrato etandlico é indicado para a bioprospec¢do de um novo anti-inflamatério fitoterapico
seguro durante a gravidez. Este trabalho teve como objetivo avaliar as fragdes diclorometano
(DCM) e butandlica (BT) de G. polymorpha no desempenho reprodutivo, desenvolvimento
embriofetal e integridade do DNA. Para tal estudo, fémeas prenhes de camundongos Swiss
foram tratadas com 50 e 20 mg/kg das fragbes DCM e BT, respectivamente, durante os
periodos de organogénese e gestacional. Os resultados demonstram que as fragdes DCM e BT
de G. polymorpha possuem atividade mutagénica, mas ndo apresentam atividade teratogénica
e ndo alteram o desempenho reprodutivo. Com base na semelhancga dos indices reprodutivos
entre 0s animais dos grupos controles e tratados, pode-se inferir também que o efeito
mutagénico teve ocorréncia em células somaticas e ndo em células germinativas. Diante do
exposto considera-se que a bioprospeccdo de um anti-inflamatorio seguro, a partir da G.

polymorpha, requer cuidados se consideradas as frac6es estudadas.

Palavras-chave: etnofarmacologia, teratogenicidade, malformacdo, mutagénese, meaiciia

tradicional.
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1. INTRODUCAO

Muitas gestantes fazem uso de plantas com propriedades medicinais para o tratamento
de doencas sem saber os potenciais riscos para sua saude e de seus descendentes (PINN;
PALLET, 2002; WEIER; BEAL, 2004). Apesar das propriedades benéficas que muitas
plantas medicinais apresentam, compostos que fazem parte de sua constituicdo podem alterar
o desenvolvimento embrionario ou fetal por possuir acdo mutagénica, carcinogénica (LAPA,
et al. 2004), citotdbxica (MALPATHAK; KEDARI, 2016), apoptotica
(TAECHAKULWANIYA et al., 2016) e por interferir no processo de diferenciagao celular.

Dentre as plantas utilizadas na medicina popular, encontra-se a Gochnatia polymorpha
ssp. Floccosa conhecida popularmente por Cambara. Essa espécie pode ser localizada em
diversas regides do Brasil e em outros paises sul-americanos (SANCHO; FUNK; ROQUIE,
2013; SANCHO; ROQUE, 2013), sendo muito utilizada na medicina popular para o
tratamento de doencas, principalmente do trato respiratério (GARLET; IRGANG, 2001;
BUENO et al., 2005; ARAMBARRI et al., 2008). Estas propriedades benéficas estdo
associadas a presenca de diversos compostos como as lactonas sesquiterpénicas,
sesquiterpenos, diterpenos, triterpenos, flavonodides, cumarinas, compostos fenolicos e 6leo
essencial (FARIAS et al., 1984; BOHLMANN et al., 1986; MOREIRA et al., 2000;
CATALAN et al., 2003; STEFANELLO et al., 2006; PIORNEDO et al., 2011. SILVA et al.,
2011; STRAPASSON et al., 2011).

Estes compostos biossintéticos presentes na G. polymorpha também sdo produzidos
por outras espécies da familia Asteraceae (STEFANELLO et al., 2006). Segundo Maggi et al.
(2005), alguns desses metabolitos tem como principal fungdo conferir protecdo a planta,
principalmente, por meio de acdo inseticida ou contra outras acBes parasitarias. Para tais
funcgdes, essas substancias apresentam diferentes mecanismos de agdo. Dentre eles a atividade
genotoxica que, de forma randémica, pode interferir em genes importantes, como por
exemplo, os relacionados ao desenvolvimento fetal ou genes responsaveis pela regulacdo de
ciclo celular, reparo e apoptose. Alteracdo na expressdo desses genes pode desencadear
processos teratogénicos e carcinogénicos (ALMEIDA, 1993; FONSECA et al.,, 1994,
VERSCHAEVE et al., 2004; VILAR et al., 2008; VILAR et al., 2011).
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Na analise quimica sobre o Oleo essencial de G. polymorpha apresentada por
Stefanello et al. (2006), foram identificados 30 componentes, sendo que na familia Astarcea a
formacdo de terpenos, especialmente lactonas sesquiterpénicas é predominante. Em outro
estudo do grupo, foram avaliados o extrato etandlico de G. polymorpha (EEGP) e as fracGes
diclorometano (DCM) e butanolica (BT) quanto ao seu potencial citotoxico. Os resultados
mostraram que tanto o EEGP quanto as fracGes possuem atividade citotoxica nas nove
linhagens celulares tumorais testadas, com a atividade preponderada da fracdo DCM.
Atividades estas que podem relacionar-se a mecanismos genotdxicos (STRAPASSON, et al.,
2011, DAVID et al., 2014).

Foram também isolados seis componentes da fracdo DCM, sendo eles: 11a,13-
dihydrozaluzanin C, 10-desoxygochnatiolide A, gochnatiolide A, 8-hydroxi-10-
desoxygochnatiolide A e isolados 8-hydroxigochnatiolide, entre os quais apresentaram
atividade citotdxica relevante os compostos 10-desoxygochnatiolide A e gochnatiolide A
(STRAPASSON, et al., 2011).

Além dos dados acima citados, a literatura ainda indica que o EEGP possui eficiente
acdo anti-inflamatéria com uso seguro durante o periodo gestacional (DAVID et al., 2014).
No entanto, este autor ndo descreveu os efeitos das fracGes obtidas a partir desse extrato.
Diante disso, esta pesquisa deu continuidade aos estudos de David et al. (2014), e de forma
pioneira descrevera o potencial genotéxico e/ou teratogénico das fracGes diclorometano
(DCM) e butandlica (BT). Somente dessa forma sera possivel inferir seguranga de uso em
humanos e, principalmente, para mulheres em periodos gestacionais, que estdo susceptiveis a

efeitos prejudiciais a sua prole.

Frente ao exposto, a avaliacdo das fragbes DCM e BT provenientes do EEGP, em
modelos de desempenho reprodutivo e desenvolvimento embriofetal também se torna uma
prioridade, visto que sdo importantes pontos de partida para a bioprospeccdo de um
medicamento anti-inflamatdrio seguro para gestantes. Reforga essa relevancia o fato dos anti-
inflamatdrios ndo esteroidais, drogas muito prescritas no primeiro trimestre da gestacéo
(OLESEN et al., 1999), estarem relacionados ao desenvolvimento de malformacdes cardiacas,
vasculares e gastrosquise (MARTINEZ; RODRIGUEZ; PRIETO, 1997; SUAREZ et al.,
2002; CAPPON; COOK; HURTT, 2003; OFORI et al., 2006; DAVID et al., 2014).
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Este estudo baseou-se em metodologias classicas para avaliar a acdo das fracdes DCM
e BT, sobre o DNA, o desempenho reprodutivo e o desenvolvimento embriofetal em fémeas
prenhes de camundongos Swiss (AUHAREK et al., 2013; GONCALVES et al., 20133;
GONCALVES et al., 2013b).

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Plantas medicinais

A utilizacdo das plantas medicinais para cura e preven¢do de doencas é uma préatica
que remete ao inicio da civilizacdo humana e tem se perpetuado ao longo das geragdes por
meio de uma dindmica propria, com base no empirismo (VEIGA et al., 2005). Mesmo com 0s
avancos farmacoldgicos e a fécil acessibilidade da aquisicdo de medicamentos, diversas
comunidades tradicionais ainda veem nas plantas medicinais e seus produtos uma excelente
alternativa para a cura e prevenc¢do de suas doencas (AZEVEDO; SILVA, 2006; MUKUNGU
etal., 2016).

Segundo a Organizagdo Mundial de Saude (OMS), aproximadamente 80% da
populacdo, principalmente em paises emergentes, sdo dependentes da medicina tradicional
para suprir as demandas relacionadas a saude e 85% da medicina tradicional utilizam plantas,
nameros que denotam aproximadamente 3,5 a 4,0 bilhdes de pessoas ao redor do mundo
fazendo uso de plantas medicinais com frequéncia (HERSCH-MARTINEZ, 1995;
FARNSWORTH, 1997). Além disso, segundo Yune e Calixto (2001), 14% dos
medicamentos industriais comercializados séo provenientes de produtos naturais. Sendo que

desse total, 25% sao de origem vegetal, 13% de microorganismos e 3% de origem animal.

Esse conhecimento empirico sobre as propriedades benéficas das espécies vegetais
muitas vezes ndo tem validacdo farmacoldgica comprovada. No entanto, indicam o potencial
etnofarmacoldgico e vias de pesquisas para a descoberta de novas substancias bioativas que
sdo fontes de recursos terap@uticos e base para a indlstria farmacéutica (SIMOES;
SCHENKEL, 2002).
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Neste cenario botanico global, o Brasil se destaca por possuir mais de 55.000
espécies catalogadas e outras 350.000 a 550.000 que ainda precisam ser identificadas
(MARTINS-RAMOS; BORTOLUZZI; MANTOVANI, 2010).

Nessa premissa, € de suma importancia a investigacdo cientifica para caracterizar,
identificar, comprovar a acdo terapéutica e, acima de tudo, demonstrar seguranca no uso
(ARCOLINE, 2003), descartando como, por exemplo, acBes mutagénicas, teratogénicas e/ou
que possam alterar o desenvolvimento embriofetal de seres humanos (OLIVEIRA et al.,
2009).

2.1.1. Gochnatia polymorpha

G. polymorpha, uma das 21 espécies do género Gochnatia (Cabrera) G. Sancho, é uma
planta que possui vasta distribuicdo na America do Sul e pode ser encontrada em diversos
biomas do Brasil, Paraguai, Uruguai e Argentina (SANCHO; FUNK; ROQUE, 2013;
SANCHO; ROQUE, 2016).

G. polymorpha quando adulta é uma arvore de porte medio, com tamanho que varia de
3,5 a 10 m de altura. Seu tronco é tortuoso, com cerca de 20 a 50 cm de didmetro, possui
casca profundamente sulcada e estrias largas. Suas folhas sdo simples, alternadas, oval-
lanceolada, com base e apice agudos. As flores sdo de cor branco-amareladas, destacando-se
por suas densas inflorescéncias nas axilas das folhas terminais. Os frutos sdo de porte
pequeno, aquénios, com tamanho de 2 a 5 mm de comprimento, brancos e densamente pilosos
(LORENZI, 1992; MARQUES, 2007).

Além da subespécie floccosa também é conhecida a subespécie ceanothifolia que
possuem diferentes distribuicdes territoriais. A subespécie ceanothifolia ocorre no estado do
Rio Grande do Sul e em paises préximos como Uruguai, Paraguai e no nordeste da Argentina.
Por sua vez, a subespécie floccosa apresenta-se somente no Brasil, podendo ser encontrada
em Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, S&o Paulo, Parang, Santa Catarina e Rio Grande do
Sul (SANCHO; ROQUE, 2016).

O Cambard, como a espécie € conhecida popularmente, € utilizada na medicina

popular, na forma de infusdo de suas folhas, flores e cascas, para o0 tratamento de


https://pt.wikipedia.org/wiki/Gochnatia
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enfermidades do trato respiratorio como asmas, bronquites, gripes e resfriados (GARLET,;
IRGANG, 2001; BUENO et al., 2005; ARAMBARRI et al., 2008) também estdo relacionadas
atividades antiespasmodica (SCHLEMPER; FREITAS; SCHLEMPER, 2011) e
antineoplasica (MARTINS et al., 2015) e anti-flamatoria (PIORNEDO et al., 2011).

Segundo estudo realizado por Piornedo et al. (2011), o EEGP, as fracdes DCM e BT, e
0 composto isolado, 11; 13-dihydrozaluzanin C, possuem atividade anti-inflamatéria em
modelo pre-clinico. Resultados estes que também foram corroborados por David et al. (2014),
0s quais, além do potencial anti-inflamatério, foi confirmado que o EEGP néo é mutagénico e

nem teratogénico em fémeas prenhes o que indica o seu uso seguro também para gestantes.

Essas propriedades terapéuticas anteriormente citadas sdo atribuidas a presenca de
diferentes compostos como as lactonas sesquiterpénicas, sesquiterpenos, diterpenos,
triterpenos, flavondides, cumarinas, compostos fendlicos e o6leo essencial (FARIAS et al.,
1984; BOHLMANN et al., 1986; MOREIRA et al., 2000; CATALAN et al., 2003;
STEFANELLO et al., 2006; PIORNEDO et al., 2011; SILVA et al., 2011; STRAPASSON et
al., 2011).

2.2.  Toxicologia da reproducéo

De forma geral, refere-se a toxicologia da reproducdo a analise, observacdo e
compreendimento dos agentes que possuam o potencial de interferéncia na capacidade de
reproducdo de organismos de ambos 0s sexos, que vao desde o desenvolvimento pré-natal,
passando pelo pos-natal e chegando até a puberdade, além de englobar 0s processos
teratogénicos (BARROS; SOLANGE, 1996).

A toxicologia da reproducdo esta intrinsicamente ligada a teratologia, sendo uma area
ampla e complexa da toxicologia preditiva se considerado o grande nimero de fenémenos
bioldgicos e duracdo dos processos. Os estudos relacionados a esta area buscam sobremaneira
avaliar os problemas na organogénese, morfogénese, diferenciacdo celular, crescimento,
prejuizos no desenvolvimento cognitivo, neurologico em geral e a morte do organismo. Além
disso, estuda os mecanismos de acdo das substancias ou agentes, as patogenias surgidas e as
consequéncias gerais dos agentes que levam aos problemas congénitos (ROGERS;
KAVLOCK, 2001).
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A reproducdo é o fator crucial para assegurar a continuidade das espécies,
possibilitando que a heranca e a variabilidade genética seja passada as geracdes seguintes
(SNUSTAD, et Al., 2001). Porém, no que tange a toxicologia da reproducdo, o ciclo
reprodutivo ndo se limita apenas a concepcao, gestacdo e o nascimento. Existem fatores
muito antes da concepcdo que devem ser levados em consideracdo, como por exemplo, a
formagdo dos gametas que pode sofrer alteracBes que, futuramente, pode interferir no
desenvolvimento da prole (MOORE; PERSUAD, 1995). Além disso, ndo se encerra no
momento do nascimento, ja que todo o processo de desenvolvimento pds-natal até a
maturidade sexual deve ser considerado (BERNARDI, 1996), porque somente apds o

desenvolvimento correto esses individuos estardo aptos a procriar.

As recomendacgbes da Food and Drug Administration (FDA) e Organization for
Economic Cooperation and Development (OECD) indicam que os estudos de toxicidade
reprodutiva devem ser divididos em trés partes, sendo elas modificadas pelas normas da
Environmental Protection Agency (US. EPA). A primeira refere-se a toxicidade cronica que
avalia a fertilidade, a formac&o dos gametas, 0 acasalamento e a fertilizacdo. A segunda trata
da toxicidade pré-natal que tem como objeto de estudo a teratogenicidade, ou seja, 0
desenvolvimento do organismo, em especial o periodo de organogénse quando os diferentes
orgdos e sistemas sdo formados; e por Gltimo, a toxicidade peri e pos-natal que avalia o
desenvolvimento pré- e pds-natal de progénies expostas durante a fase de desenvolvimento

fetal e/ou lactacgéo.

2.2.1. Desenvolvimento embrionario em camundongos

Os quimiotaxicos sdo responsaveis pelo direcionamento do espermatozoide até o
ovocito 11, estes sinais sdo emitidos pelo proprio ovocito Il e pelas células foliculares
circundantes e tem papel crucial para que ocorra a fecundacdo. Apds o contato do
espermatozoide com a coroa radiata do ovocito I, o acrossoma do espermatozoide segrega
enzimas, como a hialuronidase, que tem como funcdo dispersar a células foliculares
permitindo que o espermatozoide entre em contando com a zona peltcia. Dessa forma o0s
receptores na membrana do acrossoma identificam a glicoproteina ZP3 (AVELLA et al.,

2013) e liberam enzimas, como as esterases, acrosina e neuraminidase, que degradam as
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glicoproteinas da zona pelucida permitindo que material genético adentre o gameta feminino
(MOORE; PERSUAD, 1995).

Ap0s ocorrer a entrada do espermatozoide na zona pellcida, ocorre a liberacdo de
granulos corticais que promovem a reacdo zonal evitando assim a poliespermia. Além disso, a
segunda divisdo meiotica do ovocito I € completada formando um ovocito maduro e o
segundo corpusculo polar. Apos esse processo ocorre a fusdo dos pré-nucleos masculino e
feminino, formando o dvulo e o zigoto (MOORE; PERSUAD, 1995). Em seguida, a
fecundacdo do ovdcito 1l pelo espermatozoide da& inicio a complexas modificacdes,
transformando uma Unica célula (zigoto), em um ser multicelular. Nessa premissa, 0
desenvolvimento embrionario se inicia e essas etapas ocorrem de forma semelhante em
diversos mamiferos (MOORE; PERSUAD, 1995). Como o modelo experimental desse estudo

envolve o uso de camundongos, 0 mesmo sera utilizado para as descri¢des a seguir:
a) Pré-implantacional:

Nos camundongos esse periodo tem inicio a partir da ovocitacdo, seguido pela
fecundacdo do ovdcito Il (WIMSATT, 1975). Com a formacdo do zigoto inicia-se 0 processo
de clivagem até formar o primeiro conjunto de dezesseis células, denominado de mérula. A
partir do estagio de morula, a massa celular se torna mais compactada pela ativacdo de
mecanismos celulares associados a microfilamentos e microtibulos. Essa compactacéao
promove a abertura da cavidade blastocistica, tendo um papel muito importante para
armazenar fluidos e prover a conducdo de substancias para as células circundantes
(BRINSTER, 1974). Apds a cavitacdo aberta, a moérula se transforma em blastocisto
(WIMSATT, 1975; MOORE; PERSUAD, 1995; PRATHER; FIRST, 1988).

A camada circundante do blastocisto ¢ denominada de trofoblasto, esta camada dara
origem aos tecidos extraembrionarios. J& o embrioblasto, que é a massa celular mais interna
do blastocisto, dara origem ao embrido. Em sequéncia ocorre a degeneragdo da camada

glicoproteica da zona pelucida, dando fim ao periodo pré-implantacional (AGOSTINI; 1993)
b) Implantacional:

Este periodo inicia-se aproximadamente no quinto dia gestacional em camundongos
apos a fecundacdo (BRINSTER, 1974). Diversos mecanismos complexos moleculares séo
ativados nas células do embrioblasto e do trofoblasto, fazendo com que, apds o contato do

blastocisto com o endométrio, ocorra a nidacao na parede uterina da fémea (JOHNSON et al.,
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1984). Por sua vez, o conjunto celular interno comeca a se diferenciar formando o préprio
embrido por processos de gastrulacéo, formacdo da notocorda e, posteriormente, a neurulagéo
(ALBERTS et al., 2004).

c) Organogénese:

De maneira geral, nos pequenos roedores o periodo de organogénese se inicia do sexto
ao oitavo dia e termina por volta do décimo quinto dia apds a fecundago. E neste periodo que
ocorre formacdo dos 6rgdos e sistemas (CARVALHO, 2006). Para outros autores a
organogénese inicia-se no quinto dia pds fecundacdo se o dia de deteccdo da rolha for
considerado dia zero (DAVID et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2015). Seguindo a respectiva
ordem de formacédo em dias ap0s o coito considera-se que no 8° dia se da a diferenciacdo dos
folhetos embrionarios, formagdo do exoceloma, do primdérdio do coracdo e da placa
notocordal. No 9°-10° dia gestacional ocorre o aparecimento do somitos. No 10,5° dia
gestacional ocorre o fechamento da notocorda. No 10°-11° ocorre o fechamento do neuroporo
anterior que € a evidéncia do segundo e do terceiro arcos branquiais. No 11°-12° dia de
gestacdo se dard o desenvolvimento do cérebro primitivo dividido em telencéfalo e
diencéfalo, e o fechamento do neuroporo (CARMO et al., 2004).

d) Fetogénese:

E a Ultima etapa da gestacdo e nos camundongos ocorre entre 0 17° e o 18° dia
gestacional e entre 0 19° e 0 22° dia gestacional ocorrera o nascimento do feto. Esse periodo
compreende basicamente no amadurecimento de todas as estruturas formadas na

organogeénese e que se estende até o nascimento (CARMO et al., 2004).

2.2.2. Teratogénese

Segundo livros classicos como o de Moore e Persauad (1995), um teratbgeno é
qualquer agente, que quando em contato com uma gestante ou uma fémea prenhe, possua
capacidade de produzir anomalias no desenvolvimento embriofetal e/ou gerar malformagoes
congénitas. Define-se como malformacdo congénita a anomalia funcional ou estrutural

(morfoldgica) do desenvolvimento do feto presente no nascimento, sendo essas mudancas
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permanentes, prejudiciais ao desenvolvimento e crescimento, ou mesmo incompativel com a
sobrevivéncia do individuo (SANSEVERINO et al., 2001; HOROVITZ et al., 2005).

Os teratdgenos podem ser de origem bioldgica, quimica ou fisica e, em geral, atuam de
forma similar aos agentes mutagénicos, ou seja, provocando modificacbes no material
genético, onde por sua vez podem promover modificacbes na biossintese de enzimas,
alteracdes da expressdo génica, no balanco osmotico, nos processos mitéticos, meidticos, de
diferenciacdo e de morte celular programada; onde por sua vez gera-se modificacOes
complexas do desenvolvimento embrionario (OPITZ, 2000; OLIVEIRA et al., 2009;
KUPSCO; SCHLENK, 2015; SINGH et al., 2015). Destaca-se ainda que 0s eventos
teratogénicos, bem como os mutagénicos, podem acontecer de forma espontanea derivados de

processos enddgenos, por exemplo (MARLEEN et al., 2010).

Schuler-Faccini et al. (2002) destacam que existem fatores cruciais entre 0 processo
teratogénico e a atuacdo do teratdgeno. Segundo o autor, essas a¢des estdo diretamente ligadas
ao estagio de desenvolvimento fetal que o organismo se encontra, da dose/resposta do
teratdgeno, genotipo materno-fetal, bem como o mecanismo patogénico de cada substancia.
Além disso, os agentes teratogénicos podem atuar nos quatro periodos gestacionais, trazendo
problemas especificos relacionados a cada etapa. No primeiro e no segundo periodo,
referentes a fertilizacdo e implantacdo (periodos anteriormente referidos como pré-
implantacional e implancional), eles podem provocar agdes embrioletais, ou como, por
exemplo, os efeitos dos contraceptivos emergénciais tornando a fecundagéo ou a continuagéo
do desenvolvimento a partir do zigoto inviavel (GEMZELL-DANIELSSON et al., 2014). No
segundo periodo, momento da diferenciacdo de tecidos e formagdo dos 6rgaos (anteriormente
referido como Organogénese), o teratdgeno pode acarretar a interrupcdo do desenvolvimento
dos tecidos e orgdos comprometendo o funcionamento de um oOrgdo ou de todo o sistema
(BALDASSO, 2002). E, por ultimo, no crescimento celular e maturacdo (periodo
anteriormente referido como fetogénese), podem ocorrer adulteragdes funcionais nos tecidos
promovendo disfungfes no sistema nervoso central, principalmente (RABELO-GAY et al.,
1991).

Diante do exposto observa-se 0 quao necessario 0s estudos referentes a teratogénese
sdo. De fato, eles sdo cruciais para identificar ou descartar as possiveis substancias
teratdgenas em mamiferos (RODRIGUES et al., 2011). Além disso, os estudos de

teratogénese experimental permitem ao pesquisador avaliar minuciosamente todos os periodos
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de desenvolvimento fetal, avaliar a toxicidade materna, a seguranca das concentracdes e do
tempo de exposicdo as substancias (SANSEVERINO et al., 2001; MOORE; PERSUAD,
1995).

2.3.  Mutagénese

Em cada ser vivo existem sequéncias especificas de nucleotideos em seu DNA que
confere a cada organismo suas proprias caracteristicas. Ndo obstante, essa estrutura primordial
da vida comumente esta exposta aos mais variados fatores quimicos, fisicos, ambientais e
bioldgicos que podem causar alteracdes em sua estrutura e composi¢éo quimica, denominadas
mutacdes (RIBEIRO et al., 2003; KANG et al., 2013; TORRES-BUGARIN et al., 2015).

As mutagdes tem papel crucial na evolucdo dos seres vivos. E através dessas
modificagdes moleculares nas células que existe uma grande variabilidade e diversidade de
organismos, nos mais diversos ambientes (SNIEGOWSKI et al., 2000). Na evolucao, essas
modificacbes génicas sdo, em geral, benéficas e podem estar associadas a processos
enddgenos ou mesmo a exposicao a diferentes fatores mutagénicos ambientais que 0s
organismos estdo sujeitos comumente (MARTIN, 1996). Por outro lado, desordens genéticas
nessas mesmas células também podem apresentar efeitos adversos como sindromes,
fertilidade reduzida, malformagdes, abortos (RABELO-GAY et al., 1991) e céancer (EGGER
et al., 2004).

Quando as alteragdes genébmicas ocorrem em células somaticas, provocam uma etapa
critica para o inicio do processo de carcinogénese, haja vista que o acimulo de mutacGes
randomicas no DNA pode causar instabilidade genética e, por consequéncia, erros na
expressdao de proteinas importantes para o funcionamento celular (KANG et al., 2013;
TORRES-BUGARIN et al., 2015). Segundo Ribeiro et al. (2003), 0s processos que estio
envolvidos na mutagénese estdo intrinsicamente ligados aos carcinogénicos, sendo

basicamente 0S mesmos processos para a promocgao da carcinogénese.

As mutagdes podem ser divididas em génicas e cromossomicas. Sendo as génicas
aquelas que ocorrem pela substituicdo, adicdo ou delecdo de nucleotideos e as
cromossomicas, sdo subdividas em euploidias e aneuploidias, ou seja, envolvendo

cromossomos inteiros ou apenas partes dele, respectivamente (MATEUCA et al., 2006).
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Além das mutacbes génicas anteriormente referidas, os agentes mutagénicos podem gerar
diversos tipos de danos no material genético, como por exemplo, sitios alcali-labeis, aductos
de DNA e quebras de fitas duplas e simples.

2.3.1. Micronucleo

Os micronucleos em sangue periférico sdo estruturas de caracteristica arredondadas,
com aproximadamente 1/20 a 1/5 do tamanho do eritrocito (RABELO-GAY et al., 1991). Sua
formacdo advém de fragmentos cromossémicos (danos clastogénicos) e/ou até mesmo
cromossomos inteiros (danos aneugénicos) que foram perdidos durante o processo de divisdo
celular, mais especificamente na anafase durante a migracdo das cromatides para os polos da
célula (TORRES-BUGARIN et al., 2015).

A quantificacdo dessas estruturas nos eritrocitos ¢ de fundamental importancia para
analisar o nivel de danos mutagénicos que 0s organismos possuem. Um dos ensaios mais
utilizados, que tem resultados precisos e € amplamente reconhecido pela comunidade
cientifica para analise desses eventos é o0 ensaio de microntcleo (MN). Esta técnica possibilita
quantificar os danos cromossdmicos e as falhas existentes nas fibras dos fusos de células de
organismos expostos aos mais variados tipos de agentes fisicos, quimicos e bioldgicos
(OLIVEIRA et al., 2009; BARROS et al., 2013; TWEATS et al., 2015). Além disso, ele
também € utilizado no biomonitoramento para quantificar a frequéncia de microndcleos em
populacdes humanas (FENECH et al., 1999).

Devido a sua grande confiabilidade, a técnica tem colaborado para a analise ndo sé de
biomarcadores importantes in vivo e in vitro de danos genéticos, mas também de marcadores
precoces relevantes nos processos de carcinogénese (BONASSI et al., 2006). Além disso eles
sdo reconhecidos por agéncias internacionais como um dos testes necessarios para garantir a
seguranca e a liberacdo de novos farmacos (HAYASHI et al., 1994; CHOY, 2001).

Nos mamiferos, o0s eritroblastos se  transformam em eritrdcitos,
a partir do momento que ocorre a expulsdo do seu nucleo. Dessa forma, qualquer residuo
genético que permanecer no citoplasma sera reconhecido pelo ensaio MN de sangue
periférico. Para uma andlise correta em humanos é importante que o ensaio seja realizado 10

horas ap6s a exposicdo, pois todo o processo de expulsdo do material genético dos
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eritroblastos tem uma duracgéo de 8 a 12 horas (RABELO-GAY et al., 1991). Ja nos pequenos
roedores esse tempo entre o tratamento e o aparecimento do micronucleo é reduzido, ficando
em torno de 5 horas (MACGREGOR et al., 1987). No entanto, muitos pesquisadores fazem
uma cinética da frequéncia de micronucleo e para isso 0s mesmos usam coletas em 24, 48 e
72 horas, principalmente quando os controles positivos sdo agentes mutagénicos de acéo
indireta como € o caso da ciclofosfamida (LINDBERG et al., 2009; CARVALHO et al.,
2015)

A maioria dos protocolos envolvendo ensaios de micronlcleo em sangue periférico
utiliza o Alaranjado de Acridina como corante. Apesar dos riscos na manipulacdo por sua
capacidade intercalante e, por consequéncia, mutagénicas, esse corante apresenta vantagens
pelo seu baixo custo, bem como a capacidade de ndo corar contaminantes existentes nas
amostras. Este colorante metacromético tem a capacidade de intercalar-se com o DNA
(MOLONEY; KELLY; MACK, 2001) e ao ser irradiado por ondas ultravioletas, seus atomos
sdo excitados emitindo sinais quimioluminescentes de coloracdo amarelo esverdeada que sdo
captados pelo filtro 6ptico do microscopio. Destaca-se ainda que o Alaranjado de Acridina
quando unido somente a moléculas de RNA emite outra frequéncia luminosa de tonalidade
avermelhada. Essas caracteristicas permitem ao analisador diferenciar facilmente, no caso do
sangue, células com ou sem a presenca de DNA em seu interior (HAYASHI et al., 1990;
OLIVEIRA et al., 2009; KANG et al., 2013).

Neste ensaio a contagem de células geralmente baseia-se em 2.000 eritrocitos por
animal, pois como o processo de transformacdes dos eritroblastos em eritrocitos é constante e
ndo sincrono, a contagem feita com essa quantidade de células diminui possiveis erros
amostrais (RABELO-GAY et al., 1991).
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4. OBJETIVOS

4.1  Objetivo geral

Avaliar os efeitos teratogénicos e mutagénicos das fracdes diclorometano e butanodlica

de Gochnatia polymorpha ssp. floccosa em fémeas prenhes de camundongos Swiss.

4.2  Objetivos especificos

Investigar a atividade mutagénica das fracfes diclorometano e butandlica de
Gochnatia polymorpha ssp. floccosa por meio do ensaio de micronicleo em sangue
periférico;

Avaliar a toxicidade materna e o desempenho reprodutivo de fémeas Swiss

tratadas em diferentes periodos com as fracGes diclorometano e butandlica de Gochnatia
polymorpha ssp. floccosa;

Investigar o potencial teratogénico das fracdes diclorometano e butandlica de
Gochnatia polymorpha ssp. floccosa sobre os embrides/fetos expostos in Gtero, por meio de

analises de malformacdes externas, viscerais e esqueléticas.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Ethnoph logical rele Gochnatia pol, ‘pha ssp. fle (Asteraceae) also known as “Cambara”
Gochnatia polymorpha is used as medicinal plant in Brazil to treat infections and inflammation. Previous studies showed that its

Medicinal herbs
Teratogenesis
Mutagenesis

ethanolic extract could be bioprospecting of a new anti-inflammatory phytotherapy for use during pregnancy.
This work aimed to evaluate dichloromethane (DCM) and butanolic (BT) fractions from G. polymorpha on
embryo-fetal development and DNA integrity in mice.

Materials and methods: Female mice were treated with 50 and 20 mg/kg of the DCM and BT fractions,
respectively, during organogenesis and gestational period.

Results and conclusion: The present study shows that DCM and BT fractions from G. polymorpha possess
mutagenic activity but are not teratogenic. Based on the fact that the reproductive indices are similar in control
and treated animals, we may infer that the mutagenic effect was in somatic cell, at least in part, because the

reabsorption number and reabsorption rates did not change in DCM and BT exposed groups.

1. Introduction

Gochnatia polymorpha subsp. floccosa (Asteraceae), popularly
known as Cambard, is commonly found in Brazil, along with
Paraguay, Uruguay, and Argentina (Sancho et al., 2013). The infusion
of its leaves, flowers and bark is used in popular medicine to treat
respiratory diseases such as asthma, bronchitis, cough and cold (Garlet
and Irgang, 2001; Bueno et al., 2005; Arambarri et al., 2008). Previous
ethnophamacology studies addressing G. polymorpha have report anti-
inflammatory activity of an ethanolic extract (GPEE), dichloromethane
(DCM) and butanolic (BT) fractions. In addition, both DCM and BT
fractions inhibited oedema formation and protein extravasation in-
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duced by carrageenan. However, DCM fraction showed an inhibitory
effect on leukocyte migration, an important supplementary activity
which certainly contributes to its anti-inflammatory activity (Piornedo
et al., 2011). Moreover, our research group described that G. poly-
morpha ethanolic extract is an effective anti-inflammatory drug that
can be safely used during pregnancy (David et al., 2014).

These therapeutic properties of G. polymorpha may be associated
with the presence of different compounds such as sesquiterpenes,
sesquiterpene lactones, bisabolones, dimeric guaianolides, diterpenes,
triterpenoids, flavonoids, coumarins and phenolic compounds (Farias
et al., 1984; Stefanello et al., 2006; Strapasson et al., 2012, 2014;
Martins et al., 2015).
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Taken into account that we provided the first report in the scientific
literature showing the use of G. polymorpha as an anti-inflamamma-
tory able to be use for pregnant female (David et al., 2014), in order to
continue the process of bioprospection of a medication this study
aimed to investigate the effect of the DCM and BT fractions from G.
polymorpha on DNA, maternal reproductive outcome, and embryo-
fetal development, in mice.

2. Material and methods
2.1. Collection and identification of plant material

The trunk bark from specimens of G. polymorpha subsp. floccosa
(Cabrera) G. Sancho naturally occurring in Curitiba, PR, Brazil, were
collected in May 2011. The plant was identified by Prof. Dr. Armando
Carlos Cervi of the Department of Botany at the Federal University of
Parana (UFPR). A voucher specimen was deposited in the herbarium of
the same institution (UPCB) under the number #30100.

2.2. Preparation of extracts, fractions and isolation of compounds

The extracts, fractions, and isolating compounds were prepared
according to Pionerdo et al., 2011. Dried and powdered trunk bark
(129 g) was extracted at room temperature with n-hexane and ethanol
95%, successively. The solvents were removed under vacuum, yielding
the crude extracts in hexane (0.2%) and ethanol of G. polymorpha
(EEGP, 1.8% or 2.322 g). EEGP was suspended in EtOH-H20 (1:1)
and partitioned with dichloromethane (DCM), ethyl acetate (EA) and
1-butanol (BT), successively. The organic layers were separated and the
solvents evaporated to give the respective residues (DCM 46.5% or
1.07973 g; EA 11.8% or 0.2739 g; BT 25% or 0.2739 g).

2.3. Experimental procedure

The females Swiss mice were mated with males and the gestational
day 0 (GD) was determined by the presence of the vaginal plug. The
mated females were randomly assigned to 5 experimental groups
(n=10/group).

The control group was treated with saline solution supplemented
with DMSO (1%) in a proportion of 0.1 ml/10 g of body weight (bw) by
gavage from the 1st to the 18th gestational day (GD). The experimental
groups were treated with 50 and 20 mg/kg of the DCM and BT
fractions, respectively, during two periods: (I) organogenesis (ORG),
from the 5th to the 15th GD (groups DCM-ORG and BT-ORG); and (II)
gestational (GES), from the 1st to the 18th GD (groups DCM-GES and
BT-GES). At the 18th GD, the females were euthanized and subjected
to laparotomy, hysterectomy, collection of biological samples, fetus
processing, and calculation of reproductive indices and embryo-fetal
development parameters (analysis of external, visceral, and skeletal
malformations), performed according to Gongalves et al. (2013). The
micronucleus assay was performed to investigate DNA integrity as
described by Hayashi et al. (1990) and Oliveira et al. (2009).

All procedures and protocols followed approved guidelines for the
ethical treatment of animals, according to the Ethics Committee in
Animals Experimentation from the Federal University of Mato Grosso
do Sul under protocol # 401/2012.

2.4. Statistical analysis

Parametric (ANOVA/Tukey) and non-parametric (Kruskal-Wallis/
Dunn) tests were used according to the distribution of the data. The
analysis was performed using GraphPad Prism version 5 (GraphPad
Software Inc., San Diego, CA, USA). Differences were considered
statistically significant when p <0.05.
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3. Results and discussion

Previous studies from our group demonstrated that Gochnatia
polymorpha ethanol extract exhibit effective anti-inflammatory activity
and does not interfere with reproductive performance or embryo-fetal
development but (David et al., 2014). Furthermore, BT and DCM
fractions from G. polymorpha possess anti-inflammatory-activity and
probably the compound 11,13-dihydrozaluzanin C was responsible, at
least in part, for this action (Piornedo et al., 2011). These facts lead us
to investigate the potential effects of BT and DCM fractions on
reproductive toxicity. Only the study of David et al. (2014) has been
published to support the bioprospecting of a new anti-inflammatory
phytotherapy from G. polymorpha for use during pregnancy. Our study
extended and corroborated the study of David et al. (2014) showing the
absence of reproductive toxicity of the of BT and DCM fractions from
G. polymorpha in mice.

Our results showed that treatment of mice with BT and DCM
fractions from G. polymorpha did not interfere in maternal weight,
except for the group DCM-GES, that presented a reduced (p < 0.05)
initial, final and weight gain in comparison to the control group.
However, it is a consequence of the weight difference in the beginning
of the experiment (Table 1). Supporting the lack of toxicity to the BT
and DCM fractions on the pregnant mice, only the liver weight was
reduced in both groups treated with DCM fraction, but this difference
was not observed for the relative weight (Table 1). Given the above-
mentioned results and based on biometric data, it is suggested that
treatment with fractions does not cause toxicity because no clinical
manifestations (fur bristling, mucosal dryness, diarrhea, vomiting, and
reduced water and food intake), behavioral changes, or excessive
weight loss were observed. According to Raza et al. (2002) and Teo
et al. (2002), reduction in body weight gain and food and water intake
are simple and sensitive indices of toxicity after exposure to toxic
substances.

In general, the effects of chemicals or drugs during gestation could
be manifested as abortions, anomalies or retarded development
(Sullivan, 1993). Moreover, administration of plants during pregnancy
may result in fetal disorders (Lemonica and Alvarenga, 1994). The
number of implants, number of resorptions, resorption rate, number of
live fetuses, number of dead fetuses, post-implantation loss rate, and
fetal viability were similar (p > 0.05) in all groups analyzed (Table 2).
These data suggest that neither fraction alter reproductive perfor-
mance.

The BT fraction caused an increase in fetal weight (p < 0.05) during
organogenesis and gestational periods, in comparison to the control
group. However, fetuses in all fractions exposed groups, even those that
did not show significant differences in the fetal weight, were overweight
for the age of pregnancy (Table 2) according to the evaluation proposed
by David et al. (2014). Regarding the placental index, an increased (p <
0.05) in the DCM-ORG and BT-GES groups were observed in compar-
ison to the control (Table 2). The findings may be explain because the
number of fetuses in each litter was highly variable among different
groups and these variations may not be related to toxicity but to the
adaptations of the maternal organism that provide increased nutrition
and oxygen supply to the offspring. According to Eriksson and Jansson
(1984), the increased placental weight is an attempt to increase blood
circulation, which consequently promotes greater oxygen and nutrient
supply to the fetus.

The data on external, visceral, and skeletal malformations did not
present variations from normality, since the malformations observed
were mainly due to interruption of pregnancy on the 18th GD and not
to the effect of the treatments, as described by Taylor (1986). Thus, our
results show that the DCM and BT fractions are not teratogenic
(Table 2).

The pregnant mice exposed to the BT and DCM fractions from G.
polymorpha presented an increase (p<0.05) in the frequency of
micronuclei. This finding suggests mutagenic activity, which would
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Table 1
Maternal weight, absolute weight and relative organ weight of pregnant mice.

Journal of Ethnopharmacology 200 (2017) 205-208

Biometric parameters

Maternal weight (g)
Experimental Group Initial weight Final weight Weight gain Uterus weight Net weight gain
Control 30.39 £ 0.49"¢ 46.30 +2.05" 15.89 £ 1.68" 13.94:1.5" 1.43 £2.59"
DCM-ORG 27.92+0.59 *® 35.52+3.36"" 8.54 +3.64"" 4.90 +4.90" 2.79 +2.67*
DCM-GES 26.55+1.17* 30.87 +2.88° 3.93 225" 3.74 +2.44° 0.57 +0.60"
BT-ORG 29.84 + 0.46"¢ 44.80 +3.03" 16.2+3.09" 1140 +1.97* 4.79£1.29"
BT-GES 30.08 £ 0.6"¢ 46.78 £2.10" 17.5+1.79" 14.61 + 1.54* 2.89 +0.85"
Absolute organ weight (g)

Heart Lung Spleen Kidneys Liver
Control 0.15 +0.005" 0.20 +0.009* 0.10 £ 0.005" 0.34 +0.015" 2.07 + 1.570"
DCM-ORG 0.14 £ 0.007* 0.17 £0.007* 0.14£0.017* 0.27+0.013 1.48£0.125
DCM-GES 0.14 +0.005* 0.17 £0.008" 0.18 +0.047" 0.26 +0.011° 1.30 £ 0.099"
BT-ORG 0.16 +0.011* 0.19£0.009* 0.16 £0.010° 0.51 +0.020° 2,07 +0.099"
BT-GES 0.17 +0.008" 0.19.+0.014* 0.14+0.012° 0.31+0.012* 1.99+0.118"
Relative organ weight (g)

Heart Lung Spleen Kidneys Liver
Control 0.003 +0.0002* 0.004 +0.0002*" 0.002 0.0001* 0.007 +0.0003*" 0.045 +0.0018*
DCM-ORG 0.005 £ 0.0004* 0.005 +0.0005" 0.004 £0.0003* 0.008 +0.0006"> 0.043 £ 0.0026"
DCM-GES 0.005 +0.0002* 0.006 0.0004"” 0.006 +0.0001* 0.009 +0.0005" 0.042 +0.0009"
BT-ORG 0.003 + 0.0002" 0.004 +0.0004*" 0.004 = 0.0005" 0.006 +0.0010" 0.048 +0.0033"
BT-GES 0.004 +0.0002* 0.004 +0.0003* 0.003 +0.0004* 0.007 +0.0004* 0.043 £ 0.0023"

DCM: Dichloromethane fraction. BT: Butanol fraction. ORG: Animals treated in the organogenesis period (5th to the 15th gestational day). GES: Animals treated in the gestational
period (1st to the 18th gestational day). Different letters indicate statistically significant differences (' ANOVA/Tukey; * Kruskall-Wallis/Dunn; p < 0.05).

contraindicate the use of these fractions since the DNA damage may be
related to cancer development (Lord and Ashworth, 2012). However,
based on the fact that the reproductive indices are similar in control
and treated animals, it could lead as to formulate a hypothesis that the
mutagenic effect was in somatic cell, at least in part, because the
reabsorption number and reabsorption rates did not change in DCM
and BT exposed groups (Table 2). The sporadic frequency of micro-
nuclei observed would not be associated with cancer development, as

Table 2
Reproductive performance, embryo-fetal development and DNA damage.

organisms have efficient repair systems (Helleday et al., 2008). In
addition, according to Oliveira et al. (2009), it is not necessary that
somatic mutagenic damage (and prevention) be related to the damage
of the (anti) mutagenic germ cells or the embryo/ fetal development.

4. Conclusion

This is the first study showing that preparations (DCM and BT

Reproductive performance

Control DCM-ORG DCM-GES BT-ORG BT-GES
Analyzed fetuses (no.) 99 34 122 71 116
Implants® (no.) 10.20 £ 1.53" 11.33 £ 0.88" 11.54 £0.76" 8.75 £ 1.65" 11.60 +0.48"
Resorption” (no.) 0.30+0.21* 0* 0.33 +0.14" 0.30+0.15" 0.27+0.14*
Resorption rate® (%) 2,43+ 1.75" o* 3.75+1.18" 2.68+1.40° 221+1.14"
Live fetuses® (no.) 9.90+ 1.11* 11.33 +0.88" 10.16 +1.19* 8.50+1.57* 11.3 £0.45*
Dead fetuses (no.) 0.00 £ 0.00" 0* 1.00 £ 0.00* 0.00 £ 0.00" 0.00 £ 0.00*
Post-implantation loss rate® (%) 1.62 + 1.06" 0" 4.34 +2.04" 2.68 + 1.40° 221+1.14*
Fetal viability* (%) 97.56 +1.76" 100* 95.26 +2.20* 96.64 +1.69* 96.52 +1.64°
Embryo-fetal development
Fetal weight* (g) 1.10+0.01° 1.12+0.01° 1.17 £0.03*" 1.31£0.01° 1.22+0.01"
Gestational age (weight) - OFGA OFGA OFGA OFGA
Fetal length® (em) 2.47 £0.02° 2.2240.02° 2.34 +£0.03*" 2.48£0.02° 2.40+0.01%"
Placental weight® (g) 0.081 +0.001* 0.095 +0.002" 0.090 +0.003*" 0.118 £ 0.009" 0.098 +0.001"
Placental index? (g) 0.074 £ 0.001* 0.084 £ 0.002¢ 0.079 +0.002*"¢ 0.085 + 0.008"¢ 0.080 +0.001¢
External malformation® (no.) 0" 1= 0* 0* 0
Visceral malformation® (no.) 0" 2 2* 1 4
Skeletal malformation® (no.) 0" 0* 0* 0* 0*
DNA damage
Frequency of micronuclei® 0.4+0.22" 17.5 +4.13%¢ 14.6 +1.02" 16.2 +1.60"° 23.4+187°

DCM: Dichloromethane fraction. BT: Butanol fraction. ORG: Animals treated in the organogenesis period (5th to the 15th gestational day). GEST: Animals treated in the gestational
period (4st to the 18th gestational day). NDP: No data presented. OFGA: Fetuses were overweight for their gestational age. Different letters indicate statistically significant differences

("ANOVA/Tukey; * Kruskall-Wallis/Dunn; p <0.05).
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fractions) obtained from G. polymorpha possess mutagenic activity but
are not teratogenic. Based on the fact that the reproductive indices are
similar in control and treated animals, we suggest that the mutagenic
effect was in somatic cell, since the reabsorption number and reabsorp-
tion rates did not change in DCM and BT exposed groups. These results
do not exclude their use in the bioprospection of anti-inflammatory
drugs and could lead to therapeutic applications in pregnancy.
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5. CONSIDERACOES FINAIS
Diante dos resultados apresentados, considera-se que as fracdes diclorometano e
butandlica de G. polymorpha ssp. floccosa:
v" Nao promovem toxicidade materna;
v Nao alteram o desempenho reprodutivo das fémeas prenhes Swiss;
v" Nao apresentam efeitos teratogénicos;
v/ Sdo mutagénicas.
Os resultados apresentados nesta pesquisa ndo excluem a utilizagéo destas fragfes na

bioprospeccdo de medicamentos anti-inflamatorios. No entanto, para uso no periodo

gestacional requerem atencao.
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