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RESUMO

O eugenol € um oOleo essencial, presente em diversas espécies vegetais, inclusive
no cravo-da-india e tem despertado o interesse das indudstrias farmacéutica e
odontologica devido a suas propriedades anti-inflamatoria, antimicrobiana e
neuroprotetora. Apesar das atividades biologicas ja comprovadas, poucos estudos
avaliaram a seguranca de uso do eugenol durante a gestacdo. Dessa forma, este
trabalho avaliou os efeitos da administracdo oral do eugenol em ratas Wistar
prenhes, nos periodos de pré-implantacdo e organogénese. Ratas foram colocadas
em contato com machos adultos na proporcdo 1:1. No dia seguinte, a presenca de
espermatozoides no lavado vaginal associada a observacdo da fase estro do ciclo
estral, identificou as ratas prenhes, marcando o dia zero (Do) de prenhez. Dessa
forma, oito grupos experimentais foram divididos em controle (agua + tween 80 a
2%) ou EUG (eugenol + tween 80 a 2%), nas doses de 37,5, 187,5 e 375 mg/kg/dia.
A administracdo dos grupos ocorreu na pré-implantacdo (Do a Ds) ou na
organogénese (Ds a Di1s) e as ratas foram eutanasiadas no 21° dia de prenhez. Na
pré-implantacdo houve alteracdo nos 6Orgdos maternos e reducdo das massas
relativas das placentas (C:1,62 + 0,09%) nas doses de 37,5 (0,04 £ 0,00%), 187,5
(0,04 + 0,00 %) e 375 mg/kg (0,03 + 0,00%). Ocorreu reducdo significativa na
implantacdo dos blastocistos, de 85,7 e 86,8%, nas doses de 37,5 e 187,5 mg/kg,
respectivamente. E aumento de perda pré-implantacdo de 28,6, 25 e 20,2%, nas
doses 37,5, 187,5 e 375 mg/kg, respectivamente. A taxa de perda pos-implantacdo
na dose de 375 mg/kg (20,2%) foi maior em relacdo ao controle. Um feto natimorto
foi registrado nas doses de 37,5 e 187,5 mg/kg e dois fetos na dose de 375 mg/kg. O
tratamento durante a organogénese causou altera¢cdo nos 0rgdos maternos, reducao
dos indices placentarios (11%) em relacdo aos seus respectivos controles (12%) e
alteracbes esqueléticas foram observadas nas trés doses do tratamento. Em
conclusao, o eugenol causou toxicidade nas progenitoras e nos fetos, os resultados
da pré-implantacdo sugerem reducdo na capacidade reprodutiva e implantacdo dos
blastocistos no utero. Na organogénese as trés doses causaram alteracbes no

desenvolvimento 0sseo dos fetos, o que sugere toxicidade.

Palavras-chave: Organogénese. Toxicidade. Eugenol. Reproducéo.



ABSTRACT

Eugenol is an essential oil, which is present in many vegetables species including
clove, and has called attention of pharmaceutical and odontological industries due to
its anti-inflammatory, antimicrobial and neuroprotective properties. Despite biological
activities already proven, few studies have evaluated the safety of eugenol during
gestation. Thus, this study evaluated the effects of oral administration of eugenol in
pregnant Wistar rats during pre-implantation and organogenesis period. Female rats
were placed in contact with adult males rats in a 1:1 proportion. The following day,
the presence of spermatozoa in the vaginal lavage associated with the estrus phase
of the estrous cycle identified the pregnant rats, marking day zero (DO) of pregnancy.
Thus, eight experimental groups were divided into control (water + 2% tween 80) or
EUG (eugenol + 2% tween 80) at the doses 37.5, 187.5 and 375 mg/kg/day. Groups
were administered in the pre-implantation (DO to D5) or organogenesis (D6 to D15)
phases and rats were euthanized on the 21st day of pregnancy. In the pre-
implantation there were alterations in maternal organs and reduction of the mass of
placenta (C: 1.62 £ 0.09%) at the doses of 37.5 (0.04 = 0.00%), 187.5 (0.04 £ 0.00%)
and 375 mg/kg (0.03 + 0.00%). There was a significant reduction in the implantation
of blastocysts of 85.7 and 86.8% at doses of 37.5 and 187.5 mg/kg, respectively. The
pre-implantation loss was increased by 28.6, 25 and 20.2% at doses 37.5, 187.5 and
375 mg/kg, respectively. The post-implantation loss rate at 375 mg/kg (20.2%) was
higher than the control group. One stillborn fetus was recorded at doses of 37.5 and
187.5 mg/kg and two fetuses at dose of 375 mg/kg. The Treatment during
organogenesis caused changes in maternal organs, reduction of placental indices
(11%) in relation to their respective controls (12%) and skeletal changes were
observed in the three treatment doses. In conclusion, eugenol caused toxicity in the
progenitors and fetuses. The results in the pre-implantation phase suggest reduction
in the reproductive capacity and implantation of the blastocysts in the uterus. In
organogenesis, the three doses caused changes in the fetal bone development,

suggesting fetal toxicity.

Key password: Organogenesis. Toxicity. Eugenol. Reproduction.
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1 INTRODUCAO

Durante a gestacdo, 0 organismo materno passa por transformacdes e
oscilagcbes hormonais importantes para favorecer as adaptacdes anatdmicas e
fisiologicas necessérias a nutricdo e o desenvolvimento fetal (SOMA-PILLAY et al.,
2016). As demandas fisiologicas sdo maiores neste periodo e por isso efeitos
indesejaveis, ja bem conhecidos, como enjoos, tonturas, mal-estar e dores de
cabeca podem aumentar a procura por produtos naturais, com a falsa ideia de que
0S mesmos nao trardo problemas para a mae e o concepto. Apesar das plantas
medicinais serem consideradas como produtos naturais, estas contém compostos
bioativos relacionados tanto com efeitos terapéuticos quanto com toxicidade,
devendo ser estudados para garantir a seguranca de uso (NORDENG; HAVNEN,
2005). Alguns desses compostos estdo presentes no cotidiano de gestantes,
podendo ser encontrados em formulagGes farmacéuticas, produtos alimenticios,
itens de perfumaria e limpeza, a exemplo do eugenol.

O eugenol é um Oleo essencial, presente em diversas espécies vegetais,
conhecido por ser o componente majoritario do 6leo essencial de cravo-da-india
(Syzygium aromaticum L.). Apresenta propriedades anti-inflamatéria (MAGALHAES
et al., 2010), antioxidante (YOGALAKSHMI; VISWANATHAN; ANURADHA; 2010;
GULCIN, 2011), antimicrobiana (SILVA et al., 2018), ansiolitica (WANG et al., 2017),
neuroprotetora (SAID; RABO, 2017), antinoniceptiva (BO et al., 2013), anticancer
(SHARMA; SHARMA; PANDEY, 2016), entre outras.

A toxicidade em doses repetidas do eugenol por via oral nas doses de 1400 a
4000 mg/kg durante um periodo de 34 dias promoveu lesdes hepaticas e renais em
roedores e doses acima de 2000 mg/kg resultaram na morte de alguns animais
(HAGAN et al., 1965). Enquanto que o eugenol nas doses de 20 e 30 ug/100 g de
massa corporal por via intramuscular promoveu dano hepatico em ratos apos 10
dias de tratamento (SOUNDRAN et al., 1994). Além disso, a exposi¢cdo de sapos
africanos (Xenopus laevis) ao eugenol (375 pL/L) por banho de imersao durante 24
horas resultou em lesfes renais e animais expostos por 72h apresentaram
toxicidade renal, hepatica e pulmonar. Contudo, a interrup¢do da exposicao por um
periodo de duas semanas foi capaz de recuperar as lesdes (GOULET; VACHON;
HELIE, 2011), sugerindo que a toxicidade n&o clinica desse Gleo essencial esta
relacionada com o aumento da dose e do tempo de exposi¢ao.
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Os estudos acerca da toxicidade reprodutiva do eugenol presentes na
literatura indicaram embriotoxicidade in vitro (IDso: 5,43 = 0,72 pg/mL) apos 2h de
incubacédo por meio do teste do MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil brometo de
tetrazolina) sobre cultura de células-tronco embrionéarias (LIU et al., 2017) e in vivo
quando incluido na dieta de camundongos na dose de 375 mg/kg + 1% de Gleo de
soja duas semanas antes do acasalamento e do dia 0 ao 4° dia de prenhez,
acarretando em dificuldade da implantacdo do blastocisto no Utero, aumentando a
incidéncia de morte celular (DOMARACKY et al., 2007). No entanto, poucos
trabalhos avaliaram o efeito dessa substancia sobre as fases de pré-implantacdo e
até o presente ndo foram encontrados estudos sobre organogénese de ratas Wistar
e dos possiveis efeitos teratogénicos dessa substancia.

Apesar dos estudos farmacolégicos e toxicoldgicos presentes na literatura, a
seguranca de uso do eugenol durante a reprodugdo necessita de maiores
informacgOes. Nesse sentido, este trabalho avaliou os efeitos provocados pela
administracdo oral do eugenol durante a prenhez de ratas Wistar e investigou os

possiveis efeitos teratogénicos dessa substancia.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Realizar o estudo toxicoldgico reprodutivo do eugenol durante a prenhez de

ratas Wistar.

2.2 Objetivos especificos

e Analisar o efeito da administracdo oral do eugenol sobre os parametros
reprodutivos de ratas Wistar nos periodos de pré-implantacdo (0 ao 5° dia de

prenhez) e organogénese (6° ao 15° dia de prenhez);

e Avaliar os possiveis efeitos teratogénicos decorrentes da administracdo do
eugenol durante a organogénese por meio de analises esqueléticas e
viscerais dos fetos.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Uso de plantas medicinais na gestacéao

As alteracoes fisioldgicas necesséarias para garantir a receptividade uterina e
desenvolvimento fetal sdo mediadas por variagbes hormonais e ocorrem no intuito
de adaptar o organismo materno a gestacdo (SOMA-PILLAY et al.,, 2016). Essas
alteracdes incluem aumento do débito cardiaco (MELCHIORRE et al., 2016),
hiperventilacdo (SIDDIQUI et al.,, 2014), maior filtracdo glomerular nos rins
(STREVENS et al.,, 2002), resisténcia a insulina e aumento do colesterol e
triglicerideos, alterando as fragdes HDL, LDL e VLDL (MANKUTA et al., 2010), entre
outras. Essas alteracbes podem desencadear hipertensdo e pré-eclampsia
(SCHOLTEN et al., 2018), diabetes gestacional (AYACH et al., 2005), dislipidemias
(FEITOSA et al.,, 2017) e maior susceptibilidade a formacédo de calculos renais
(litiase) (SANTOS et al., 2017).

As plantas medicinais produzem uma variedade de metabdlitos secundérios
como estratégia de reproducdo, defesa e protecdo contra agentes bidticos ou
abibticos. Esses metabdlitos sdo fontes de principios ativos de interesse para a
farmacologia, pois desempenham diversas atividades medicinais importantes para a
producdo de novos medicamentos de origem natural (NIU et al., 2014), a fim de
aumentar eficacia, especificidade e reducédo de efeitos colaterais relatados para os
medicamentos tradicionais (PANDEY et al., 2011). Nesse sentido, ha evidéncias
cientificas que o uso de plantas medicinais pode trazer riscos e complicacdes
durante desenvolvimento embriofetal, podendo provocar distirbios hormonais,
retardo no crescimento intrauterino, anomalias congénitas e em casos mais
extremos causar morte do individuo (CAMARA et al., 2017).

Dentre os produtos naturais, os 0leos essenciais sdo metabdlitos secundarios
gue tem o aroma e volatilidade como caracteristicas marcantes e vém sendo
bastante utilizados nas industrias farmacéuticas, alimenticia e cosmética. Esses
Oleos estdo presentes no cotidiano das gestantes, na forma de flavorizantes

alimentares, perfumes, produtos de limpeza, entre outros (BAKKALI et al., 2008).
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3.2 Oleos essenciais

Os Oleos essenciais sdo compostos volateis e devido a variedade de aromas
sdo também denominados de arométicos ou etéreos, originados a partir do
metabolismo secundario das plantas como resposta as necessidades vegetais,
sejam elas estratégias de reproducdo (atracdo de polinizadores), defesa contra
predadores naturais ou alteracBes geofisicas e climéaticas (SAMPAIO; EDRADA-
EBEL; COSTA, 2016). Normalmente séo liquidos, mas podem ser encontrados nas
formas semissolida ou sélida a temperatura ambiente, como por exemplo, resina
(BASAR; KOCH; KONIG, 2001) e oleoresina (MEDEIROS et al., 2018).

Os Oleos aromaticos possuem coloracdo transparente ou levemente
amarelada, com aroma marcante e sabor picante. Sdo sensiveis a luz, temperaturas
elevadas, umidade, sendo recomendado o armazenamento em recipientes escuros
e hermeticamente fechados. Além disso, os 6leos essenciais podem sofrer variagdes
em sua composicado de acordo com o ciclo de vida (vegetativo ou reprodutivo) da
espécie, parte da planta (folhas, caule, raizes, frutos, flores, cascas, sementes),
condicBes de temperatura e umidade (sazonalidade), qualidade do solo, localizacao
geografica e método de extracdo empregado (LIS et al., 2017).

Os Oleos essenciais geralmente sdo constituidos por misturas complexas de
compostos bioativos, que podem estar distribuidos em quantidades similares entre si
ou apresentarem predominancia de alguns compostos (majoritarios) em relacdo aos
outros. Esses apresentam diversas propriedades farmacoldgicas, exercendo
atividade antioxidante (YOGALAKSHMI; VISWANATHAN; ANURADHA; 2010;
GULCIN, 2011), anti-inflamatéria (CARDIA et al., 2018), anticancer (POMA et al.,
2018), antimicrobiana (SILVA et al., 2018). Todos esses fatores tém despertado o
interesse das industrias farmacéutica, sanitaria, agricola e alimentar, devido ao seu
potencial econdmico, pois sdo utilizados como matéria-prima de diversos produtos e
insumos como as fragrancias, flavorizantes, cosméticos, inseticidas, fitoterapicos,
entre outros (BAKKALI et al., 2008).

Além disso, os Oleos essenciais sao utilizados na aromaterapia durante a

gestacdo e no momento do parto como esséncias calmantes, analgésicas,
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antieméticas e relaxantes, a exemplo das esséncias de rosa damascena
(HAMDAMIAN et al., 2017) e lavanda (KIANPOUR et al., 2016).

Apesar dos efeitos terapéuticos relacionados, a utilizacdo de Oleos essenciais
por mulheres gravidas sem orientagdo médica, que procuram nas esséncias, alivio
para os sintomas indesejaveis da gravidez (nduseas, dor de cabeca, alergias,
ansiedade, depresséo, insonia), pode oferecer riscos para méae e para o feto, uma
vez que substancias terapéuticas de origem natural também podem apresentar
efeitos toxicos (SIBBRITT et al., 2014).

Séao exemplos de 6leos essenciais ndo recomendados para utilizagdo durante
a gestacdo os Oleos de alecrim, erva-doce, salvia, jasmim, hortela-pimenta e do

cravo, cujo composto majoritario € o eugenol (SIBBRITT et al., 2014).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kianpour%20M%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=27095995
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3.3 Eugenol

O eugenol (4-alil-2-metoxifenol) € um monoterpeno (CioH1202) (Figura 1)
volatil da classe dos fenilpropanoides, que se apresenta na forma liquida a
temperatura ambiente e por ser um 6leo apresenta densidade de 1.066 g/mL, sendo
pouco soluvel em agua. Além disso, possui aroma caracteristico de cravo da india,
coloracdo amarela e sabor acre. E fotossensivel e muda de cor e consisténcia se

exposto ao ar, escurecendo e tornando-se mais espesso (IARC, 1985).

Figura 1 — Estrutura quimica do monoterpeno eugenol

CH30 P

HO

Fonte: Adaptado de JUNG et al. (2011).

O eugenol é uma substancia natural isolada do 6leo essencial do cravo
(Syzygium aromaticum L.) (SANTIN et al., 2011), podendo ser encontrado em outros
géneros e espécies vegetais, como Cinnamomum e Ocimum, que apresentam uma
variedade de espécies detentoras desse fenilpropanoide, entre elas estdo C. cassia
Blume (KWON et al.,, 2015), C. verum J. Presl (MONTEIRO et al.,, 2017), O.
basilicum L. (MURARIKOVA et al., 2017), O. africanum Lour, O. americanum L., O.
minimum L. (FARAG et al., 2016), O. gratissimum L. (VIEIRA et al., 2001). Além
desses géneros, sdo relatadas outras espécies vegetais que contém eugenol em
seus Oleos essenciais, tais como Anethum graveolens L., Salvia officinalis L.,
Melissa officinalis L., Olea europaea L., Mentha spicata L. (AYDOGMUS et al.,
2018), Myristica fragrans Houtt. (TALEUZZAMAN; JAHANGIR; GILANI, 2017), entre
outras.

Esse fenilpropanoide € amplamente utilizado na conservacdo de produtos
devido a suas propriedades antioxidantes e esta presente nas formulacdes de varios
produtos de uso diario como desodorantes, fio dental, perfumes, maquiagens,
shampoos, produtos de limpeza e mesmo em alimentos como agente flavorizante
(CHATTERJEE; BHATTACHARJEE, 2015).
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Em virtude de sua ampla distribuicéo e utilizacédo, o eugenol passou a ser alvo
de estudos para confirmar suas atividades farmacoldgicas e avaliar sua capacidade

de provocar efeitos toxicos.

3.3.1 Propriedades farmacologicas do eugenol

Alguns fenilpropanoides, incluindo o eugenol, apresentam atividade
antioxidante (YOGALAKSHMI; VISWANATHAN; ANURADHA, 2010; GULCIN,
2011), uteis na prevencédo de danos celulares causados por radicais hidroxil (HO«),
peroxil (ROQO-¢) e superdxido (O2) e sdo empregados na composi¢cdo de cosméticos
(TAIRA et al., 1992).

A atividade antioxidante total in vitro foi observada a partir do poder redutor do
eugenol frente a fons Fe3* (A= 700 nm) apdés 20 minutos e fons Cu?* (A=450 nm)
depois de 30 minutos de reagdo, nas concentracbes de 15 e 45 pug/mL,
respectivamente (GULCIN, 2011). Ensaios de sequestro de radicais livres também
foram realizados com o eugenol, utilizando os métodos do DPPH (2,2-difenil-1-
picrilhidrazil), ABTS (&cido 2,20-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico), DMPD
(dicloreto de N,N-dimetil-1,4-fenilenodiamonio) em comparacdo com o0s padroes
BHA (hidroxianisol butilado), BHT (hidroxitolueno butilado), a-tocoferol e trolox.

A concentracdo de sequestro de 50% dos radicais livres (ICso) do eugenol
(ICs0: 16,06 pg/mL) foi determinada apds 30 minutos de rea¢do com radicais DPPH
(A=517 nm) e comparada com BHA (ICso: 25,5 pg/mL), BHT (ICso: 34,0 pg/mL), a-
tocoferol (ICso: 33,8 pg/mL) e trolox (ICso: 86,9 pg/mL). A leitura da atividade de
sequestro de radicais ABTS (A=734 nm) foi realizada ap6s 30 minutos de reacao
com o eugenol (ICso: 7,84 pg/mL) ou com os padrbes BHA (ICso: 4,7 pg/mL), BHT
(ICs0: 9,1 pg/mL), a-tocoferol (ICso: 18,1 pg/mL) e trolox (ICso: 22,8 pg/mL) e 0 ensaio
do DMPD (A=505 nm) ap6s 10 minutos de reagdo com eugenol apresentou
IC50=10,04 pg/mL, em comparagao com os padroes BHA (ICso: 63,5 pg/mL) e trolox
(ICso: 14,9 pg/mL) (GULCIN, 2011), indicando que o eugenol exerce atividade
antioxidante in vitro por varias metodologias.

A partir do efeito antioxidante, o pré-tratamento com eugenol foi realizado na
dose de 30 pL em 0,2 mL de acetona a 15% (v/v) por via tépica administrado uma

semana antes do processo de iniciagao tumoral em camundongos e novamente 1h
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antes da inducdo de tumor por meio da aplicacdo tépica de 7, 12-
dimetilbenz(a)antraceno (DMBA) (160 nmol em 0,2 mL de acetona) a fim de avaliar o
efeito do eugenol sobre processo de iniciacdo tumoral. Uma semana depois 0s
animais receberam administracdo por via topica do eugenol (30 pyL) 30 minutos
antes do inicio das aplicacdes topicas de 8,5 nmol de 12-O-tetradecanoilforbol-13-
acetato (TPA) em 0,2 mL de acetona, para avaliar o efeito do eugenol sobre o
estagio de promocao tumoral. Apds aplicacdo do DMBA, o tratamento tépico com
eugenol (30 pL/mL) continuou duas vezes por semana durante 28 semanas. Assim,
0 pré-tratamento com eugenol foi capaz de retardar a incidéncia tumoral até a 82
semana durante o estagio de iniciacdo e 142 semana no estidgio de promocédo
tumoral. Além disso, aumentou 0s niveis das enzimas antioxidantes glutationa
reduzida (GSH), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx) em 61, 98 e 36%
respectivamente e inibiu a expressado das enzimas ciclooxigenase 2 (COX-2) e éxido
nitrico sintase (iNOS) na concentracdo de 30 puL apo6s 6h de reacdo com TPA em
Western Blot (KAUR; ATHAR; ALAM, 2010).

Apesar da atividade antioxidante bem estabelecida (YOGALAKSHMI;
VISWANATHAN; ANURADHA; 2010; GULCIN, 2011), o eugenol pode se comportar
como pro-oxidante em baixas concentracdes (5—-10 uM) e é capaz de gerar espécies
reativas de oxigénio, enquanto que em altas concentracdes (500 uM) atua como
antioxidante (ATSUMI; FUJISAWA; TONOSAKI, 2005). Essa atividade de oxidacéo
do eugenol pode ser influenciada pelas condi¢cdes de pH, luz, oxigénio e enzimas
(ATSUMI; FUJISAWA; TONOSAKTI, 2005).

Durante o processo inflamatério, a enzima ciclooxigenase 2 (COX-2)
desempenha um papel fundamental, recrutando prostaglandinas pro-inflamatorias
como as prostaglandinas E2, que estdo relacionadas com a modulacdo da
inflamacé&o pelo sistema imunolégico e nos processos de angiogénese e inducdo de
metastases tumorais (SORDELLI et al., 2012). Nesse aspecto, compostos bioativos
tém sido estudados em busca de agentes inibidores especificos de COX-2, para sua
utilizagdo como anti-inflamatorios (CHAN, 2004).

Assim, o pré-tratamento do eugenol (10,7 mg/kg) por via oral durante 15 dias
no modelo de indugdo hepatica por tioacetamida (300 mg/kg) por via intraperitoneal
reduziu a expressao de cliclooxigenase (COX-2), estresse oxidativo e danos ao DNA
de ratos Wistar, atuando como antioxidante e anti-inflamatério (YOGALAKSHMI;
VISWANATHAN; ANURADHA, 2010). De modo semelhante, o eugenol na
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concentracdo de 50 puM inibiu a expressdo de COX-2 (ICso: 2,7 uM) apoOs 9h de
tratamento e prostaglandinas E2 (ICso: 0,37 pM) apos 16h de tratamento em
macrofagos de camundongo (KIM et al., 2003), mas em comparag¢do com o trabalho
realizado por Okada et al. (2005), que avaliaram a inibicdo de COX-2 por Northern
Blot, o eugenol (500 puM) nao foi capaz de inibir a inducdo de COX-2 por
lipopolissacarideos (LPS), provavelmente devido a seu comportamento pro-oxidante,
ressaltando o comportamento dual do eugenol que apresenta atividade antioxidante
ou proé-oxidante dependendo das condicbes e concentracdes utilizadas. Apesar
disso, o0 eugenol parece desempenhar suas atividades anti-inflamatéria e
antiproliferativa inibindo a expresséao de COX-2.

Ainda nessa perspectiva, Santin et al. (2011) estudaram o efeito do eugenol a
partir de varios modelos de inducdo de Ulcera gastrica em ratos Wistar. No modelo
de uUlcera induzida por etanol, o eugenol foi administrado por via oral nas doses de
50, 100 e 250 mg/kg + tween 80 a 1%, uma hora depois foi realizada a inducéo de
Ulcera a partir da administracdo de 1 mL de etanol nos animais pré-tratados e foram
observadas reducdes de 72 e 95% nas doses de 100 e 250 mg/kg, respectivamente,
no indice de lesbBes gastricas em animais tratados com eugenol. No modelo de
Ulcera induzida por indometacina (100 mg/kg v.0.) por 4h, os animais foram pré-
tratados com eugenol (50, 100 e 250 mg/kg) uma hora antes da administracdo da
indometacina e houve reducao de 36, 53 e 73% no indice de lesdes ulcerativas nas
doses de 50, 100 e 250 mg/kg, respectivamente. O modelo de ligadura do piloro foi
realizado para avaliar o conteddo de secrecdo e producdo de muco gastrico e,
imediatamente apds ligadura do piloro, os animais receberam eugenol (50, 100 e
250 mg/kg) por via intraduodenal e foram eutanasiados apds 4 horas da
administragéo, revelando aumento de 10 e 16% respectivamente nas doses de 100
e 250 mg/kg na producdo de muco em animais tratados. Estes resultados indicam
atividades anti-inflamatoria e antiulcerogénica por estimulo do aumento da secrecao
de muco gastrico.

O estudo do efeito preventivo do eugenol (50 mg/kg) por via oral durante sete
dias sobre modelo de inducdo de infarto do miocardio em ratos pela administracao
por via subcutanea de isoproterenol (100 mg/kg) por dois dias seguidos indicou que
0 pré-tratamento com esse Oleo essencial foi capaz de minimizar os efeitos
deletérios ocasionados pelo isoproterenol e promover aumento das enzimas

antioxidantes superoxido dismutase (SOD: 7,80 £ 0,52 U/mg de proteina) e



22

glutationa peroxidase (GPx: 4,56 + 0,17 pmoles de GSH oxidada/mg de proteina) em
relacdo aos niveis de SOD: 5,87 = 0,14 U/mg de proteina) e (GPx: 2,20 + 0,2 umoles
de GSH oxidada/mg de proteina) dos animais tratados com isoproterenol, além de
reduzir em 41% a atividade da enzima conversora de angiotensina (ECA),
relacionada com o agravamento de infartos, nos rins desses animais (MNAFGUI et
al., 2015). Nessa mesma perspectiva, foi sugerido que o eugenol se comportava de
forma antagobnica ao ion célcio, inibindo as contracfes dos vasos de anéis de aorta
de ratos, promovendo vasodilatacdo (DAMIANI; ROSSONI; VASSALLO, 2003).

A atividade ansiolitica do eugenol foi confirmada apdés 30 minutos da
administracdo oral desse Oleo essencial na dose de 5 mg/kg por meio do teste
comportamental de labirinto de cruz elevada durante 6 minutos. Os animais tratados
com eugenol (5 mg/kg) levaram 53,3 £ 8,7 segundos para percorrer o braco aberto
do labirinto, enquanto o grupo controle recebeu 1 mg/kg de diazepam e levou 31,0 =
5,8 segundos para realizar a mesma atividade (WANG et al., 2017). Outros estudos,
indicam que o eugenol possui atividade antinociceptiva (BO et al., 2013),
neuroprotetora (PRASAD; MURALIDHARA, 2013; SAID; RABO, 2017), anti-
helmintica (ASHA et al., 2001), inseticida (ENAN, 2001), antimicrobiana (SILVA et
al., 2018) e também atividade antiestrogénica, ao competir com o estradiol por
receptores hormonais do tipo ER« € ERg (HOWES et al., 2002).

3.3.2 Estudos toxicoldgicos do eugenol

Devido a sua ampla utilizacdo e importancia farmacolédgica, o eugenol tem
sido estudado quanto a sua toxicidade, a fim de determinar uma dose segura de
uso. Em 1950, a dose letal capaz de causar morte em 50% dos animais (DLso) por
via oral foi estimada em 1930 mg/kg e resultou em edema pulmonar, lesbes renais,
hepaticas e dorméncia nos membros inferiores dos ratos (SOBER, H.; HOLLANDER,;
SOBER, E., 1950). Alguns anos depois, Lavoie et al. (1986) estimaram a DLso por
via intratecal do eugenol em solugcéo de emulphor EL-620 diluido em NaCl a 10% em
ratos (DLso = 11 mg/kg) e hamsters (DLso = 17 mg/kg), que exibiram também sinais
de toxidade nos pulmdes, revelando pontos hemorragicos, edema pulmonar,
broncopneumonia e enfisema pulmonar agudo.

A fim de entender como o eugenol era metabolizado pelo organismo,

Thompson; Constantin-Teodosiu; Moldéus (1991) relataram que a metabolizacao
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ocorria no citocromo P450, presente em hepatécitos isolados de ratos e
identificaram a formacdo de um metabdlito intermediario toxico, posteriormente
denominado de quinona metide. Adicionalmente, Mcdonald; Heffner (1991)
administraram eugenol (0,1 mM) por via intravenosa em coelhos e relataram
aumento na formacédo de edema, associando a toxicidade pulmonar com um
mecanismo dependente de oxidacdo, semelhante ao previamente proposto por
Thompson; Constantin-Teodosiu; Moldéus (1991).

Além da toxicidade aguda, outros estudos foram realizados para avaliar os
possiveis efeitos toxicos causados pela administracdo em doses repetidas do
eugenol. Hagan et al. (1965) mostraram em roedores que a administracdo diaria do
eugenol por via oral nas doses de 1400 a 4000 mg/kg durante um periodo de 34 dias
promoveu alteracdes no figado e adrenais dos animais tratados, enquanto as doses
de 2000 e 4000 mg/kg resultaram na morte de alguns animais. Soundran et al.
(1994) verificaram que a administragéo intramuscular do eugenol nas doses de 20 e
30 pg/100g de massa corporal em ratos Wistar machos durante 10 dias produziram
elevacbes de 22 e 71% dos niveis de fosfatase alcalina. Essas mesmas doses
induziram aumento dos niveis das enzimas hepaticas de 23 e 99%,
respectivamente, para alanina aminotransferase e 55 e 92% para aspartato
aminotransferase, quando comparadas ao grupo controle, evidenciando efeito
hepatotoxico. Além disso, sapos africanos (Xenopus laevis) foram expostos ao
eugenol (375 pL/L) por banho de imersao durante 24 horas e apresentaram lesdes
nos rins, enquanto que animais expostos durante 72 horas tiveram efeitos mais
pronunciados no figado e pulmdes. No entanto, com a interrupcdo da exposi¢ao por
duas semanas consecutivas, as lesdes foram reversiveis, indicando que 0 uso
prolongado do eugenol pode ser toxico para o organismo (GOULET; VACHON;
HELIE, 2011).

Kasugai; Hasegawa; Ogura (1990) verificaram a citotoxicidade do eugenol por
meio do teste do MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil brometo de tetrazolina) e
observaram que a concentracdo de 2 mM do eugenol apés 4 h de incubacgéo foi
capaz de inibir completamente a formacdo de cristais de formazana, induzindo
apoptose celular.

A partir do ensaio realizado com células-tronco embrionarias, o eugenol foi
capaz de inibir a diferenciacdo de células mES-D3, mesmo em baixas

concentragdes (IDso: 5,43 + 0,72 pg/ml) apos 2h de incubacdo por meio do teste do
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MTT, indicando efeito embriotoxico in vitro (LIU et al., 2017). A inclusdo de eugenol
(375 mg/kg + Oleo de soja a 1%) duas semanas antes do acasalamento e
diariamente durante o periodo de pré-implantacéo (Do a D4 de prenhez) na dieta de
camundongos, resultou em dificuldade de implantacdo do blastocisto no Utero,
reduzindo o namero de nucleos celulares e aumentando a incidéncia de morte
celular (DOMARACKY et al., 2007).

Diante disso, o eugenol durante periodo reprodutivo foi pouco estudado e
seus efeitos indicam acéo toxica para embrides e fetos, porém nao foram avaliados
os indices reprodutivos e teratogenicidade durante periodo de organogénese. No
entanto, € importante compreender como esse 6leo essencial pode interferir durante
as fases de formacdo e maturacdo de Orgaos, lactacdo e comportamento
neuromotor dos fetos, a fim de complementar os estudos toxicolégicos reprodutivos

e estabelecer a seguranca de uso desse composto.

3.4 Estudos toxicolégicos reprodutivos pré-clinicos com ratos Wistar

Os estudos toxicolégicos reprodutivos pré-clinicos, podem ser realizados em
machos ou fémeas, para prever efeitos téxicos de uma substancia sobre o
comportamento de copula e fertilidade dos animais (antes ou apd6s acasalamento),
durante periodo gestacional (pré-implantacdo, organogénese, fetal), no pds-parto,
durante a lactacdo, ao longo de desenvolvimento neuromotor dos filhotes até a
maturacdo sexual (OECD, 2015). Esses estudos devem ser conduzidos respeitando-
se as condicGes de climatizacdo e ciclo reprodutivo dos animais, que devem ter
atingido no caso de ratos, a maturacédo sexual (em torno de 2 e 3 meses de idade);
as fémeas devem apresentar ciclos estrais regulares e devem ser acasaladas
durante fase escura do ciclo ambiental, que consiste de um turno de 12h com luz
artificial e outras 12h em total escuro, a fim de preservar a fisiologia natural dos
animais e reduzir estresses externos para garantir a confiabilidade dos experimentos
(OECD, 2015).

Para iniciar uma pesquisa acerca dos indicadores reprodutivos, € importante
escolher a espécie animal apropriada e suas caracteristicas reprodutivas, bem como
definir qual delineamento experimental deve ser adotado. Diante disso, a

Organisation for Economic Co-operation and Development (OECD) — Guideline 421,
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para teste de toxicidade reprodutiva recomenda o uso de pelo menos uma espécie
de roedor. Assim, € comum a utilizacdo de ratos, por possuirem facilidade de
manuseio, por ter um curto periodo reprodutivo (20 a 22 dias), com elevado niumero
de filhotes. Assim como na mulher, o rato possui GUtero com dois cornos uterinos e a
placenta é do tipo hemocorial, onde o sangue permanece em contato direto com o
corion (uma das membranas que compfdem O saco amnibtico) e 0s principais
horménios envolvidos nas modificacbes endometriais para implantacdo do
blastocisto e manutencdo da gestacdo sdo 0 estrogénio e a progesterona
(HOLLENBACH, 2008).

A espécie Rattus novergicus € considerada um bom modelo para estudos
toxicolégicos reprodutivos e ja foi estudada quanto ao comportamento de
acasalamento, parametros espermaticos (NANTIA et al., 2018), alteracdes
morfolégicas e/ou anatdmicas dos oOrgdos, bem como alteragcbes durante
desenvolvimento gestacional e/ou do ciclo estral, maturacdo sexual e
desenvolvimento neuromotor de filhotes (LOURENCO et al., 2009; ROCHA et al.,
2018).

O ciclo estral da rata é rapido, durando em torno de quatro a cinco dias e &
dividido em quatro fases: proestro, estro, metaestro e diestro (Figura 2), que podem
ser diferenciadas entre si por meio da observacdo do padrdo celular que
apresentam, a partir da analise de lavado vaginal em microscopia O6ptica
(HOLLENBACH, 2008).
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Figura 2 — As quatro fases do ciclo estral de ratas Wistar

Fonte: Adaptado de HUBSCHER; BROOKS; JOHNSON (2005).

O proestro tem duragdo de 12h e apresenta inUmeras células granulares e
nucleadas. Em seguida, ocorre a fase estro, na qual ha presenca de poucas células
queratinizadas e anucleadas, com duracédo de 14h. Posteriormente, tem-se inicio a
fase de metaestro, cujas células sdo pavimentosas e pouco numerosas, durando em
torno de 12h. A ultima fase do ciclo é o diestro que se estende por 57h e tem como
caracteristica células epiteliais e uma infinidade de leucécitos (EKAMBARAM,;
KUMAR; JOSEPH, 2017; GOLDMAN; MURR; COOPER et al., 2007). Essa
regularidade de ciclo permite prever o periodo do estro, no qual a rata torna-se
receptiva para coOpula e ap6s acasalamento é possivel detectar a prenhez ao
microscéopio Optico a partir da observacdo da presenca de espermatozoides
associados a fase estro do ciclo estral das ratas.

A gestacdo das ratas tem duracdo de aproximadamente 20-21 dias e pode
ser dividida em trés fases: pré-implantacdo, que compreende o intervalo entre o dia
0 e dia 5 de prenhez, organogénese, cujo periodo se estende do dia 6 a 15 de
prenhez e o periodo fetal, que ocorre do dia 16 a 21 da prenhez de ratas (Figura 3).
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Figura 3 — Esquema representativo do periodo gestacional de ratas Wistar

Periodo gestacional de ratas Wistar

| | | | | |
) ! )

Pré-implantacao Organogénese Fetal

Fonte: Arquivo pessoal

A fase de pré-implantacdo é caracterizada por um periodo de intenso
processo de diferenciacdo celular, mediado por modificacbes hormonais e
estruturais para garantir a implantacdo do blastocisto ao utero. A diferenciacdo do
blastocisto implantado dard origem ao embrido e nessa fase comegcam a ocorrer
modificagdes no organismo materno, como a formagéo dos corpos luteos, estruturas
responsaveis pela secrecao de progesterona nos ovarios para inibir a descamacéao
do endométrio e sustentar a gestacdo, além de modificar o aporte sanguineo
materno de modo a atender as necessidades do desenvolvimento embrionério
(MEYER; BRUCE, 1979).

Desta forma, distlrbios ocasionados por xenobioticos nesta fase da gestacao
podem dificultar ou comprometer a implantacdo do embrido ao Utero, ocasionando
obstrucdo das tubas uterinas, interrupcdo do suprimento de estrogénio, desequilibrio
hormonal entre progesterona e estrogénio, atraso no transporte ou expulsdo do
blastocisto do utero (JADARAMKUNTI; KALIWAL, 2001), acarretando em perdas
pré- ou pos-implantagdo ou ainda em reabsor¢cdes (YAKUBU; BUKOYE, 2009).
Esses disturbios durante a pré-implantacdo indicam efeito embriotoxico da
substéancia, que deve ser evitada durante o desenvolvimento embrionario.

O periodo posterior a implantagdo do blastocisto no utero € denominado de
organogénese, caracterizado por uma seérie de etapas de migracdo e diferenciacao
celular para originar os orgaos e tecidos primarios do feto, que serdo maturados ao
longo do desenvolvimento fetal e pos-natal até a maturacdo sexual dos filhotes
(LIMA, 2014). Esta fase €, portanto, considerada critica e sensivel a acédo de

xenobibticos, que podem prejudicar a performance reprodutiva materna, levando a
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disturbios comportamentais, fisiol6gicos e nutricionais e trazer consequéncias para o
feto, tais como retardo no desenvolvimento intrauterino, aumento da frequéncia de
malformacBes congénitas e interferéncia na diferenciacdo sexual dos animais,
podendo levar o feto a morte (BRENT, 1993).

Os teratégenos de forma geral sdo agentes externos ao organismo como
xenobiodticos, fatores quimicos, fisicos, bioldégicos, ou ambientais capazes de
interferir negativamente no desenvolvimento embriofetal. Além disso, fatores
genéticos, como falhas no emparelhamento cromossoémico, também podem causar
efeitos teratogénicos, como as malformacdes congénitas. Dessa forma, o efeito
teratogénico pode ser unifatorial, quando apenas um agente causa as
malformacgfes, ou multifatorial, quando dois tipos ou mais de fatores causam a
deformac&o no organismo fetal (DIAZ; POWELL; JANSSON, 2014).

Em estudos teratologicos, modificacBes estruturais podem ser classificadas
em malformacdes (auséncias anormais, alta gravidade) ou variacdes (faltas normais,
baixa gravidade) de acordo com a severidade com que sdo manifestadas nos
portadores dessas condi¢cfes. Malformacdes sdo modificacbes fisicas, que podem
ser consideradas permanentes e passiveis de prejudicar a saude poés-natal dos
portadores. Assim, auséncia, fusdo ou deformacao de estruturas 6sseas ou viscerais
sdo classificadas como malformacdes. No entanto, as alteracBes fisicas com
ocorréncia natural ou pouco frequentes, sdo classificadas como variagbes e néo
representam maiores riscos pos-natal para os portadores (SOLECKI et al., 2001).
Assim, distUrbios severos como as malformacdes podem indicar efeito teratogénico

de uma determinada substancia sobre o organismo fetal.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar (Rattus novergicus) machos e fémeas com 2-3
meses de idade (200 — 250 g), provenientes do Biotério do Departamento de
Fisiologia e Farmacologia da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). Os
animais foram mantidos sob condi¢des controladas de iluminacdo (ciclo 12 h
claro/escuro), temperatura (22 + 2° C) e receberam &gua e racdo (Presence,
Campinas, Brasil) ad libitum. Todos os protocolos experimentais foram aprovados
pelo Comité de Etica e Utilizacdo Animal (CEUA) da UFPE sob processo de n°
0041/2017 (Anexo A). O estudo seguiu as diretrizes da Organisation for Economic
Co-operation and Development (OECD) — Guideline 421, para teste de toxicidade
reprodutiva (OECD, 2015).

4.2 Reagentes

Para realizacdo deste trabalho foram utilizados como reagentes: eugenol
(Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) com 99% de pureza, tween 80 P.S. polissorbato
(Dindmica Quimica Contemporanea Ltda) como veiculo e agua destilada como
solvente. Para as andlises visceral e esquelética foram utilizados: acetona 99,62%
de pureza (Casa do Laboratério), acido acético glacial P.A. (Quimica moderna),
alcool etilico 95% P.A. (Quimica Moderna), alizarina sodica P.A (Dinamica Quimica
Contemporanea Ltda), formaldeido 37% P.A. (Neon Comercial Ltda), glicerina
bidestilada pura (Tec-Lab), hidroxido de potassio (KOH) P.A. (Dinamica Quimica
Contemporanea Ltda) e como anestésico empregado para realizar a cesariana das

fémeas foi utilizado o isoflurano.

4.3 Acasalamento

O acasalamento foi realizado durante a fase escura do ciclo ambiental dos

animais, fémeas nuliparas foram colocadas em contato com machos adultos na
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proporcdo de 1:1 (OECD, 2015). No dia seguinte, os machos foram retirados das
gaiolas e as fémeas foram, cuidadosamente, imobilizadas para realizacdo da coleta
de lavado vaginal com solucdo de NaCl a 0,9%. Essa solucdo foi introduzida na
abertura do canal vaginal das ratas com auxilio de uma ponteira acoplada a uma
tetina de silicone, criando uma estrutura semelhante a um conta-gotas. O lavado
vaginal coletado foi depositado em laminas de vidro para anélise em microscopia
optica. A observacdo de espermatozoides nas laminas, associado a células da fase
estro do ciclo estral das ratas, caracterizou a copula e determinou o dia O de prenhez
(Do) (COOPER; GOLDMAN; VANDENBERGH, 1993).

4.4 Grupos experimentais e doses utilizadas

Apos a identificacdo da prenhez, as ratas foram aleatoriamente divididas em
oito grupos experimentais (n=9-10/grupo), dos quais quatro grupos foram tratados
apenas durante a fase de pré-implantacdo (0° ao 5° dia de prenhez) e os outros
qguatro apenas durante a organogénese (6° ao 15° dia de prenhez). Os grupos
experimentais receberam administracdo de 5 mL/kg por gavagem (via oral) do
veiculo (dgua + tween 80 a 2%) ou eugenol (EUG) + veiculo diariamente as 8 h da
manha. As doses empregadas neste trabalho e descritas abaixo foram baseadas em
estudo em andamento realizado no Laboratério de Farmacologia e Toxicologia Pré-
Clinica de Produtos Bioativos da UFPE.

O primeiro grupo (n=9) foi considerado como controle e recebeu apenas o
veiculo (dgua + tween 80 a 2%), enquanto 0s outros trés grupos receberam o
eugenol + veiculo, nas doses de 37,5 (EUG 1), 187,5 (EUG 2) e 375 mg/kg/dia (EUG
3) (Figura 4).



31

Figura 4 — Esquema representativo da distribuicdo e doses utilizadas por grupo durante as fases de
pré-implantacdo e organogénese de ratas Wistar e método de eutanasia dos animais.

n=9-10/ grupo‘ Controle: agua + tween 80 2% (v/v)

2P EUG 1: 37,5 mg/kg + veiculo (v/v)
. EUG 2: 187,5 mg/kg + veiculo (v/v)
? EUG 3: 375 mg/kg + veiculo (v/v)
Eutanasia
(isoflurano por via inalatéria
Pré-implantacaoOrganogénese seguido de incisdo cardiaca)
| ‘ | | ‘ | | |
| [ [ I
do d5d6 d15d16 d21

Fonte: Arquivo pessoal.

4.5 Anélise da toxicidade materna

Durante todo periodo gestacional, as progenitoras foram observadas
diariamente quanto a possiveis alteracdes de comportamento, sobrevivéncia,
consumo de agua e racao, piloerecdo, diarreia e sangramento vaginal. Além disso,
foi registrado o ganho de massa das progenitoras em dias alternados, visando
minimizar o estresse provocado pela manipulacdo dos animais, conforme orientado
pela OECD 421 (OECD, 2015).

4.6 Avaliacado da performance reprodutiva materna

No 21° dia de prenhez, as ratas foram anestesiadas conforme Diretriz da
pratica de eutanasia do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal
(CONCEA) (BRASIL, 2015) em camara fechada contendo gaze embebida em 10
gotas de isoflurano por via inalatoria até que o animal apresentasse sinais clinicos
de anestesia geral como auséncia de movimentos ou sensibilidade nas patas e

cauda, laparotomizadas e eutanasiadas por inciséo cardiaca. Assim, 0os ovarios
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(direito e esquerdo) foram removidos e pesados e foi registrado o nimero de corpos
l[teo. Em seguida, os cornos uterinos foram removidos, pesados e expostos para
observacdo e contagem do numero de fetos nascidos vivos ou mortos, numero de
sitios de implantacédo e de reabsor¢cdes (precoces e tardias). As massas absolutas
dos fetos, placentas e demais 6rgdos maternos (timo, coragéo, pulmdes, figado, rins,
adrenais, estdbmago, péancreas e baco) foram aferidos e examinados quanto a
presenca de malformac¢des macroscopicas e foram determinadas a relacdo materno
fetal, massa relativa dos 6rgdos maternos e taxas reprodutivas de implantacao,
perda pré e pos-implantacéo e também a taxa de reabsor¢do de acordo com prévios
trabalhos do laboratério (Costa-Silva et al., 2007), que foram detalhadas abaixo:

Relacdo materno fetal:

massa da ninhada (qg)
massa da progenitora (q)

Massa relativa dos 6rgdos maternos:

massa do drgéo (g)
massa da progenitora (g)

x 100

As taxas reprodutivas foram expressas em porcentagem (%) e foram calculadas

conforme equacdes abaixo:

Taxas de implantacéo:

numero de implantacdes

- - 100
numero de corpos luteo

Taxa de perda pré-implantacgéo:

numero de corpos luteo - numero de sitios de implantacio viaveis

- - x 100
numero de corpos luteo

Taxa de perda pés-implantacéo:
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numero de sitios de implantacéo - namero de fetos vivos

numero de sitios de implantacéo x 100

Taxa de reabsorcao:

numero de sitios de reabsorcao
numero de sitios de implantacao

4.6.1 Avaliagdo da embriofetotoxicidade

Este procedimento foi realizado para os fetos das duas fases gestacionais
(pré-implantacdo e organogénese) avaliadas neste trabalho. Apds a histerectomia,
0s recém-nascidos foram sexados por meio da distancia anogenital (distancia entre
o centro do anus e o centro da prega genital), na qual fémeas apresentam distancia
anogenital menor que os machos. Posteriormente, os fetos e as placentas viaveis
foram pesados, separadamente e foram calculados a razdo sexual e o indice
placentario.

Para efeito de célculo, as ninhadas foram consideradas como unidade

experimental nas formulas abaixo:

Razéo sexual:

numero de fetos machos
numero de fetos fémeas

indice placentario:

massa das placentas viaveis (Q)
massa da ninhada (g)

x 100

4.6.2 Analise das alteragfes e/ou malformacgdes fetais na organogénese
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As analises das alteragcfes e/ou malformacdes fetais foram realizadas apenas
nos fetos das fémeas tratadas durante o periodo de organogénese (Ds a D1s), para
identificar possiveis efeitos teratogénicos do eugenol e foram subdivididas em

andlises minuciosas da estrutura esquelética e visceral dos fetos (Figura 5).

Figura 5 — Fetos submetidos a analise visceral (A) e esquelética (B).

o=

Fonte: Arquivo pessoal.

4.6.2.1 Analise visceral

O exame visceral é uma analise detalhada das sec¢des da cabeca, térax e
pelve, este estudo foi conduzido de acordo com o método de seccdo seriada de
Wilson (1965). ApOs a andlise externa, os fetos foram acomodados em placas de
petri e mantidos a temperatura de -20° C durante 20 minutos para serem
anestesiados por hipotermia, conforme recomendacdes do Guia brasileiro de boas
praticas para eutanasia em animais (BRASILIA, 2013). Metade de cada ninhada foi
fixada em solucéo de Boudian, composta pela mistura de 50 mL de formaldeido, 50
mL de acido acético, 752 mL de alcool etilico 95% e 148 mL de agua destilada, por
no minimo uma semana para subsequente exame visceral. ApOs processo de
fixacdo, os fetos foram seccionados com auxilio de uma lamina de bisturi n° 11,
conforme tracejado da figura 1-A. As analises foram realizadas na cabeca,

observando o palato, ouvidos internos, medula, traqueia, cavidade e septo nasal,
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bulbo olfatério, retina, cornea e cristalino, além do hemisfério cerebral, ventriculos e
diencéfalo. Na sequéncia foram realizados cortes transversais na cavidade toracica,
abdominal e pélvica, observando a morfologia e posicdo anatbmica dos 0Orgaos

fetais.

4.6.2.2 Analise esquelética

Para a investigacdo das alteracdes esqueléticas, a outra metade da ninhada
foi corada com vermelho de alizarina seguindo protocolo adaptado de Staples;
Schenell (1964). Os fetos foram anestesiados por hipotermia e com auxilio de uma
lamina de bisturi foi realizado um corte horizontal abaixo da regido das costelas, em
seguida, os fetos foram imersos em acetona por 24h, para fixagcdo dos érgaos e
tecidos. No dia seguinte, os fetos foram cuidadosamente eviscerados com auxilio de
um descolador de ponta em concha redonda, para evitar danos a estrutura
esquelética e transferidos para uma solucédo aquosa de hidroxido de potassio (KOH
a 1%) por 24h, esse procedimento foi realizado para a diafanizagdo dos tecidos.
Posteriormente, foi iniciado o processo de coloragcdo dos 0ssos com solucdo de
vermelho de alizarina (0,50 mg) + KOH a 1% (200 mL), que consistiu no processo de
trocas sucessivas da solucdo a cada 24h. Ap6s quatro dias de coloracédo, os fetos
foram armazenados em glicerina até o momento das andlises. Esse procedimento
permite que os tecidos sejam clareados e a interacdo da alizarina com os tecidos
fetais promova coloracdao nas regides com deposicdo de calcio, permitindo que 0s
0Ss0s sejam visualizados com coloracao vermelho-arroxeada (Figura 5-B).

No momento da andlise 6ssea, o excesso de cartilagem presente na regiao
cervical dos fetos foi cuidadosamente removido com auxilio de bisturi e pin¢a, para
exposicdo das vértebras cervicais. Assim, foram avaliados o numero, forma e
localizacdo dos ossos para confirmacao de alteracdes e/ou malformacdes fetais,
segundo critérios propostos por Solecki (2001). A contagem e analise dos pontos de
ossificacdo foram realizadas na parte lateral e superior do cranio (pré-maxilar,
maxilar, zigomatico, escamoso, exoccipital, nasal, frontal, parietal, interparietal,
supraoccipital), esterno (manubrio, centros externais e processo xifoide), costelas,
membros superiores (clavicula, escapula, Umero, ulna, radio, metacarpos e

falanges) e inferiores (cristas iliacas, isquio, pubis, fémur, fibula, tibia, metatarso e
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falanges) e vértebras (cervicais, toracicas, sacrais, lombares e caudais), de acordo

com método de Aliverti et al. (1979).
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4.7 Andlises estatisticas

Para a escolha do teste estatistico a ser utilizado, as amostras foram
submetidas ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk para determinar se os dados
eram parameétricos ou ndo paramétricos. Os resultados foram expressos como
média = erro padrdo da média (e.p.m.) ou mediana, para dados ndo paramétricos
como: taxas reprodutivas e indices placentarios (%). Dados paramétricos foram
analisados por ANOVA de uma via, seguido pelo teste de Dunnett. Para dados néo
paramétricos foi usado o teste de Kruskall-Wallis seguido pelo teste de Dunn. Para
andlise de malformacfes esqueléticas e viscerais foi utilizado o teste de qui-
guadrado. Todas as analises estatisticas foram realizadas pelo GraphPad Prism 7.0
(GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA) e foi aceito como estatisticamente

significativos valores de p<0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Toxicidade materna

5.1.1 Sinais clinicos de toxicidade

A administracéo oral de eugenol nas doses de 37,5 (EUG 1); 187,5 (EUG 2) e
375 mg/kg (EUG 3) ndo causou o6bito, alteracbes comportamentais ou sinais clinicos
de toxicidade como piloerecdo, diarreia e sangramento vaginal nas progenitoras
tratadas durante o periodo de pré-implantagdo (0° ao 5° dia de prenhez) nem

durante a organogénese (6° ao 15° dia de prenhez).

5.1.2 Consumo de agua, racdo e ganho de massa materno na pré-implantacéo

A ingestdo de agua foi alterada apenas no dia 1 onde houve aumento de
48,8% no grupo EUG 3 (57,0 = 4,4 mL/dia/animal) em relagdo ao grupo controle

(38,3 + 4,7 mL/dia/animal), conforme mostrado na figura 6.
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Figura 6 — Consumo de agua (mL/dia/animal) de ratas prenhes durante a pré-implantacao.
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Efeito da administracdo por via oral do eugenol (EUG) nas doses de 37,5; 187,5 e 375 mg/kg no
consumo de agua (mL/dia/animal) durante periodo de pré-implantagcdo (Do a Ds). Os valores
representam a média * e.p.m. (n=9-10/grupo). Estatisticamente diferente do grupo controle (ANOVA
de uma via, seguido pelo teste de Dunnett, **p<0,01).

O consumo de ragéo no dia 2 foi reduzido significativamente em 19,7 e 24%
respectivamente nos grupos EUG 2 (16,7 £1,3 g/dia/animal) e EUG 3
(15,8 + 1,0 g/dia/animal) em relacdo ao grupo controle (20,8 1,2 g/dia/animal)

figura 7.
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Figura 7 — Consumo de racao (g/dia/animal) de ratas prenhes durante a pré-implantacéo.
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Efeito da administracdo por via oral do eugenol (EUG) nas doses de 37,5; 187,5 e 375 mg/kg no consumo
de racao (g/dia/animal) durante periodo de pré-implantacéo (Do a Ds). Os valores representam a média +

e.p.m. (n=9-10/grupo). Estatisticamente diferente do grupo controle (ANOVA de uma via, seguido pelo
teste de Dunnett, *p<0,05).

O ganho de massa corporal das progenitoras nao foi estatisticamente

significativo em relag@o ao grupo controle durante a pré-implantacédo (figura 8).
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Figura 8 — Ganho de massa corporal (g) de ratas prenhes durante a pré-implantacao.
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Efeito da administragcéo por via oral do eugenol (EUG) nas doses de 37,5; 187,5 e 375 mg/kg sobre
ganho de massa corporal (g) de ratas Wistar durante periodo de pré-implantacdo (DO a D5). Os
valores representam a média £ e.p.m. (n=9-10/grupo).

5.1.3 Parametros reprodutivos na pré-implantacao

Apés a laparatomia, foram observadas algumas alterac6es morfolégicas nos
orgdos das progenitoras: aderéncia do estbmago ao figado, adrenal aderida ao rim,
adrenal distante do rim, nédulos nos pulmdes, formacdes de ndédulos enrijecidos
préximos a rins, pancreas e adrenais em fémeas tratadas durante o periodo de pré-

implantacéo (Quadro 1).
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Quadro 1 — Relagédo das alteragdes observadas nos 6rgaos maternos durante fase de pré-
implantag&o (Do a Ds).

Orgdos | Controle EUG 1 EUG 2 EUG 3
Figado - - Aderido ao estdbmago (1) -
Pulmd&es - - Nd&dulo e/ou edema (2) Ne%deurlnoae(/:%o)u
Rim - - Nd&dulos (1) -

Aderida ao rim
com nédulos sobre
e préximo ao
orgéo (1)

Pancreas - - Nodulos (1) -
A relacdo de alteragBes nos 6rgdos maternos foi organizada de acordo com o érgao afetado e os
grupos controle (Agua + tween 80 a 2%), EUG 1 (37,5 mg/kg), EUG 2 (187,5 mg/kg), EUG 3 (375

mg/kg). Os numeros entre parénteses representam a quantidade de animais portadores das
alteracdes, enquanto que o simbolo (-) representa auséncia de altera¢des nos 6rgaos.

Adrenal - - Distante do rim (1)

Os parametros reprodutivos avaliados como massa absoluta dos ovarios e
das placentas, taxas de implantacdo, reabsorcdo e as taxas de perda pré e poés-
implantacdo e indices placentarios apresentaram diferencas estatisticas quando
comparados ao grupo controle durante a fase de pré-implantacao.

A massa absoluta das placentas foi significativamente reduzida em 34,6% no
grupo EUG 2 em comparacdo com o grupo controle. Na massa relativa das
placentas ocorreu reducédo significativa de 97,5% nos grupos EUG 1 e EUG 2 e de
98,1% no grupo EUG 3 quando comparados ao grupo controle, maiores detalhes
podem ser visualizados na tabela 1. Também houve reducdo significativa de 21,4 e
21,3% na massa absoluta dos ovarios e pancreas respectivamente no grupo EUG 3

guando comparados aos seus respectivos controles.
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Tabela 1 — Efeito da administracao oral do eugenol sobre a massa absoluta (g) e relativa (%) dos 6rgdos maternos durante o periodo de pré-implantacdo em ratas

Wistar.
Controle EUG 1 EUG 2
(37,5 mg/kg) (187,5 mg/kg) (375 mg/kg)
Orgéos Massa (9) Relativa (%) Massa () Relativa (%) Massa (9) Relativa (%) Massa (9) Relativa (%)
Timo 0,36 £ 0,04 0,10+ 0,01 0,36 £ 0,04 0,11 +£0,01 0,32 +0,03 0,10+ 0,01 0,29 £ 0,02 0,09+0,01
Coracgéo 0,96 £ 0,03 0,27 £ 0,00 0,91 +£0,03 0,28 £ 0,01 0,94 + 0,04 0,31 +£0,02 0,94 + 0,02 0,27 £0,01
Pulmdes 1,73+0,14 0,49 £ 0,04 1,59 + 0,08 0,49 + 0,03 1,68 + 0,10 0,55+0,03 1,82 +£0,10 0,54 + 0,03
Figado 14,81 + 0,69 4,21 + 0,09 13,83+ 0,47 4,26 £ 0,14 13,24+ 0,41 4,33+0,22 14,04 £ 0,51 4,10+0,11
Rins 2,26 £ 0,07 0,64 £0,01 2,10 £ 0,05 0,65+ 0,03 2,04 £ 0,09 0,67 £ 0,04 2,18 £ 0,06 0,64 £ 0,02
Adrenais 0,10 + 0,01 0,03 + 0,00 0,09 + 0,00 0,03 + 0,00 0,10 + 0,00 0,03 + 0,00 0,10 + 0,00 0,03 + 0,00
Pancreas 0,94 + 0,06 0,27 + 0,02 0,78 + 0,04 0,24 + 0,01 0,94 + 0,06 0,31 +0,03 0,74 + 0,05* 0,22 +0,01
Baco 0,67 + 0,09 0,19 + 0,02 0,72 + 0,07 0,22 + 0,02 0,90 + 0,09 0,29 + 0,02 0,95+ 0,15 0,28 + 0,05
Estdmago 1,71 £ 0,05 0,50 £ 0,02 1,57 + 0,06 0,48 + 0,01 1,68 + 0,07 0,52 +0,02 1,68 + 0,03 0,49 + 0,02
Ovaérios 0,14 + 0,01 0,04 + 0,00 0,14 + 0,01 0,04 + 0,00 0,12 + 0,00 0,04 + 0,00 0,11 + 0,01** 0,03 + 0,00
grg\fdrf:: . 58,46 + 4,23 16,49 + 1,05 50,01 + 3,49 15,39 + 1,04 45,05 + 3,30 13,89 + 0,89 46,66 + 8,43 13,30 + 2,34
Placentas 5,72+ 0,44 1,62 +0,10 5,09 £+ 0,53 0,04 + 0,00**** 3,74 £ 0,40* 0,04 + 0,00%**** 5,33+ 0,60 0,03 + 0,00****

Valores representam a média + e.p.m. (n=9-10/grupo). Estatisticamente diferente do grupo controle (ANOVA de uma via, seguido pelo teste de Dunnett, *p<0,05,
**p<0,01, ***p<0,0001). As massas relativas dos érgéos foram calculadas a partir da razao entre a massa do 6rgao e a massa da fémea prenhe no Gltimo dia de

gestacédo x 100.
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Nas taxas reprodutivas houve reducédo significativa na implantagcédo no grupo
EUG 1 (85,7%) e EUG 2 (86,8%) em relacdo ao controle (100%). Foram
aumentadas significativamente as taxas de perda pré-implantacdo nos grupos
EUG 1 (28,6%) e EUG 2 (25%), as taxas de reabsorcao no grupo EUG 3 (20,2%) e
as taxas de perda poés-implantacdo no grupo EUG 3 (20,2%) em relacdo aos
respectivos grupos controle (8,3%). E os indices placentarios de EUG 1 (10%) e
EUG 2 (15%) foram estatisticamente menores em relagdo ao grupo controle (20%),

como mostrado na tabela 2.
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Tabela 2 — Parametros reprodutivos de ratas Wistar tratadas com eugenol do dia 0 a 5 da prenhez (periodo de pré-

implantacao).

Parametros reprodutivos Controle EUG 1 EUG 2 EUG 3
(37,5 mg/kg) (187,5 mg/kg) (375 mg/kg)
Ratas prenhes 9 9 10 10
Ganho greé_r?rﬁzls:n‘t:;’éggrg)f“ra”te 10,96 + 1,65 12,41 + 2,83 6,00 + 2,14 7,60 £ 2,16
Ganho de massa corporal durante 3029+694 3837875 30,09£7,93 30,36 +7,80
prenhez (g)?
Numero de fetos vivos 95 77 77 78
Numero de natimortos 0 1 1 2
Relacédo ninhada/progenitora? 36,58+ 2,41 31,48 £ 2,57 26,08 £ 2,17 26,93 +5,31
indice placentario (%)® 20 10%x* 15%* 20
Razéo sexual (M/F)¢ 1:1,3 1:1,2 1:15 1:1
Massa absoluta das placentas (g)? 5,72+ 0,44 5,09 £ 0,53 3,74 £ 0,40* 5,33+ 0,60
Massa absoluta dos ovarios (g)? 0,14 + 0,01 0,14 + 0,01 0,12 + 0,00 0,11 + 0,01**
Numero de sitios de implantacéo 102 91 94 108
Numero de sitios de reabsor¢ao 8 14 15 29
Numero de corpos luteos 12,22 + 0,46 11,89+ 0,73 11,30+0,73 13,30 £ 0,98
Taxa de implantac&o (%)° 100 85, 7**** 86,8** 100
Taxa de reabsorcgéo (%)° 8,3 16,7 4,5 20,2%**
Perda pré-implantagéo (%) 8,3 28,6%*** 25%** 20,2
Perda p6s-implantacgdo (%)° 8,3 16,7 4,5 20,2%**

indices placentarios (massa das placentas viaveis (g)/massa da ninhada (g) x 100), taxas de implantac&o (n° total de
sitios de implantagéo/n® total de corpos luteos x 100), taxas de reabsor¢céo (n° total de sitios de reabsor¢éo/n° total de
sitios de implantagdo x 100), taxas de perda pré-implantacao (n° de corpos lateos — n°® de sitios de implantagfes
viaveis/ n° de corpos liteos x 100), taxas de perda pés-implantacdo (n° de implantacdes — n° de fetos vivos/n® de
implantagbes x 100) e a razdo sexual foi determinada pelo n° total de fetos machos/n® total de fetos fémeas. Os
valores estdo expressos em média + e.p.m. ou mediana. Estatisticamente diferente do grupo controle (ANOVA de
uma via, seguido pelo teste de Dunnett?, Kruskall-Wallis seguido pelo teste de Dunn® ou Teste do Qui-quadrado®,
*p<0,05, **p<0,01, ****p<0,0001).
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5.1.4 Consumo de agua, racdo e ganho de massa materno na organogénese

N&o houve diferencas significativas na ingestdo de 4gua quando comparado

ao grupo controle durante a organogénese (Figura 9).

Figura 9 — Consumo de agua (mL/dia/animal) de ratas prenhes durante organogénese.
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Efeito da administragéo por via oral do eugenol (EUG) nas doses de 37,5; 187,5 e 375 mg/kg sobre o
consumo de agua (mL/dia/animal) de ratas Wistar durante periodo de organogénese (6° a 15° dia).
Os valores representam a meédia + e.p.m. (n=9-10/grupo).
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Figura 10 — Consumo de rac¢éo (g/dia/animal) de ratas prenhes durante organogénese.
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Efeito da administracdo oral do eugenol (EUG) nas doses de 37,5; 187,5 e 375 mg/kg sobre consumo
de ragdo (g/dia/animal) de ratas Wistar durante periodo de organogénese (6° a 15° dia). Os valores
representam a média = e.p.m. (n=9-10/grupo). Estatisticamente diferente do grupo controle (ANOVA
de uma via, seguido pelo teste de Dunnett, *p<0,05, **p<0,01).

No consumo de racdo houve reducdo no grupo EUG 3 de 26,4% no dia 7
(14,89 + 1,69 g/dia/animal) versus (C: 20,22 + 0,92 g/dia/animal), 25,7% no dia 8
(14,44 + 1,70 g/dia/animal) versus (C: 19,44 + 1,78 g/dia/animal), 29,5% no dia 11
(15,11 + 1,28 g/dia/animal) versus (C: 21,44 + 1,69 g/dia/animal), 27,3% no dia 15
(16,22 + 1,40 g/dia/animal) versus (C: 22,33 + 1,72 g/dia/animal) (Figura 10).
Entretanto, ndo houve diferenca significativa no ganho de massa materno durante

organogénese (Figura 11).
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Figura 11 — Ganho de massa corporal (g) de ratas prenhes durante a organogénese.
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Efeito da administracdo oral do eugenol (EUG) nas doses de 37,5; 187,5 e 375 mg/kg sobre o ganho
de massa corporal (g) de ratas Wistar durante periodo de organogénese (6° a 15° dia). Os valores

representam a média = e.p.m. (n=9-10/grupo).

5.1.5 Parametros reprodutivos na organogénese

Apos laparotomia, a analise externa dos 6rgdos maternos revelou a presenca

de nddulos enrijecidos proximos aos rins e timo em duas ratas do grupo controle e

no pancreas e adrenais (Quadro 2) em algumas ratas dos grupos experimentais.

Quadro 2 — Relacédo das alteracdes observadas nos 6rgdos maternos durante fase de
organogénese (Ds a Dis).

Orgaos Controle EUG 1 EUG 2 EUG 3
Figado - - - -
Pulmdes - - - -

Rim | Nodulos (2) No‘(jz“)'os Nodulos (7) N6dulos (8)
Adrenal - - - -
Pancreas - No<(12u)los Nodulos (1) Nodulos (1)

. . Nédulos .
Timo Nodulos (1) 3) - Nodulos (8)

A relacao de alteragBes nos 6rgaos maternos foi organizada de acordo com o érgédo afetado e os
grupos controle (dgua + tween 80 a 2%.), EUG 1 (37,5 mg/kg), EUG 2 (187,5 mg/kg), EUG 3 (375
mg/kg). Os nimeros entre parénteses representam a quantidade de animais portadores das
alteracdes, enquanto que o simbolo (-) representa auséncia de altera¢des nos 6rgaos.

Na organogénese o0s parametros reprodutivos avaliados como massa

absoluta e relativa do pancreas, taxas de implantacdo, reabsorcédo e as taxas de
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perda pré e pds-implantacdo e indices placentéarios apresentaram diferenca
estatistica quando comparados ao grupo controle.

As massas absolutas do pancreas apresentaram redugao significativa de 21 e
24% respectivamente nos grupos EUG 2 e EUG 3 em relagdo ao grupo controle,
engquanto que as massas relativas desse 6rgao foram significativamente reduzidas
em 16% nos grupos EUG 1 e EUG 2 e 25,8% no grupo EUG 3 quando comparados

ao grupo controle (Tabela 3).
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Tabela 3 — Efeito da administracao oral do eugenol sobre a massa absoluta (g) e relativa (%) dos 6rgdos maternos durante o periodo de organogénese em

ratas Wistar.

Controle EUG 1 EUG 2 EUG 3
(37,5 mg/kg) (187,5 mg/kg) (375 mg/kQ)
Orgéos Massa (9) Relativa (%) Massa () Relativa (%) Massa (9) Relativa (%) Massa () Relativa (%)
Timo 0,36 £ 0,02 0,11 + 0,01 0,34 £ 0,03 0,10 £ 0,01 0,31+ 0,02 0,10 + 0,01 0,31 +0,03 0,10 + 0,01
Coracéo 0,86 + 0,03 0,27 £ 0,01 0,84 + 0,03 0,25 + 0,01 0,78 £ 0,03 0,26 + 0,01 0,80 + 0,01 0,25 + 0,01
Pulmdes 1,39+ 0,09 0,44 + 0,02 1,46 + 0,08 0,44 + 0,02 1,33+0,05 0,44 + 0,02 1,28 £ 0,05 0,40 + 0,01
Figado 12,14+0,48 3,83+0,09 12,78+0,30 3,86+0,08 12,22+0,75 3,97+0,14 12,69 £ 0,40 3,97 + 0,06
Rins 1,92+ 0,09 0,61 + 0,02 1,9+0,08 0,57 £ 0,02 1,85+ 0,08 0,61 + 0,02 1,83+0,05 0,57 + 0,02
Adrenais 0,10 £ 0,01 0,03 + 0,00 0,09 £ 0,00 0,03 + 0,00 0,19 + 0,09 0,07 £ 0,03 0,08 + 0,00 0,03 + 0,00
Pancreas 0,99 + 0,08 0,31+ 0,02 0,86 £0,04 0,26 +0,01* 0,78+0,04* 0,26 +0,01* 0,75 + 0,05** 0,23 + 0,01**
Bago 0,57 £ 0,03 0,18 + 0,01 0,53 £ 0,02 0,16 + 0,01 0,54 £ 0,03 0,18 + 0,01 0,60 + 0,03 0,19 + 0,01
Estdbmago 1,49 + 0,06 0,47 + 0,01 1,56 + 0,06 0,47 + 0,01 1,37+0,11 0,45+ 0,03 1,54 + 0,06 0,49 £+ 0,03
Ovérios 0,11 + 0,01 0,04 + 0,00 0,12 + 0,00 0,04 + 0,00 0,12 + 0,01 0,04 + 0,00 0,09 £+ 0,01 0,03 + 0,00
Utero gravidico 59,37+7,25 18,38+1,85 68,32+3,93 2061+1,14 59,2+759 19,46+ 2,46 68,25 + 6,94 20,97 + 1,56
Placentas 4,93 + 0,66 1,53+0,17 5,17 £ 0,35 1,56 £ 0,10 5,05+ 0,19 1,66 £ 0,07 4,74 + 0,45 1,46 £ 0,10

Valores representam a média + e.p.m. (n= 9—10/grupo). Estatisticamente diferente do grupo controle (ANOVA de uma via, seguido pelo teste de Dunnett,
*p<0,05, **p<0,01). As massas relativas dos 6rgéos foram calculadas a partir da razéo entre a massa do érgao (g) e a massa da fémea prenhe no dltimo dia de

gestacdo (g) x 100.
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Nas taxas reprodutivas houve aumento na implantagdo nos grupos EUG 1
(96,43%) e EUG 2 (100%) em comparacao com o controle (90,91%). No entanto, as
taxas de perda pré-implantacdo foram menores nos grupos EUG 1 (10%), EUG 2
(9,1%) e EUG 3 (10%) quando comparadas ao grupo controle (27,3%). N&do houve
perda poés-implantacdo nos grupos EUG 2 e EUG 3, enquanto que o grupo EUG 1
(5%) néao diferiu significativamente do controle (16,7%). E os indices placentarios
foram reduzidos em todos os grupos tratados (11%) em relacdo aos seus

respectivos controles (12%), como pode ser visualizada na tabela 4.
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Tabela 4 - Parametros reprodutivos de ratas Wistar tratadas com eugenol do dia 6 a 15 da prenhez (periodo de

organogénese).
Pardmetros reprodutivos Controle EUG 1 EUG 2 EUG 3
(37,5 mg/kg) (187,5mg/kg) (375 mg/kg)
Ratas prenhes 9 10 9 9
Ganho de massa corporal durante 2446+3,85 2440+3,76  2424+289 2192+272
organogénese (g)?

Ganho de massa Co(rg)ﬂra' durante prenhez o, 15,704  3225+7,76 31,82+7.44 30,81 +7,31
Numero de fetos vivos 75 96 90 85
Numero de natimortos 0 0 0 0

Relagcédo ninhada/progenitora? 0,18 £ 0,02 0,21 +£0,01 0,23 +0,02 0,19+ 0,01
indice placentério (%) 12 11* 11* 11*
Razao sexual (M:F)° 1.0,6 1:1,2 1:1,0 1:15
Massa absoluta das placentas (g)? 4,93 + 0,66 5,17 £ 0,35 5,05+0,19 4,74 £ 0,45
Massa absoluta dos ovarios (g)?® 0,11+0,01 0,12 + 0,00 0,12+ 0,01 0,09 + 0,01
Numero de sitios de implantagéo 94 108 92 91
Numero de sitios de reabsorgéo 19 11 2 6
Numero de corpos lateos? 11,78 £ 0,36 11,60 £ 0,52 11,33+ 0,69 11,22 + 0,57
Taxa de implantac&o (%)° 90,91 96,43* 100**** 90,91
Taxa de reabsorgéo (%)° 16,67 QF*** QF*** QF***
Taxa de perda pré-implantagédo (%)° 27,27 10** 9,09%*** 10**
Taxa de perda p6s-implantagdo (%)° 16,67 5 OF*** OF**

indices placentarios (massa das placentas viaveis (g)/massa da ninhada (g) x 100), taxas de implantagéo (n° total
de sitios de implantacao/n° total de corpos lateos x 100), taxas de reabsorcéo (n° total de sitios de reabsorcéo/n°
total de sitios de implantacdo x 100), taxas de perda pré-implantacdo (n° de corpos Iiteos — n° de sitios de
implantag®es viaveis/ n° de corpos luteos x 100), taxas de perda pos-implantagdo (n° de implantacdes — n° de fetos
vivos/ n® de implanta¢des x 100) e a razdo sexual foi determinada pelo n° total de fetos machos/n® total de fetos
fémeast. Os valores estdo expressos em média + e.p.m. ou mediana. Estatisticamente diferente do grupo controle
(ANOVA de uma via, seguido pelo teste de Dunnett?, Kruskall-Wallis seguido pelo teste de Dunn®, ou Teste do Qui-

quadrado¢, *p<0,05, **p<0,01, ****p<0,0001).
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5.2 Embriofetotoxicidade nos periodos de pré-implantacéo e organogénese

Na fase de pré-implantacdo ndo foram observadas alteracdes externas, nem
houve diferencas significativas nas massas dos fetos, na razdo sexual, nem na
relacdo materno fetal. Porém, houve registro de um feto natimorto (1/77) nos grupos
EUG 1 e EUG 2 e dois natimortos (2/78) no grupo EUG 3.

No periodo de organogénese nao foram observadas diferencas significativas
na massa dos fetos, na razdo sexual, nem na relacdo materno fetal. E ndo foram
observados natimortos em nenhum dos grupos tratado ou controle (Tabela 4). Além
disso, o numero de fetos vivos foi aparentemente mais elevado nos grupos tratados

do que no controle.

5.3 Analise de altera¢cbes e/ou malformacdes internas durante organogénese

5.3.1 Analises visceral e esquelética

Durante as andlises viscerais, foram observadas dilatacdo de artérias
pulmonares em um (1/39) feto do grupo controle (2,6%) e em trés (3/40) fetos do
grupo EUG 3 (7,5%). Também houve dilatacdo da bexiga urinaria em dois (2/39)
fetos do controle (5,1%), trés (3/51) fetos de EUG 1 (5,9%), um (1/46) feto em EUG 2
(4,35%) e um (1/40) feto em EUG 3 (5%), respectivamente. Ainda foram observadas
ranhuras no palato em um (1/39) feto do controle (2,6%), seis (1/51) fetos de EUG 1
(9,8%), trés (3/46) fetos de EUG 2 (4,35%) e dois (2/40) fetos de EUG 3 (5%).
Contudo, essas alteracdes ndo foram estatisticamente significativas em comparacao
ao grupo controle e podem ser atribuidas ao acaso. Esses resultados indicam que a
administracdo do eugenol néo interfere de forma significativa no desenvolvimento

visceral durante a organogénese.

Em relacdo as analises esqueléticas, os fetos foram analisados quanto ao
numero, morfologia e localizacdo dos o0ssos. Foram observadas alteracfes
estatisticamente significativas no desenvolvimento esquelético dos fetos quando
comparados ao grupo controle e foram identificadas malformacées como agenesia
de falanges proximais das patas anteriores (C: 23,5%) no grupo EUG 1 (42,2%) e
das patas posteriores (C: 29,4%) também em EUG 1 (57,8%). Reducdo do numero
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de vértebras cervicais (C: 2,9%) nos grupos EUG 1 (100%), EUG 2 (84,1%) e EUG 3
(100%), encurtamento de costelas (C: 0%) em EUG 2 (6,8%), ossificacdo incompleta
do osso escamoso da cabeca (C: 0 %) no grupo EUG 1 (35,6%). Além disso,
também foram significativas as malformacfes Osseas referentes a ossificacdo
incompleta (C: 55,9%) e alteracdo morfolégica do esterno (em forma de borboleta)
(C: 2,9%) nos grupos EUG 2 (76,3%) e EUG 3 (29,6%), respectivamente (Tabela 5).
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Tabela 5 — Relacdo das malformacBes esqueléticas dos fetos de fémeas tratadas com eugenol durante periodo de
organogénese (Ds a Dis).

Malformacdes esqueléticas Controle EUG 1 EUG 2 EUG 3
¢ q (37,5 mg/kg) (187,5 mg/kg) (375 mg/kg)
Ossificagdo incompleta do 0/34 (0%) 16/45 (35,6%)*  10/44 (22,7%) 8/38 (21,0%)
escamoso
Ossificagdo incompleta do 19/34 (55,8%) 16/45 (35,6%) 25/44 (56,8%) 29/38 (76,3%)**
esternébrio
Ossificagdo incompleta do 1/34 (2,9%) 0/45 (0%) 0/44 (0%) 0/38 (0%)
manubrio (ponto)
Auséncia de processo xifoide 0/34 (0%) 0/45 (0%) 0/44 (0%) 2/38 (5,3%)
Esterno em borboleta 1/34 (2,9%) 0/45 (0%) 4/44 (9,1%) 16/38 (29,6%)****
Agenesia de falanges 8/34 (23,5%) 19/45 (42,2%)*  10/44 (18,5%) 6/38 (15,8%)

proximais das patas anteriores

Agenesia de falanges
proximais das patas 10/34 (29,4%) 26/45 (57,8%) 17/44 (38,6%) 18/38 (47,3%)
posteriores

Agenesia do ultimo centro

0, 0, 0, 0,
sternal 0/34 (0%) 1/45 (2,2%) 0/44 (0%) 0/38 (0%)
Costelas encurtadas 0/34 (0%) 0/45 (0%) 3/44 (6,8%)* 0/38 (0%)
Auséncia de vertebras 1/34 (2,9%) 45/45 (100%)***  37/44 (84,1%) 38/38 (100%)***

cervicais

Os dados de malformagdes esqueléticas fetais foram tabelados de acordo com os grupos controle (dgua + tween 80 a
2%) e os grupos do eugenol (EUG 1, EUG 2, EUG 3) e organizados a partir da relagéo entre nimero de fetos afetados/n°
total de fetos analisados e valores entre parénteses representam o percentual de malformacdes esqueléticas
observadas. Estatisticamente diferente do grupo controle (Teste do Qui-quadrado, *p<0,05, **p<0,01,****p<0,0001).
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6 DISCUSSAO

O eugenol € um monoterpeno da classe dos fenilpropanoides, que pode ser
obtido do 6leo essencial de varias espécies vegetais, incluindo insumos alimentares
como noz-moscada (TALEUZZAMAN; JAHANGIR; GILANI, 2017), cravo da india
(SANTIN et al., 2011) e canela (MONTEIRO et al., 2017), além de ser amplamente
utilizado em formulacdes farmacéuticas presentes no cotidiano das gestantes.

O estudo da administracdo desse monoterpeno por via oral sobre a gestacao
de ratas Wistar apresentou redugao significativa no consumo de racdo durante a
fase de pré-implantacdo (Figura 7), nos 6rgdos maternos indicou a presenca de
nodulos enrijecidos nos rins, adrenais, pancreas e nos pulmdes associados com
edema (Quadro 1).

Outros estudos ja indicaram que o eugenol apresenta toxicidade materna
durante a pré-implantagdo. Em camundongos fémeas, o eugenol foi incluido na dieta
desde o periodo de acasalamento até o 4° dia da pré-implantacdo, resultando na
reducdo de nucleos celulares, relacionados com dificuldade de implantacdo do
blastocisto no Gtero e aumento da incidéncia de morte embrionaria (DOMARACKY et
al., 2007). Do mesmo modo, o estudo in vitro com células tronco embrionarias
considerou que o eugenol em pequenas concentracdes (IDso: 5,43 + 0,72 pg/mL) é
capaz de inibir a proliferacdo dessas células e pode ser toxico para os embrides (LIU
et al., 2017).

A presenca de edema pulmonar observada apds tratamento de fémeas
prenhes com o eugenol durante a pré-implantacdo € outro indicio de toxicidade do
eugenol e ja foi relatada apds a administracdo dessa substancia em ratos (SOBER,
H.; HOLLANDER; SOBER, E., 1950), hamsters (LAVOIE et al., 1986), coelhos
(MCDONALD; HEFFNER,1991) e sapos (GOULET; VACHON; HELIE, 2011).
Mcdonald; Heffner (1991) avaliaram o efeito da administragdo por via endovenosa
do eugenol (0,1 mM) em pulmdes de coelhos e relacionaram a presenca de edema
pulmonar com a formacdo de um intermediario metabdlico téxico do eugenol.

Além disso, as massas das placentas, ovarios e pancreas (Tabela 1)
apresentaram reducédo estatisticamente significativa apdés administracéo do eugenol,
via oral, durante pré-implantacdo. E promoveu reducdo na taxa de implantacdo e

aumento nas taxas de reabsorcao e de perdas pré e pos-implantacdo (Tabela 2).
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De modo semelhante, o 6leo essencial de alecrim (Rosmarinus officinalis L.),
gue possui 0 monoterpeno 1,8 cineol como constituinte majoritario, administrado nas
doses de 242, 484 e 968 mg/kg, via oral, durante a pré-implantacéo (5° ao 7° dia de
prenhez), de ratas Wistar promoveu reducao de 56,1; 70,73; 65,3% no consumo de
racao na dose de 968 mg/kg nos dias 6, 7 e 8 respectivamente em relacdo ao grupo
controle, enquanto que as doses de 484 e 968 mg/kg reduziram a massa dos
ovarios em 14,29% quando comparadas aos seus respectivos controles. No entanto,
nédo houve diferencas significativas no nimero de sitios de implanta¢do ou nas taxas
de perda pré e pos-implantacdo (GUERRA et al., 2009).

Caldas et al. (2016) estudaram o efeito do 1,8 cineol nas doses de 250, 500 e
1000 mg/kg sobre os parametros reprodutivos de ratas prenhes durante a
organogénese e observaram que essa substancia isolada promovia reducdo no
ganho de massa materno na dose de 1000 mg/kg durante pré-implantacdo e nas
trés doses administradas durante periodo de organogénese. Além disso, foi
observado presenca de natimortos em fémeas tratadas com 1000 mg/kg do 1,8
cineol durante a pré-implantacdo e a dose de 250 mg/kg promoveu reducdo no
numero de corpos luteos durante a organogénese, sugerindo possivel toxicidade
materna e fetal.

Em relagdo ao eugenol, até o presente ndo tinham sido encontrados dados na
literatura sobre a influéncia desse monoterpeno na fase de organogénese em ratas
Wistar. Os resultados obtidos da administracdo do eugenol durante esta fase
gestacional mostraram reducdo no consumo de racao (Figura 10) e da massa do
pancreas (Tabela 3), bem como aumento da incidéncia de nédulos enrijecidos em
alguns 6rgaos maternos (Quadro 2).

Sabe-se que a andlise de sinais clinicos de toxicidade, reducdo do ganho de
massa corporal, variacdo na massa dos 0rgaos e alteracdo no consumo de agua e
racdo sao parametros Uteis na avaliacdo da homeostase materna, de modo que
alteracbes nesses parametros podem significar toxicidade materna (OECD, 2015).

Dessa forma, a reducdo da ingesta de alimentos e a presenca de nédulos
enrijecidos nos oOrgdos maternos nas fases de pré-implantacdo e organogénese
sugerem que essa substancia pode ocasionar toxicidade materna durante periodo
gestacional de ratas Wistar.

Espécies reativas de oxigénio, ions metdlicos e enzimas do complexo

citocromo P450 podem promover alteracdes estruturais nos fenilpropanoides e
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originar radicais fenoxil que se associam a proteinas e sdo capazes de originar
metabdlitos tdxicos pertencentes a classe das quinonas (KORKINA et al., 2011).

Segundo Thompson; Constantin-Teodosiu; Moldéus (1991) a metabolizacéo
do eugenol ocorre no figado por meio do citocromo P450 e origina um intermediario
metabdlico reativo denominado quinona metide. Nesse sentido, apesar do eugenol
possuir atividades antioxidante e anti-inflamatéria, a partir do sequestro de radicais
livres (GULCIN, 2011) ou da inibicdo da expressdo de COX-2 (KIM et al., 2003), em
baixas concentracfes (5—-10 uM) esse 0Oleo essencial pode atuar como pré-oxidante
mediante interacdo enzimatica, reacdes envolvendo oxigénio e na presenca de luz
(ATSUMI; FUJISAWA; TONOSAKI, 2005).

A exposicdo diaria ao eugenol (1400 a 4000 mg/kg) por via oral durante 34
dias promoveu lesdes hepaticas e aumento das adrenais em ratos (HAGAN et al.,
1965). Goulet; Vachon; Hélie (2011) também observaram lesdes dose-dependente
nos rins, figado e pulmdes de sapos africanos (Xenopus laevis) imersos em solucéo
aquosa de eugenol (375 pL/L) por até 72h.

O modelo de toxicidade reprodutiva empregado para realizacdo deste
trabalho consiste da administracdo prolongada do eugenol durante a gestacéo de
ratas Wistar, em que as fémeas prenhes recebem a administracéo por via oral desse
monoterpeno durante seis dias no periodo de pré-implantacdo e 10 dias na
organogénese. Os resultados obtidos indicaram presenca de nédulos enrijecidos nos
orgaos maternos, com efeito acentuado durante organogénese.

No trabalho de Goulet; Vachon; Hélie (2011) sapos africanos foram expostos
ao eugenol por 24 ou 72h e com 0 aumento do tempo de exposicdo 0s danos renais
e hepéticos foram mais acentuados. No entanto, quando a exposicdo foi
interrompida e os animais passaram duas semanas se recuperando do tratamento
os danos observados foram reversiveis.

Isso nos leva a acreditar que o eugenol pode atuar de maneira semelhante no
organismo das ratas prenhes, pois durante a pré-implantacdo os animais tiveram
tempo de 15 dias para se recuperar do tratamento que durou apenas 6 dias, o que
explicaria a presenca pouco expressiva de nédulos nos 6rgdos maternos quando
comparados com os nédulos presentes nos 6rgdos maternos durante organogénese,
cujo tratamento teve duracdo de 10 dias e tempo de recuperagao de apenas 6 dias.

A partir do exposto, podemos sugerir que a administracdo prolongada do

eugenol durante as fases de pré-implantacao e organogénese em ratas Wistar
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produziu toxicidade materna. Existe a hipotese que deve ser testada, que o efeito
seja devido a formacgdo do intermediario metabdlico e da capacidade pré-oxidante
deste 6Oleo na presenca de enzimas hepaticas.

Nosso trabalho avaliou apenas aspectos morfolégicos externos das fémeas
tratadas com eugenol nas fases gestacionais de pré-implantacdo e organogénese,
dando subsidios para futuros estudos toxicocinéticos, com dosagens bioquimicas,
hematoldgicas e analises histopatoldgicas, a fim de elucidar o comportamento
fisioldgico do eugenol ao longo da gestacédo de ratas Wistar.

No momento em que o blastocisto se adere a parede uterina tem-se inicio
uma série de reacdes para permitir a invasao e aderéncia de uma das camadas da
interface do blastocisto, denominada de trofoblasto, no Utero. ApGs adesdo do
trofoblasto, essa camada sofre diferenciacdo celular para dar origem a interface fetal
da placenta. E todo esse processo de migracdo até a implantacao do blastocisto ao
Utero é denominado de pré-implantagéo.

Durante o periodo de implantacdo o organismo materno aumenta a taxa de
oxigenacao placentaria, que leva a formacdo de espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio (EROs e ERNs) (JAUNIAX et al., 2000) envolvidas nos processos
fisiolégicos de proliferagéo e sinalizacao celular.

Além disso, o Utero passa por uma série de modificacbes metabdlicas e
interacBes imunoldgicas, incluindo aumento da demanda de glicose e da taxa de
oxigenacao uterina, além do recrutamento de elementos pr6 e anti-inflamatoérios
como prostaglandinas, citocinas, moléculas de ades&o celular, entre outros, que
preparam o Utero para receber o concepto e auxiliam no processo de proliferacéo e
diferenciacdo celular necessarias para formacdo da placenta apds estabelecimento
do embrido no utero (MOURIK; MACKLON; HEIIJNEN, 2009).

As prostaglandinas estdo envolvidas no processo de ovulacao, decidualizacao
uterina, pré-implantacdo e outros processos vitais durante desenvolvimento
embriondrio e sao sintetizadas a partir da conversao do acido araquiddnico pela via
das ciclooxigenases (MATSUMOTO et al., 2001).

Durante a gestagcdo a enzima ciclooxigenase 2 (COX-2) pode ser modulada
pelos hormdnios estrogénio e progesterona. No modelo de cultura de células
endometriais primarias in vitro as ceélulas cultivadas foram pré-tratadas com anti-
progestina (RU-486) ou anti-estrogénio (ICI-182, 780) na concentracdo de 1 uM por
1 h, seguida do tratamento com progesterona (100 nM) ou estradiol (100 nM) por 48
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h, respectivamente, ou de células tratadas apenas com progesterona ou estradiol
nas mesmas concentracdes por 48 h. As células tratadas tiveram a expressao de
COX-2 avaliada por andlises de Western Blot, revelando que na presenca de
estradiol a expressao dessa enzima foi aumentada e células pré-tratadas com o anti-
estrogénio por 1 h tiveram a expressdao da COX-2 reduzida, enquanto que na
presenca de progesterona ou da anti-progestina a expressédo dessa enzima nao foi
alterada, sugerindo que nessas condicdes a COX-2 é regulada pela presenca de
estrogénio (ST-LOUIS et al., 2010).

Além disso, um estudo foi realizado com camundongos fémeas com delecéo
do gene para receptores de estrogeno a (ERKOa), estas foram ovariotectomizadas e
submetidas a um tratamento hormonal com injecdes subcutaneas da associacédo de
estrogénio e progesterona ou apenas de progesterona por trés dias. Os animais
receberam estradiol (100 ng/100 pL de 6leo de gergelim) do 1° ao 3° dia de
tratamento e no 6° dia receberam uma injecdo por via subcutanea de progesterona
(1 mg) juntamente com estradiol (6,7 ng) em 100 uL de 6leo de gergelim até o 8° dia
de tratamento, quando fémeas receberam de 12 a 20 embrides doados em cada
corno uterino. ApGs insercdo dos embrides no Utero 0s animais continuaram
recebendo inje¢bes subcutaneas contendo progesterona e estradiol diariamente, no
15° dia tiveram o0s cornos uterinos coletados para contagem dos sitios de
implantacdo. Nesse modelo experimental foi observado que animais ERKOa (0,78 *
0,3) tiveram menos sitios de implantacdo quando comparado com animais normais
(2,89 = 0,5), sugerindo que os receptores de estrogénio (ERa) funcionais sao
importantes para o processo de implantacdo embrionaria (HEWITT et al., 2002).

A inibicdo da secrecdo de estrogénio durante a fase de pré-implantacao,
interfere no processo de proliferacdo epitelial uterina e dificulta a implantacdo do
blastocisto ao utero (SINGH et al., 1996). Dessa forma, o aumento de perdas pos-
implantacdo estdo relacionadas com falhas e inviabilizagdo da implantacdo do
blastocisto e a ocorréncia de reabsor¢fes indica interrupcdo no desenvolvimento
embriofetal provocada por inadequado revestimento uterino para recepcado do
embrido ou por toxicidade materna (YAKUBU; BUKOYE, 2009). Alem disso, a
inibicdo seletiva de COX-2 durante a gestacdo tem sido relacionada com toxicidade
reprodutiva e afeta o processo de decidualizacdo do endométrio, resultando em

reducéo da fertilidade e falha no processo de implantacéo (LIM et al., 1997).
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Em vista disso, o eugenol apresenta atividade antiestrogénica e € capaz de
competir com o 17-B-estradiol por receptores hormonais do tipo ERa e ERP
(HOWES et al.,, 2002) o que pode contribuir para o desbalanco hormonal entre
progesterona e estrogénio durante o inicio da gestacdo, acarretando em
irregularidades durante migracao do blastocisto ao Utero na fase de pré-implantacéo
de ratas Wistar.

Por outro lado, os fenilpropanoides podem desempenhar suas atividades anti-
inflamatorias inibindo enzimas pré-inflamatérias como 6xido nitrico sintase (iNOs),
NADPH, ciclooxigenases, entre outras (KORKINA et al., 2011). E as atividades anti-
inflamatorias (YOGALAKSHMI; VISWANATHAN,; ANURADHA, 2010) e
antiproliferativa do eugenol parecem estar relacionadas com a inibigdo seletiva de

COX-2, com consequente reducao de prostaglandinas (KIM et al., 2003). Mas na
presenca de enzimas do complexo P450, ions metélicos e de espécies reativas de
oxigénio e nitrogénio (KORKINA et al., 2011) o eugenol passa a desempenhar
atividade pro-oxidante (THOMPSON; CONSTANTIN-TEODOSIU; MOLDEUS, 1991).

Liu et al. (2017) observaram a capacidade embriotoxica do eugenol (IDso: 5,43
+ 0,72 pg/mL) in vitro apds 2h de incubacgdo por meio do teste do MTT sobre cultura
de células-tronco embrionérias, que inibiu a proliferacao celular das células-tronco.
Além disso, Domaracky et al. (2007) relacionaram a inclusdo do eugenol (375
mg/kg) na dieta de camundongos desde periodo de acasalamento até o dia 4 de
prenhez com dificuldade de implantacdo do blastocisto no Utero, relatando reducéo
do numero de nucleos celulares e aumento da incidéncia de morte celular no
periodo de pré-implantacéo.

Os resultados obtidos mostram que na fase de pré-implantacdo houve
presenca de natimortos, aumento de taxas de reabsorcdo e de perda pré e pos-
implantacéo, com reducdo dos indices placentarios. Entretanto, na organogénese foi
observado aumento das taxas de implantacdo e reducdo das taxas de perda pré e
pos-implantacéo e de reabsorcéo nos grupos EUG 1, EUG 2 e EUG 3. Apesar disso,
houve reducdo dos indices placentarios em todos os grupos tratados com eugenol
durante a fase de organogénese, 0 que sugere que 0 eugenol apresenta maiores
riscos de causar toxicidade embriondria durante o periodo de pré-implantagéo,
enquanto que a toxicidade fetal pode estar relacionada com a administracdo desse

Oleo essencial durante o periodo de pré-implantacdo e organogénese.
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O indice placentario € utilizado como padrdo para avaliar a funcao placentéria
e serve para indicar a relacao de troca de nutrientes entre mae e feto, mediadas pela
placenta (KINGDOM; KAUFMANN, 1999). Dessa forma, alteracdes na relacédo entre
placenta, mée e feto podem reduzir o fluxo sanguineo Utero-placentério, levando a
reducdo da oxigenacdo e nutricdo fetal e aumenta as chances de retardo de
desenvolvimento embriofetal e incidéncias de malformacbes congénitas (DIAZ;
POWELL; JANSSON, 2014).

Nesse aspecto, Zhang; Kulkarni; Kulkarni (2000) estudaram a oxidacdo do
eugenol (4 mM) em presenca de peroxidase placentaria humana durante 2 minutos
e concluiram que essa reacao em pH 8,0 gera pico maximo de quinona metide como
intermediario metabdlico, mas que essa reacdo pode ser reversivel a partir da
adicdo de glutationa reduzida. No entanto, apesar de terem realizado o estudo in
vitro, sugeriram gque a conducdo do experimento in vivo poderia levar a uma
disfungdo placentaria, com efeitos toxicos para o feto. Essas observacoes,
juntamente com a reducao dos indices placentarios ddo suporte a nossa hipétese de
gue o eugenol é toxico para os fetos quando as progenitoras sdo expostas a essa

substancia durante periodo de organogénese.

O periodo gestacional envolve uma série de mudancas fisiologicas para
manter e nutrir o feto, no entanto fatores genéticos (alteragcdes cromossdmicas),
ambientais (incidéncia de raios U.V., virus, substancias quimicas) e multifatoriais
(combinacédo de fatores genéticos e ambientais) podem interferir com o organismo
materno e/ou fetal, provocando variacbes ou malformacdes congénitas (WHO,
2003).

No que se refere ao processo de formacédo 0ssea, sabemos que pode ocorrer
por meio de duas formas distintas denominadas de endocondral ou
intramembranosa. O processo endocondral ocorre quando a cartilagem é precursora
do tecido 6sseo, enquanto que o intramembranoso ndo necessita de cartilagem para
formar o 0sso.

O processo de formagdo Ossea intramembranosa envolve um centro de
ossificacao que sera circundado por osteoblastos para deposicéo do tecido 6sseo do
centro para as bordas, este processo permite 0 aumento da circunferéncia e faz o

0SS0 crescer até alcangar seu tamanho definitivo (ZHANG et al., 2018).
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Apesar disso, durante o desenvolvimento fetal ha predominancia do processo
endocondral, ou seja, o feto forma uma espécie de molde cartilaginoso que sera
substituido pela matriz 6ssea ao longo do desenvolvimento. Esse processo envolve
proliferacdo de condrocitos, calcificacdo da matriz, vascularizacdo do tecido em
formacgéo e posterior degradacdo da matriz cartilaginosa para o inicio da calcificagdo
dando lugar ao novo tecido 6sseo (MACKIE et al., 2008).

Uma forma de identificar a ocorréncia de malformacdes fetais em ratos € a
utilizacdo da técnica de diafanizacdo e coloracdo com alizarina para avaliar a
estrutura 6ssea fetal. Esse processo permite que a associacao dos reagentes com a
alizarina core regides ricas em deposicao de calcio, fazendo com que os tecidos
sejam clareados e a estrutura éssea fique em evidéncia numa coloracdo vermelho-
arroxeada. Assim, ossos fracamente corados ou com auséncia de coloracdo podem
indicar retardo no desenvolvimento ésseo de fetos (ALIVERTI, 1979).

Em seu trabalho, Burdan et al. (2008) observaram que a administracao por via
oral dos inibidores nao seletivos de ciclooxigenase: tolmetina (850 mg/kg) e
ibuprofeno (200 mg/kg) trés vezes ao dia, piroxicam (30 mg/kg) uma vez ao dia do 8°
ao 21° dia de gestacdo em ratas promoveram retardo no crescimento intrauterino e
deficiéncia de mineralizacdo nos ossos frontal, parietal, interparietal, supraoccipital e
esterno dos fetos.

Por sua vez, o eugenol foi relacionado com a inibicdo da expressao de COX-2
no mecanismo de prevencdo hepatica (YOGALAKSHMI; VISWANATHAN;
ANURADHA, 2010) e no modelo de inducdo de COX-2 por lipopolissacarideos em
macrofagos de camundongos (KIM et al., 2003).

Além disso, a implementacéo de borneol e mentol na dieta de ratos marcados
com tetraciclina (H3) indicou que o consumo de 23 g de racédo contendo 100 mg/dia
desses monoterpenos durante 10 dias inibiram a reabsorcdo O0ssea de maneira
reversivel ap6s 52h de interrupcdo do consumo de racdo suplementada
(MUHLBAUER et al., 2003).

Mediante o exposto, nesse trabalho foram identificadas algumas alteracoes
significativas no numero e/ou forma dos 0ssos da cabeca, esternébrio, auséncia de
falanges proximais das patas anteriores, encurtamento de costelas e auséncia de
costelas cervicais nos fetos.

Considerando que alguns monoterpenos desempenham atividade de inibicao

de remodelacdo 6ssea por mecanismos ainda desconhecidos e que inibidores de



64

COX-2 reduzem a mineralizacdo 6ssea, podemos sugerir que o eugenol pode
interferir no metabolismo 6sseo, resultando em malformacdes esqueléticas e
consequente retardo do desenvolvimento 6sseo dos fetos.

Dessa forma, levantamos a hipotese de que o eugenol pode atuar na
remodelacdo 6ssea por meio da inibicdo da enzima ciclooxigenase 2 durante o
periodo de organogénese, contudo esta é uma hipétese que precisa ser melhor

investigada para ser confirmada.
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7 CONCLUSAO

O estudo toxicolégico reprodutivo do eugenol foi realizado sobre as fases de pré-
implantacdo e organogénese de ratas Wistar e revelou sinais de toxicidade materna
com redugdo do consumo de ragdo e aumento da incidéncia de nédulos nos 6rgéos
das progenitoras.

A administracéo por via oral do eugenol causou reducdo na taxa de implantacdo dos
blastocistos com aumento da taxa de reabsorcdo e reducdo dos indices placentarios
durante a fase de pré-implantacdo, sugerindo efeito embriotoxico. Enquanto que na
fase de organogénese causou reducdo nos indices placentarios e malformacdes
esqueléticas nos fetos, indicando que esse Oleo essencial atravessa a barreira
placentaria e influencia no balanco de troca de nutrientes, gases e excretas entre mae
e feto, repercutindo em toxicidade fetal.

Em conclusédo, a administracdo do eugenol nas doses analisadas durante as fases
de pré-implantacdo e organogénese causou sinais de toxicidade materna e fetal. No
entanto, vale salientar que os aspectos analisados neste trabalho representam dados
obtidos de observa¢gBes macroscopicas tanto das fémeas quanto dos fetos analisados
e sugerem a realizacdo de outras analises toxicocinéticas, dosagens bioquimicas,
hematoldgicas e analises histopatoldgicas para elucidar as alteracdes farmacologicas

do eugenol durante a gestacédo de ratas Wistar.
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