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Desenvolvimento embrionario durante
o transito tubario em ratas wistar
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Embryonic development during tubal transit in wistar rats (Rattus
norvegicus Berkenhout, 1769) treated with lapachol

ABSTRACT: The present work studies the embryo development during tubal transit in
inseminated rats distributed into three groups: control (distilled water),
vehicle (hydroalcoholic solution) and Lapachol (100mg of Lapachol/kg/
body weight). Treatment was made by oral gavage on the 1%, 2", 3 or 4"
post coitum day (pc). The female were killed by total exsanguination,
under anesthesia, on the 5" pc day. Maternal ovaries were weighed and
corpora lutea counted. Uterine tubes and horns were washed and the
embryos collected were counted and examined to observe their mor-
phologic development. No clinical signs of maternal toxicity; no signifi-
cant difference on ovaries weight, number of corpora lutea and number
of embryo were observed. No morphological alteration in the embryos
was observed after the treatment with Lapachol. The data obtained in the
experimental design used indicate that there has been no toxic effect of
Lapachol upon the mothers or the embryos.
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INTRODUCAO

O fitofarmaco Lapachol é uma naftoquinona, obti-
da da casca de varias espécies de plantas do género Tabebuia,
da familia Bignoneaceae (SANTANA et al., 1968; FINKEL &
HARRISON, 1969; MORRISON et al., 1970; RAO, 1974;
LINARDI et al., 1975; SAIZARBITORIA et al., 1997; KUMAGAI
et al.,1998; KNECHT, 2000, SCHMEDA-HIRSCHANN &
PAPASTERGIOU, 2003).
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Tabebuia é um género neotropical que agrupa em tor-
no de 100 espécies. Dentre elas, a Tabebuia ochracea, conhe-
cida popularmente por ipé-amarelo, pau-d’arco-amarelo ou
simplesmente ipé, encontra-se amplamente distribuida no Bra-
sil, desde o Amazonas até o estado do Parana.

Ao lapachol e aos seus derivados tém sido atribuidas
atividades: antiulcerogénica (GOEL et al., 1987); antimicrobiana
(OLIVEIRA et al., 1990); antiinflamatéria (ALMEIDA et al., 1990;
DUARTE et al., 2000); antimalarica (CARVALHO et al., 1988);
tripanossomicida (AUSTIN, 1974; LOPES et al., 1978; PINTO
et al., 1987; CHIARI et al.,1991; DUARTE et al., 2000; PINTO
et al., 2000); antipsoriase (MULLER et al., 1999); antiviral
(LAGROTA et al., 1987; SACAU et al., 2003); antiesquistosso-
mética (AUSTIN, 1974; PINTO et al. 1977; LIMA et al., 2002);
analgésica (GRAZZIOTIN et al., 1992); e antineopléasica
(SANTANA et al., 1968; MORRISON et al., 1970; RAO, 1974;
LINARD etal., 1975; SIEBER et al., 1976; ALMEIDA et al., 1988;
HODNETT et al., 1983; HOUGHTON et al.,1994; DINNEN &
EBISUZAKI et al., 1997; SAIZARBITORIA et al., 1997; DUARTE
et al., 2000, PINTO et al., 2000). Também apresenta acdo con-
tra Biomphalaria glabrata (SANTOS et al., 2000; SANTOS et
al., 2001) e bactérias e fungos (GUIRAUD et al., 1994; BINUTU
et al., 1996; ROTHERY et al., 1998).

Nos estudos toxicoldgicos sobre o lapachol, SANTANA
et al. (1968) relataram uma DL50 de 1,6g/kg de peso corporal
para ratos albinos, enquanto que MORRISON et al. (1970) re-
portaram uma DL50 maior que 2,4g/kg de peso corporal para
a mesma espécie. O tratamento de ratos com Lapachol (50mg/
Kg), via IP, durante 90 dias, resultou em anemia discreta rever-
sivel (SANTOS et al., 1988).

Os estudos relativos a toxicologia reprodutiva mostram
gue o lapachol, na dose de 100 mg/kg de peso corporal, €
embriotéxico quando administrado no periodo de implantacdo
(MAGANHA, 2002), de organogénese (GUERRA et al., 1999,
2001) e fetogénese (FELICIO et al., 2002) de ratos.

No inicio da gestacdo existem resultados contraditori-
0s: ALMEIDA ER et al. (1988) relataram 100% de mortes fetais,
guando a rata recebe 100 mg/kg de peso corporal de Lapachol
nos primeiros cinco dias de prenhez e ALMEIDA ME et al. (1999)
ndo encontraram quaisquer alteragdes (mortes ou alteracdo no



desenvolvimento) quando ratas sdo tratadas com a mesma dose
nos dias trés, quatro e cinco de prenhez.

Os resultados discordantes levaram a que se reali-
zasse 0 presente trabalho para avaliar os embrides durante os
cinco primeiros dias de prenhez da rata — quando ocorre o
desenvolvimento embrionério no interior da tuba uterina.

MATERIAL E METODOS

Foram usadas ratas Wistar, com trés meses de ida-
de, da colbnia do Biotério do Centro de Biologia da Reproducéo
— Universidade Federal de Juiz de Fora. Os animais foram manti-
dos em gaiolas de polipropileno, providas de camas de maravalha
selecionada (ndo esterilizada), mamadeira para dgua filtrada e
cocho para racéo do tipo peletizada. O alojamento dos ratos
no Biotério do CBR-UFJF é provido de amplos basculantes telados
e de dois exaustores, além de aquecedores de ambientes. A tem-
peratura é mantida em torno de 22°C; a iluminagao € mista com-
binando luz natural e lampadas incandescentes, sendo as Glti-
mas controladas automaticamente para acenderem as 6:00 e
apagarem as 18:00h, compreendendo um fotoperiodo de 12h
de luz e 12h de escuro, considerado ideal para o rato, segundo
WOLFENSOHN & LLOYD (1998).

Procedimento Experimental

Os animais foram acasalados com machos de fertilida-
de previamente comprovada e a presenca de espermatozoide
no esfregaco vaginal foi considerada indicativa de insemina-
¢ao, sendo este dia designado o primeiro dia pés-coito.

As ratas inseminadas foram distribuidas aleatoriamente
em trés grupos: controle, veiculo e tratado. Os animais do grupo
controle receberam 1mL de agua destilada; os do grupo veiculo
receberam 1mL de solucéo hidroalcodlica (0,5mL de agua + 0,5mL
de alcool), e os tratados receberam 100 mg de Lapachol/Kg (dis-
solvido em 1mL de solugdo hidroalcodlica). Em todos os grupos,
a administracéo foi feita por via gastrica as 10h.

Com o objetivo de estabelecer a fase em que os embriGes
poderiam ser lesados foram realizados 0s seguintes experimentos:
Experimento | : Tratamento das ratas no 1°dia pds-coito
Experimento Il : Tratamento das ratas no 2° dia pds-coito
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Experimento Ill: Tratamento das ratas no 3° dia pds-coito
Experimento IV: Tratamento das ratas no 4° dia pds-coito

Durante o experimento e até a data do sacrificio, 0s
animais foram examinados para avaliar sinais clinicos de
toxicidade materna (mortes, diarréia, piloerecdo e alteracdo
na deambulacdo no interior das gaiolas) conforme MANSON
& KANG (1994). As ratas inseminadas foram pesadas no dia
do tratamento e no dia do sacrificio (5° dia pds-coito, por
exsanglinacdo total sob anestesia).

Para o estudo dos embrides coletados no 5% dia foram
usadas as técnicas de coleta e exame de estruturas embriona-
rias, conforme descrito por FORCELLEDO et al. (1981) e ORTIZ
etal. (1989). Resumidamente, tubas uterinas e cornos uterinos,
expostos por laparotomia, sdo removidos para uma placa de Petri
contendo soro fisiologico. As tubas uterinas sdo separadas da ex-
tremidade tubéria do corno uterino e do 6stio ovariano. Este ulti-
mo € identificado sob microscopio estereoscdpico e canulado com
sonda apropriada, por onde se perfunde soro fisiol6gico a tempe-
ratura ambiente. O lavado tubério é recolhido em capsulas
embrionarias, para posterior exame dos embrides.

Cada corno uterino foi seccionado na extremidade
tubaria e acima do colo e, em seguida, foi submetido ao mes-
mo procedimento de lavagem para coleta de embriGes. Cada
capsula embrionaria foi examinada para contagem do nimero
de embrides e para avaliacdo do seu desenvolvimento
morfoldgico até a fase de blastocisto.

O procedimento estatistico compreendeu analise de
variancia — uma via, seguida do teste de Dunnet para compa-
racdo de médias de medidas continuas; teste t de Student
pareado para comparacdo de médias de pesos corporais de
ratas antes e depois do tratamento e teste do Qui-quadrado
para proporcdo de blastocistos expandidos. O nivel de
significancia dos testes foi estabelecido para a = 0,05.

O protocolo experimental foi aprovado pela Comissédo
de Etica em Experimentacdo Animal — Protocolo 02/1998.

RESULTADOS

O tratamento das ratas com lapachol ndo causou mor-
tes maternas, alteracdo da deambulacdo, piloerecéo, diarréia



e nem alterou o peso corporal das mées, conforme pode ser
verificado na Tabela 1 .

N&o houve perda de peso entre os animais de todos 0s
grupos quando foram considerados os pesos no inicio do trata-
mento e na data do sacrificio.

Os pesos médios dos ovarios de ratas submetidas aos
diferentes experimentos encontram-se resumidos na Tabela 2.

Tabela 1. Peso corporal de ratas Wistar, tratadas com 100mg de lapachol/kg;
via gastrica, nos dias 1, 2, 3 ou 4 p6s-coito, de veiculos que receberam 1 mL de
solucao hidroalcoodlica, e de controles que receberam 1 mL de agua destilada,
pela mesma via e nos mesmos dias de tratamento.

Experi- Grupos Peso Corporal (g)*

mentos Inicio do tratamento Dia da eutanasia

I Controle 173,4 +10,2 (15) 180,3 + 122 (15)
Veiculo 177,8 + 154 (10) 186,4 + 11,4 (10)
Tratado 176,7 + 11,1 (10) 182,9 + 14,4 (10)

I Controle 171,6 + 145 (15) 175,7 + 14,9 (15)
Veiculo 178,3 + 10,8 (10) 181,6 + 12,0 (10)
Tratado 172,7 + 19,0 (10) 176,5 + 20,4 (10)

n Controle 172,7 + 14,3 (15) 176,9 + 13,7 (15)
Veiculo 169,9 + 8,56 (10) 171,9 + 10,6 (10)
Tratado 166,2 + 12,6 (10) 166,1 + 11,4 (10)

v Controle 168,4 + 158 (15) 166,9 + 15,7 (15)
Veiculo 180,7 + 12,1 (10) 178,4 + 13,8 (10)
Tratado 178,9 + 13,5 (10) 172,7 + 14,8 (10)

(

Tabela 2. Peso (mg) de ovarios de ratas Wistar, tratadas com 100mg lapachol/
kg, via gastrica, nos dias 1, 2, 3 ou 4 pos-coito, de veiculos que receberam 1
mL de solucdo hidroalcéolica e de controles, que receberam 1 mL de &gua
destilada, pela mesma via e mesmos dias de tratamento.

Experi- Grupos Peso de Ovérios *

mentos Direito Esquerdo

| Controle 220 = 40 (15 19,0 = 3,0 (15
Veiculo 241 = 45 (10) 19,2 = 54 (10)
Tratado 229 = 43 (10 16,6 = 4,6 (10)

1 Controle 230 = 40 (15 230 = 30 (15
Veiculo 23,1 = 34 (10 17,7 = 31 (10)
Tratado 23,7 = 2,7 (10 19,7 = 51 (10)

1l Controle 240 = 40 (15 200 = 20 (15
Veiculo 208 = 53 (10) 194 = 28 (10)
Tratado 208 = 35 (10 20,7 = 42 (10)

\Y Controle 250 = 40 (17) 220 = 6,0 (17)
Veiculo 238 = 46 (10) 21,1 = 53 (10
Tratado 225 + 44 (10) 185 + 35 (10)

*Resultados expressos em média + desvio padrdo, () n.° de casos estudados.(p>0,05)
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N&o houve diferenca significativa entre 0s grupos.

A Tabela 3 mostra a média de corpos lUteos por ovario e nos
dois ovarios de ratas submetidas aos diferentes experimentos.

N&o ocorreram diferencas significativas entre 0s gru-
pos experimentais.

A média de embrides coletados por corno uterino e em
ambos 0s cornos encontra-se expressa na Tabela 4.

Tabela 3. Média de corpos liteos nos ovarios de ratas Wistar, tratadas com
100mg de lapachol/kg, via gastrica, nos dias 1, 2, 3 ou 4 pés-coito, de veiculos
que receberam 1 mL de solucédo hidroalcdolica, e de controles que receberam

1 mL de agua destilada, pela mesma via e mesmos dias de tratamento.

Experimentos Grupos

Corpos Luteos / Ovario*

Direito Esquerdo Total
| Controle 63+19(15 51+14(15 11,4+11(15
Veiculo 6,5+21(10) 48+21(10) 11,3+ 15 (10)
Tratado 6,1+10(10) 21+16(10) 10,8 1,7 (10)
Il Controle 59+20(15 58+18(15 11,714 (15
Veiculo 6,7+12(10) 43+1,0(10) 11,0+ 1,1 (10)
Tratado 6,0+1,1(10) 4,7+18(10) 10,7 + 1,3 (10)
m Controle 70+£19(15 51+13(15 12,2+ 18(15)
Veiculo 51+20(10) 55+1,6(10) 10,6 + 1,1 (10)
Tratado 54+15(10) 51+18(10) 10,5+ 1,3 (10)
v Controle 6,1+16(17) 49+20(17) 11,0+18(17)
Veiculo 70+22(10) 50+19(10) 12,3+ 15 (10)
Tratado 59+15(10) 50+1,0(10) 10,9 + 1,3 (10)
o, ( )

) n° de casos estudados. (p>0,05

Tabela 4. Média de embriGes coletados nos cornos uterinos de ratas Wistar, tratadas
com 100 mg de lapachol/kg, via gastrica, nos dias 1, 2, 3 ou 4 p6s-coito , de veiculos
que receberam 1 mL de solugdo hidroalcdolica, e de controles que receberam 1 mL
de agua destilada, pela mesma via e mesmaos dias de tratamento.

Experimentos Grupos Embrides nos Cornos Uterinos*

Direito Esquerdo Total
I Controle 47 +19(15 51+14(@15) 11,4+ 1,1 (15
Vefculo 57+17(10) 39+15(10) 9,6 +21 (10)
Tratado 51+14(10) 3,7+16(10) 838 +1,8(10)
I Controle 49 +20 (15 58=+18(15) 11,7+ 1,4 (15)
Vefculo 6,3+ 1,2 (10) 3,7+1,7 (10) 10,0 + 1,1 (10)
Tratado 50+ 12(10) 44 +16(10) 94 +1,1 (10)
I Controle 6,1+19 (15 51+1,3(15) 12,2+ 1,8 (15)
Vefculo 48 +21(10) 46+17(10) 94+ 1,0 (10
Tratado 45+09 (10) 48+15(10) 9,3+ 1,7 (10
v Controle 52+ 16(17) 49+20(17) 11,0+ 1,8 (17)
Vefculo 6,4+ 23(10) 48+1,7(10) 11,3+ 1,7 (10)
Tratado 52+17(10) 42+10(10 97 +16 (10)
o, (

*Resultados expressos em média + desvio padra ) n.° de casos estudados. (p>0,05)



Néao foram observadas diferencas significativas no nu-
mero de embrides coletados, quando comparados 0s grupos
controle, veiculo e tratado.

A Tabela 5 apresenta o percentual de blastocistos ex-
pandidos (Blastocistos expandidos / Total de embrides) x 100,
encontrados nos cornos uterinos direitos e esquerdos.

O numero de blastocistos expandidos foi semelhante
em todos 0s grupos experimentais.

N&o foram encontrados embrides no lavado tubério.

Tabela 5. Percentual de blastocistos expandidos obtidos de cornos uterinos de
ratas Wistar tratadas com 100mg de lapachol/kg, via géastrica, nos dias 1, 2, 3
ou 4 pos-coito, de veiculos que receberam 1 mL de solugéo hidroalcéolica, e
de controles que receberam 1 mL de agua destilada, pela mesma via e mes-
mos dias de tratamento.

Experimentos Grupos Percentual de Blastocistos
Expandidos
| Controle 91,4 (139/152)
Veiculo 92,7 (89/96)
Tratado 95,4  (84/88)
I Controle 88,6 (132/149)
Veiculo 95,0 (95/100)
Tratado 89,4 (84/94)
1] Controle 94,3  (148/157)
Veiculo 93,6 (88/94)
Tratado 84,4  (81/96)
\ Controle 97,6 (161/165)
Veiculo 86,6 (97/112)
Tratado 94,7  (89/94)
*Blastocisto expandido/total de blastocisto x 100 (p>0,05)
DISCUSSAO

KHERA (1987) definiu toxicidade materna como altera-
¢Oes transitérias ou permanentes na fisiologia materna (alteracao
na homeostasia, dos niveis hormonais, das membranas fetais ou
mesmo alteracBes comportamentais) com potencial para causar
efeitos adversos nas crias durante o desenvolvimento embrio-fetal
ou pos-natal. O mesmo autor, em 1985, havia correlacionado
malformacdes fetais que ocorrem com baixa freqUéncia
(exencefalia, encefalocele, micro ou anoftalmia e outras) a redu-
¢do do peso materno. Embora essa relacéo tenha sido contestada
por CHAHOUD et al. (1999), € usual avaliar-se a toxicidade materna
para descartar a possibilidade sugerida por KHERA (1985).
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Os sinais de toxicidade materna, habitualmente usados
para avaliar toxicidade, séo o aumento ou decréscimo de peso
corporal, reducdo no consumo de alimento e/ou de agua,
diarreia, perdas sanglineas, além de mortes maternas
(CHAHOUD et al., 1999).

Nos grupos experimentais estudados ndo se observa-
ram quaisquer indicios clinicos de toxicidade materna, o que
sugere que o Lapachol, no desenho experimental usado, ndo
parece ter efeito toxico clinicamente observavel sobre as maes.

A reducdo de niveis de progesterona pode ser causa de
mortes embrionarias por alterar as condi¢cdes do ambiente
tubario e uterino. O peso de ovarios, ainda que seja um pro-
cesso grosseiro, constitui uma forma indireta de se avaliar o
estado progestacional materno. Analisa-se o peso de ovarios,
pois, seu maior componente, é formado pelos corpos lateos
gue aumentam de volume ao longo da gestacdo (WAYNFORTH,
1971). Os corpos, por serem a fonte principal de secrecdo de
progesterona (KATO et al., 1979), sdo responsaveis pelo suces-
so da gestacdo, tendo sido demonstrado que o seu crescimen-
to estd intimamente correlacionado com o aumento de secre-
¢cdo de progesterona e 20-hidroxi-progesterona (UCHIDA et
al., 1970). Como o peso de ovarios ndo diferiu entre 0s grupos
experimentais é possivel supor que a producéo de progesterona
teria sido semelhante em ambos grupos, embora seja necessa-
ria a dosagem do hormonio na circulacdo sangtinea para con-
firmar a suposicao.

Considerando-se que, em principio, cada ovulacdo
corresponde a um corpo lateo (INMAN & MARKIVEE, 1963),
pode-se supor que o niumero de ovula¢des foi semelhante nos
animais dos diferentes grupos experimentais, visto que o nu-
mero de corpos luteos ndo diferiu significativamente entre eles.

Tomadas em conjunto, as observacdes anteriores suge-
rem que as ratas utilizadas nos experimentos teriam producéo
hormonal semelhante e, conseqlientemente, capacidade
reprodutiva também semelhante.

As alteracBes no desenvolvimento do embrido podem
ser devidas a lesdo direta ou indireta de um agente téxico. No
segundo caso, a lesdo pode decorrer de modificacdo do tempo
de transporte até o Gtero, prejudicando a sincronia necessaria
da fase do desenvolvimento embrionaria com a preparacao do



endométrio e, assim, impedindo a implantacdo (ROBLERO et
al., 1987).

A reducdo do nimero de embrides coletados informa
sobre lesBes diretas enquanto que a presenca de embrides, em
fase atrasada de seu desenvolvimento, leva a suspeita de acédo
lesiva que retarda o processo de segmentacdo ou que acelera
o transito pelas tubas uterinas. Como o niumero de embrides
recolhidos ndo se modificou apés o tratamento materno com
lapachol, pode-se sugerir que o lapachol néo teve efeito lesivo
direto sobre os embriGes em fase de pré-implantacao.

O embrido permanece por dois a cinco dias no oviduto,
onde fica isolado do restante do trato reprodutor pela oclusdo
de duas junc@es do oviduto - istmo-ampolar e Utero-tubaria.
Nessa regido encontram-se nutrientes e fatores especificos
necessarios a sua sobrevivéncia e ao seu desenvolvimento
progressivo até a fase de blastocisto, quando a juncéo Utero —
tubaria abre-se, permitindo a passagem do blastocisto para o
Utero (MOORE & CROXATTO, 1988; CROXATTO et al., 1991).
No interior da tuba uterina, a cavidade do blastocisto comeca
a se expandir e esta completamente expandida ao chegar ao
Gtero. Assim, pode-se considerar que o blastocisto expandido
é a fase final do desenvolvimento embrionério intratubario e o
inicio daquela que se desenvolvera no Utero. Considerando-se
gue ndo foram encontrados embrides no lavado tubéario e que
os embrides coletados eram, predominantemente, blastocistos,
pode-se sugerir que a administracdo do lapachol nédo afetou o
trénsito tubario nem o desenvolvimento embrionario desde a
fertilizacdo até a fase de blastocisto expandido. Entretanto, o
fato de o embrido ser morfologicamente normal ndo implica
em que ndo possa ter alguma alteracdo cromossdmica que
comprometa sua viabilidade em longo prazo.

Os resultados encontrados no presente trabalho pare-
cem confirmar aqueles encontrados por ALMEIDA ME et al.
(1999) que ndo observaram alteracdes no desenvolvimento
embrionario e discordar daqueles de ALMEIDA ER et al. (1988).
Entretanto estes ultimos autores trataram as ratas no inicio da
prenhez (dias 1-5), mas sacrificaram-nas no 21° dia de pre-
nhez, enquanto que no presente trabalho foram examinados
embrides, cuja etapa mais avancada do desenvolvimento foi o
blastocisto expandido. O critério de analise de “normalidade”
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do blastocisto foi o aspecto morfoldgico, havendo necessidade
de se realizarem outros estudos como o transplante dos
blastocisto para ratas controles e a analise de seus cromosso-
mas para um diagndstico preciso de sua viabilidade.

Uma das possibilidades de discrepancia entre os resul-
tados obtidos por ALMEIDA ER et al. (1988) e os nossos pode
ser 0 acumulo do fitofarmaco, que aqueles autores administra-
ram em dias sucessivos, enquanto que no presente trabalho foi
feito em dias Unicos. Esta possibilidade esta sendo examinada
em outro trabalho em fase de concluséo.

Em conclusdo, no presente trabalho, a administra-
¢do de 100 mg de lapachol/kg de peso corporal, em dias
isolados do inicio da prenhez da rata (1° — 4° dias) ndo cau-
sou alteracdo numérica ou do desenvolvimento morfoldgico
dos embrides.
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