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Resumo

Niedenzuella (Tetrapterys) multiglandulosa, uma videira encontrada no Brasil, tem sido correlacionada a surtos de intoxicagdes em
bovinos e bufalos, gerando perdas econdmicas relacionadas a morte por insuficiéncia cardiaca, aborto, natimorto ¢ mortalidade
neonatal. O objetivo deste estudo foi examinar o potencial embriotoxico do extrato vegetal aquoso em embrides bovinos in vitro. O
estudo in vitro foi realizado em cinco repeti¢des de cultura de embrides bovinos distribuidos em dois grupos: controle, meio de
cultura de embrides in vitro sem o extrato aquoso da planta; grupo tratado, com adi¢ao de 2,7mg / mL de extrato vegetal aquoso
(10%) a cultura do embrido no sexto dia de cultivo. A taxa de clivagem foi avaliada no dia 2 da cultura de células. Viabilidade,
eclodibilidade e subdesenvolvimento de blastocistos no sétimo, oitavo e nono dia (D7, D8 e D9, respectivamente) de cultura foram
avaliados em microscopio estereoscopico. No dia 7, os blastocistos foram submetidos ao ensaio TUNEL para determinar o indice
apoptotico. Observamos redugdo significativa da produgao de blastocisto / numero de embrides clivados (60,6% vs 41,5%); redugao
da produgéo de blastocistos / numero total de odcitos bovinos maturados (35,1% vs 21,3%); e taxas de eclosdao embrionaria (38,0%
vs 10,0%). No entanto, nenhum efeito foi observado na taxa de apoptose. Em conclusdo, o extrato aquoso das folhas de N.
multiglandulosa reduz a viabilidade do embrido bovino in vitro, sugerindo possiveis efeitos prejudiciais no desenvolvimento
embrionario.

Palavras-chave: apoptose; blastocisto; planta toxica.

Abstract

Niedenzuella (Tetrapterys) multiglandulosa, a vine plant found in Brazil, has been correlated to outbreaks of poisoning in cattle and
buffaloes, generating economic losses related to the death due to heart failure, miscarriage, abortion, stillbirth, and neonatal
mortality. The aim of this study was to examine the embryotoxic potential of the aqueous plant extract on in vitro bovine embryos.
In vitro study was performed in five replicates of bovine embryo culture assigned in two groups: control, in vitro embryo culture
medium without the aqueous plant extract; treated group, with addition of 2.7mg/mL of aqueous plant extract (10%) to the embryo
culture on the sixth day of culture. Cleavage rate was evaluated at day 2 of the cell culture. Viability, hatchability and
underdevelopment of blastocysts on the seventh, eighth, and ninth days (D7, D8, and D9, respectively) of culture were assessed
under stereoscopic microscope. On day 7, blastocysts were submitted to TUNEL assay to determine apoptotic index. /n vitro
exposure of bovine embryos to of N. multiglandulosa resulted in reduced embryo development and survival, evaluated by dark
cytoplasm indicating poor morphology and poor quality with marked reduction of hatchability. We observed a significant reduction
of blastocyst production/number of cleaved embryos (60.6% vs 41.5%); reduction of blastocysts production/total number of
matured bovine oocytes (35.1% vs 21.3%); and embryonic hatching rates (38.0% vs 10.0%). However, no effects were observed on
the apoptotic rate. In conclusion, aqueous extract of N. multiglandulosa leaves reduces bovine embryo viability in vitro, suggesting
possible detrimental effects on embryo development.
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Introducao

Niedenzuella (Tetrapterys) multiglandulosa (A.
Juss.) W. R. Anderson ¢ uma planta toxica da familia
Malpighiaceae encontrada nas regides Sudeste e Centro-
Oeste do Brasil®. O consumo espontineo de folhas da
Niedenzuella vem sendo associado a surtos de
mortalidade, aborto, bezerros recém nascidos fracos, e
faléncia cardiaca no gado®), e a intoxicacdo
frequentemente ocorre na estagdo seca devido a falta de
foragens alternativas®*, Efeitos toxicologicos prejudiciais
sdo frequentemente associados a outras causas,
principalmente infecciosas. Perdas embriogénicas e
abortos sdo um problema sério que resulta em
consideravel perda econdmica para a industria de carne
bovina, e a eficacia das medidas de controle requerem
diagnostico acurato. Infelizmente, apenas 30% dos casos
chegam a um diagndstico etiologico definitivo,
considerando que muitos agentes, infecciosos ou nao,
podem estar envolvidos®®. Pesquisas experimentais
prévias determinaram que ovelhas também podem ser
susceptiveis?.

N. multiglandulosa também induz aborto em
diferentes momentos da gestagdo e a ingestdo da planta em
fase de prenhez tardia resulta em natimortos ou
nascimento de prole fraca®*®. Os efeitos da planta durante
os estagios iniciais do desenvolvimento embriogénico
permanecem desconhecidos, pois estudos prévios foram
realizados no terco médio ou final da prenhez*®. Em um
surto que ocorreu em 2004 no Brasil, aproximadamente
80% de 290 vacas prenhas que haviam sido introduzidas
em um pasto altamente infestado por N. multiglandulosa
apresentaram aborto ou pariram bezerros fracos que
morrem alguns dias ap6s o nascimento, indicando que a
substancia toxica pode ultrapassar barreiras placentarias®.
Na verdade, o aborto ainda é o aspecto prejudicial mais
comumente reportado na intoxicagdo espontanea por N.
multiglandulosa®.

Apesar do potencial toxico ao trato reprodutivo
feminino, ndés ainda ndo identificamos o mecanismo de
acdo dos compostos da N. multiglandulosa. Todas as
partes da planta sdo toxicas, como folhas jovens e maduras
de N. multiglandulosa tém heterosideos flavonicos,
polifenois, esterdides, e glicosideos cardiotonicos. Além
disso, taninos e alcaldides quartenarios foram apenas
encontrados em folhas maduras!?. Outro estudo isolou e
identificou 19 diferentes compostos das folhas, incluindo
alcaloides, flavonoides glicosilados e ndo-glicosilados,
outros compostos glicosilados e seis esteroides
(orecdisterdides)V.

Os efeitos de um agente toxico do desenvolvimento
embriogénico e fetal dependem da sua natureza, dosagem,
estagio de desenvolvimento, e fatores que modificam a
toxicidade, como o gendtipo (espécie/raga), ambiente
materno, ¢ a placenta. O periodo de desenvolvimento entre
a fertilizacdo e a implantacdo do embrido no WUtero e
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subsequente organogénese ¢ conhecida como pré-
implantacdo, um estagio muito sensivel a injtria que pode
determinar a morte embrionaria ou completa recuperagdo
do desenvolvimento embriogénico'®. Testagem da
sensibilidade dos embrides a agentes quimicos no periodo
pré-implantagdo ¢ essencial para determinar o seu
potencial de induzir a letalidade embrionaria. No entanto,
existem poucos protocolos experimentais que estudaram a
possivel toxicidade de quimicos a embrides bovinos.

Alternativamente, modelos in vitro vém sendo
utilizados como novas abordagens na abordagem da
toxicologia reprodutiva’®, principalmente em mulheres
expostas a determinados agentes toxicos que podem
causar efeito temporario negativo na qualidade de
o6citos"!9. Durante a maturaggo, odcitos sdo susceptiveis
a alteragdes epigenéticas interferindo na fertilizagdo e
desenvolvimento embriondrio precoce. A possibilidade de
uso de material bovino obtido em frigorifico para testes in
vitro relacionados a gametas e desenvolvimento
embrionario precoce parecem uma importante ferramenta
para diminuir o nimero de testes in vivo'?, e o uso de
obcitos de bovinos fornecem informagdes sobre as
possibilidades de avaliagdo de quimicos na maturagdo de
oocitos in vitro, fertilizagdo e desenvolvimento
embriogénico precoce (estagio de preimplantagdo)!>19,

Apesar dos numerosos relatos dos efeitos da
intoxica¢ao in vivo por N. multiglandulosa, a toxicidade
direcionada ao sistema reprodutor continua incerta.
Baseado em estudos prévios usando animais vivos e
tentando replicar a mesma menor concentragdo toxica da
planta (0,002mg do extrato de planta/uL de sangue) que
apresentava efeitos deletérios no trato reprodutivo de
cabras® e coelhas!”, o objetivo deste estudo foi
determinar o efeito embriotéxico do extrato aquoso de
folhas de N. multiglandulosa usando embrides bovinos in
vitro como modelo.

Materiais e métodos

A pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em
Experimentagdo Animal da UFMG (CEUA) sob o
protocolo 388/2016.

N. multiglandulosa (Malpighiaceae) foi cultivada e
colhida no Campo de Plantas Toxicas da Escola de
Veterinaria da Universidade Federal de Minas Gerais,
Belo Horizonte, MG, Brasil. Um espécime voucher foi
depositado no Herbario do Departamento de Botanica
(Herbario BHCB), Instituto de Ciéncias Bioldgicas, sob o
numero BHCB 38051.

O extrato foi obtido a partir de 77g da planta,
composto por 60% de folhas maduras, 24% de folhas
jovens e 16% de brotos, a mesma proporcao de diferentes
partes das plantas utilizadas anteriormente em estudos
realizados in vivo com intoxicagdo em caprinos® e
coelhos!"”. Folhas e brotos foram triturados em
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liquidificador com 500mL de etanol absoluto (>99%). O
material resultante foi deixado em repouso em um
recipiente fechado por quatro dias em temperatura
ambiente com reposi¢do diaria de alcool. A solugdo de
alcool foi filtrada e concentrada em um evaporador
rotativo a 65°C a 80 rpm sob vacuo para formar um extrato
seco pesando 4,216g. Em seguida, 100mL de agua
destilada foram adicionados ao extrato e levados ao banho
ultrassonico por 15 minutos para aumentar a extragao dos
constituintes fitoquimicos da planta. Posteriormente, o
extrato aquoso foi separado por filtragdo usando um filtro
de papel qualitativo. O extrato aquoso foi fracionado com
50mL de acetato de etila em um funil de separagdo. Apds
a descarga da fracdo de acetato de etila, o extrato aquoso
remanescente foi fracionado mais duas vezes com 70mL
de acetato de etila. O acetato de etila residual no extrato
aquoso foi removido em um evaporador rotativo a 65°C a
100 rpm. A solug@o aquosa foi entdo fracionada trés vezes
com 50mL de butanol saturado em agua em um funil de
separagdo. O extrato aquoso foi novamente concentrado
no evaporador rotativo a 68°C a 100 rpm, produzindo
1,545g de residuo marrom seco. A temperatura utilizada
no processamento laboratorial para obtengdo do extrato foi
baseada em estudos anteriores publicados!%!29, Um total
de 27mg do extrato da planta foi diluido em ImL de Meio
Fluido de Oviduto Sintético (SOFaa) para testes in vitro.

Ovarios bovinos (n = 403) foram obtidos em
abatedouro local e os foliculos foram aspirados para
obtencao de odcitos para producdo in vitro de embrides.
Foram realizadas cinco rotinas de cultivo in vitro de
embrides, considerando cada rotina como uma repeticao e
para cada repeticao foram utilizadas cinco a seis replicatas.
Todos os procedimentos para producdo de embrides in
vitro foram baseados em Leite et al.?". Resumidamente,
pequenos foliculos ovarianos contendo o06citos imaturos
foram puncionados para obter complexos cumulus-odcitos
(COCs). Os CCOs imaturos foram submetidos a maturagao
in vitro (IVM) por 24 horas em meio a base de bicarbonato
TCM-199 (Gibco® Life Technologies, Grand Island,
EUA). Odcitos maduros circundados por um cumulus
expandido foram submetidos a fertilizagdo in vitro (FIV)
por co-incubacdo com espermatozoides em meio FERT-
TALP por cerca de 18 horas. O dia da adubacdo foi
considerado dia zero (DO0). Apds a FIV, os zigotos
presumidos foram cultivados in vitro em meio SOFaa até
D9.

No primeiro dia (D1), os zigotos foram distribuidos
aleatoriamente em dois grupos de cinco a seis gotas de
cultura (réplicas) de meio de cultura para cada tratamento,
contendo 15 a 20 estruturas em cada gota. O Grupo 1
(controle) foi composto por zigotos que receberam apenas
meio de cultura de embrido (SOFaa), ¢ o Grupo 2 recebeu
extrato aquoso de N. multiglandulosa no sexto dia (D6).
Um total de 7uL (10%) de meio de cultura in vitro foi
removido e substituido por 7ulL de extrato vegetal aquoso
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(compreendendo 0,2mg de extrato de N. multiglandulosa/
70uL de gota de cultura), previamente diluido em meio
SOFaa. No dia dois (D2) de cultura, a taxa de clivagem
(ntmero de zigotos clivados por niimero total de COCs) foi
avaliada. No sexto dia (D6), foram avaliadas as taxas de
produgdo de embrides/nimero total de odcitos e producdo
de embrides/niimero total de zigotos clivados e viabilidade
embrionaria. O numero de embrides produzidos,
viabilidade e eclodibilidade de todos os blastocistos foram
avaliados no sétimo, oitavo e nono dias de cultivo (D7, D8
e D9, respectivamente). Para viabilidade, avaliou-se a
cinética do desenvolvimento embrionario, considerando o
estagio de desenvolvimento esperado no dia da avaliacdo e
comparando os grupos. A taxa de eclosdo foi considerada
pela capacidade dos embrides em crescimento de romper a
zona peltcida durante D7, D8 e D9. No D7, em média, trés
blastocistos (nove blastocistos por grupo) foram removidos
de cada tratamento para fixa¢ao em solugdo de formalina a
4% para ensaio TUNEL (Promega® Corporation,
Wisconsin, EUA) de acordo com as instru¢des do
fabricante para determinagdo do indice apoptdtico. As
amostras foram observadas em microscopio de
fluorescéncia com aumento de 400x. O nimero total de
células foi obtido pela observacao das células coradas por
Hoechst, que foram visualizadas em azul com filtro de
460nm. As células (blastomeros) em apoptose foram
identificadas por fluoresceina, resultando em coloragdo
verde e observadas com filtro de 520+20nm. O indice
apoptdtico foi calculado a partir da razéo entre o niimero
total de células e o nimero de células apoptoéticas,
utilizando o programa IMAGEJ (Versdo 1.42¢, 2008).

Os dados foram submetidos aos testes de
Kolmogorov-Smirnov e Cochran-Barttlet para
normalidade e homoscedasticidade, respectivamente. Taxa
de clivagem, produgéo de blastocisto/clivado, produgdo de
blastocisto/numero total de odcitos em cultura, taxa de
eclosdo ¢ taxas de apoptose celular foram avaliadas pelo
teste exato de Fisher usando o software GraphPad Instat
3.0. O nivel de significancia foi estabelecido em 5%.

Resultados

Os efeitos de N. multiglandulosa na produgio de
blastocistos em D7 sdo mostrados na Tabela 1. A taxa de
clivagem ndo diferiu entre os grupos experimentais (58%
vs 51%), indicando que os oo6citos apresentavam
qualidade semelhante antes do inicio da producgdo de
embrides. No entanto, a producdo de embrides, de acordo
com o numero total de odcitos e o nimero de embrides
clivados, foi significativamente reduzida apds o
tratamento com N. multiglandulosa. A taxa de eclosdo
também foi significativamente menor no grupo tratado. As
taxas de eclosdo embrionaria foram de 38,0% (38/100) ¢
10,0% (6/60), para os grupos controle e extrato de N.
multiglandulosa, respectivamente.



Tabela 1. Producéo de blastocistos bovinos relativos ao numero de embrides clivados, e producdo de blastocistos relativos ao nimero
total de oocitos bovinos maturados in vitro ap6s cultura de extrato aquoso de N. multiglandulosa
Taxa de produciio de embrides/

Taxa de ecodibilidade

Grupos Ntimero total de oécitos Taxa decll’i:’(:(l;il)gﬁ((:l ;i;: ';l)nbri(')es/ numero total de oécitos
& n (%) n (%)
Controle 404 142/234% (60,68%) 142/404% (35,14%) 38/100° (38,0%)
Extrato N. multiglandulosa 427 91/219® (41,55%) 91/427° (21,31%) 6/60° (10,0%)
*bValores na mesma coluna seguidos de letras sobrescritas diferem entre si pelo teste exato de Fisher com 5% de significancia.
Além disso, os embrides do grupo extrato de N. (citoplasma escuro) e qualidade inferior aos do grupo
multiglandulosa  apresentaram  morfologia  ruim controle (Figura 1).
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Figura 1. Embrides bovinos produzidos in vitro no dia 9 de cultivo. A1, B1 e C1: Grupo Controle; A2, B2 e C2: extrato aquoso de V.
multiglandulosa; HB: blastocisto eclodido; EB: blastocisto precoce; BL: blastocisto; ZP: zona pelicida ap6s a eclosdo do embrido
(estereomicroscopico com aumento de 40X). B e C: Avaliagdo da apoptose de embrides bovinos in vitro (microscopio de fluorescéncia
com aumento de 400X). B1 e B1: Total de células embrionarias bovinas coradas com Hoechst (azul) (filtro 460nm). B2 e C2: células
verdes brilhantes (TUNEL) em apoptose (filtro 520+20nm).
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O extrato aquoso de N. multiglandulosa nao
causou apoptose significativa de células embrionarias,
pois o numero de células apoptdticas e a taxa apoptética
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permaneceram inalterados, conforme mostrado na
Figural e na Tabela 2.

Tabela 2. Numero total e nimero de células em apoptose + desvio padrdo, e taxa apoptotica (%) de células de embrides bovinos
produzidos in vitro nos grupos controle e extrato aquoso de N. multiglandulosa

Numero de células em apoptose

Frequéncia de apoptose (%)

Grupos Numero total de células
Controle 46,66 + 14,41
Extrato N. multiglandulosa 65,20 + 26,03

3,33 +3,00 7,22+7,20

4,80 +4,10 7,80+ 7,12

As médias do nimero total e do niimero de células em apoptose ndo diferiram. A taxa de apoptose ndo mostrou diferenca significativa. Teste exato de Fisher com 5% de

significancia.

Discussao

Com base em estudos anteriores do nosso grupo
usando animais vivos, e tentando replicar a mesma
concentragdo mais baixa de planta toxica (0,002mg de
extrato vegetal/ul. de sangue) que teve efeitos
prejudiciais no trato reprodutivo de cabras gestantes® e
coelhas!'”, propusemos testar uma dose unica de extrato
de planta (0,002mg de extrato de planta/uL de meio de
cultura in vitro) para replicar a mesma concentra¢ao usada
naqueles ensaios in vivo. Para atingir a concentragdo exata
da planta toxica nos baseamos nos métodos de Melo et
al.® que testaram duas diferentes concentra¢oes (10 e
20g/kg de peso corporal) de folhas de N. multiglandulosa.
A concentracdo final de 0,2mg de extrato aquoso de N.
multiglandulosa/70uL no meio de cultura embriondria foi
relacionada a menor dose (10mg/Kg PC ou 380g de
folhas verdes/cabra/dia) que teve efeitos reprodutivos
negativos em cabras Saanen (média de 38kg de peso
corporal). N. multiglandulosa apresentou 35% de matéria
seca ¢ os animais ingeriram, em média, 133g/dia de
matéria seca (MS). Salienta-se que 1g de MS da planta
equivale a 57,3mg de extrato, e 133g/dia x 57,3mg =
7.620,9mg de extrato (ingestdo didria de extrato pelas
cabras). Para caprinos com peso médio de 38kg (cabra =
38.000.000g) = 7.620,9mg de extrato por 38.000.000mg
de PC = 0,0002 x 100 = ingestao de 0,02% do peso vivo
em extrato. As cabras tém 8 a 10% do PC no sangue (3,04
a 3,80L de sangue) e 7.620,9mg de extrato em 3.000mL
de sangue (3.000.000uL de sangue) = 0,002mg de extrato
vegetal/ul. de sangue. Os mesmos calculos foram
realizados pelo Bull!? utilizando coelhas prenhes (média
de 3kg de PV; ingerindo 10,5g/dia de MS das plantas; 240
a 300mL de sangue; 0,002mg de extrato vegetal/uL de
sangue).

Para o estudo in vitro no presente trabalho, usamos
os mesmos calculos. O extrato foi obtido a partir de 77g
da planta (77g de planta verde x 35% de MS = 26,95g de
MS) que fornece 1.545mg de extrato, e foram utilizados
27mg de extrato que foi diluido em 1.000 microlitros de
meio de cultura de embrido = 27 mg/1.000 uL = 0,027
mg/microlitro de meio. 0,027mg/uL x 7pL que foi
removido e recolocado em gota de cultura do meio de

cultura (= 0,189 mg de extrato em 7uL). Uma gota de
meio de cultura embrionario = 7uL do extrato + 63uL de
meio de cultura = 70uL (10% do volume final). 0,189mg
de extrato em gotas de 70uL do meio de cultura de
embrido = 0,002mg/puL de meio de cultura. Finalmente, a
mesma concentragdo de extrato vegetal foi usada para
esses trés ensaios diferentes usando cabras®, coelhos'” e
bovinos produzidos in vitro embrides no presente estudo.

O dia 6 de cultivo foi escolhido para adicionar o
extrato aquoso de N. multiglandulosa com base no estudo
anterior de Melo et al.) que encontraram sinais precoces
de toxicidade embrionaria que acabaram levando a
diminui¢do dos batimentos cardiacos, morte fetal, aborto,
necrose de coagulagdo placentaria e apoptose de células
binucleares no epitélio trofoblastico, placentite e necrose
de coagulacdo das areas carunculares. Na producdo de
embrides in vitro, a diferenciagdo celular precoce (massa
celular interna e formacdo de trofoblastos) ocorre em
embrides por volta do dia 6 (blastocistos iniciais), € a
diferenciagdo trofoblastica, responsavel pela formacao da
placenta, ¢ encontrada seis dias apos a fertilizagdo in
vitro.

A ingestdo de folhas de N. multiglandulosa induz
aborto em diferentes fases da gestagdo, causando também
natimortos ou nascimento de filhotes fracos®*®. No
entanto, pouco se sabe sobre seus possiveis efeitos no
desenvolvimento embrionario inicial. O resultado final do
desenvolvimento embriondrio inicial anormal é a morte e
reabsor¢do, que geralmente ndo ¢ detectada na clinica
médica ou se apresenta como sindrome da vaca repetidora
de cio induzida por estradiol®. O extrato de NMN.
multiglandulosa foi toxico durante os estagios iniciais da
embriogénese bovina, pois causa subdesenvolvimento e
baixa eclodibilidade dos embrides. Esses resultados
sugerem que a planta tem potencial para promover morte
embrionaria e reabsor¢do em bovinos, semelhante ao
relatado em ratos apos a ingestao de Ateleia glazioviana®).

Em condig¢des naturais, a massa celular interna do
embrido apresenta maior indice apoptético, com baixa
propor¢ao no trofectoderma, que regula a populagdo
celular ¢ remove o excesso de células danificadas,
desnecessarias ou comprometidas no desenvolvimento na
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fase de Dblastocisto®. Em embrides bovinos
morfologicamente normais, a apoptose ocorre a partir do
estagio de 9-16 células e, na fase de morula, 50% dos
embrides apresentam pelo menos um nticleo em apoptose
durante a analise de TUNEL. Blastocistos com menos de
100 células apresentam taxa apoptotica de 0-10%, caindo
para 0-6% naqueles com mais de 100 células®. No
presente estudo, o extrato afetou o desenvolvimento
embriondrio inicial, conforme verificado pela menor
producdo in vitro de embrides bovinos. No entanto, o
mecanismo de acdo ainda ¢ incerto. O aumento da
apoptose na patogénese da disfungdo placentaria também
foi estudado em cabras gestantes envenenadas
experimentalmente com N. multiglandulosa. A apoptose
intensa durante a fase inicial da gravidez pode ser
prejudicial para o desenvolvimento normal e fungdo da
placenta e pode ajudar a explicar a morte fetal e aborto
observado ap6s a ingestdo de N. multiglandulosa®.

Toxinas, incluindo as fitotoxinas, podem induzir
estresse oxidativo nas células e causar danos ao
comprometer o DNA ou componentes proteicos e
lipidicos@**”. Além disso, os efeitos na respiracdo
mitocondrial induzida pela hipéxia e as alteragdes na
homeostase do calcio reduzem os niveis de ATP,
comprometendo o desenvolvimento embrionario inicial e
aumentando a perda celular in vivo e in vitro®®. Embrides
com maior celularidade e viabilidade t€m maior chance
de implantagdo no  tutero®. Embrides com
desenvolvimento tardio e menor poder de eclosdo da zona
pelacida apresentam caracteristicas degenerativas nos
estagios iniciais da divisdo do blastdmero, impedindo seu
desenvolvimento posterior. Este resultado pode ser
verificado pela diferenca entre os embrides do grupo
extrato aquoso de N. multiglandulosa, que s@o
morfologicamente escurecidos e de baixa qualidade
quando comparados ao grupo controle, podendo
prejudicar o sucesso da transferéncia embrionaria e
inviabilizar a gestacdo em condigdes in vivo.

A composi¢do quimica do extrato das folhas de N.
multiglandulosa foi previamente estudada por Russo et
al.") realizando um fracionamento usando MPLC-UV, e
depois uma purificagdo mais precisa usando HPLC
preparativa. Dezenove substancias foram isoladas como
alcaldides, flavondides glicosilados ¢ nao glicosilados,
compostos glicosilados e seis esterdides (também
chamados de ecdisterdides), incluindo um novo
ecdisterdide que foi identificado e elucidado por UHPLC-
TOF-HRMS e RMN. As substincias isoladas foram
identificadas  como:  trigonelina, triptofano, 4-
hidroxicinamamida, 4acido  p-cumarico  4-O-B-D-
glicopiranosideo, icarisideo F2, luteoforol, acido (E)-4-
hidroxicinamico, (Z)-4-hidroxicinamico acido,
integristerona A, epiecdisterona, kaempferol triglicosideo
ecdisterona, isorhamnetina triglicosideo, acido cindmico,
multiglandysterona, calonisterona e podecdisona B.
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Certamente, todas as ferramentas de diagnostico -
estudos de campo, sinais clinicos, patologia macro e
microscopica, bem como identificagdo quimica de plantas
e toxinas vegetais em amostras de animais - s3o essenciais
para fazer um diagndstico preciso, desenvolver
estratégias de manejo intervenientes e melhorar o
desempenho reprodutivo® -39,

O resultado do estudo in vitro sugere que o extrato
aquoso de N. multiglandulosa pode prejudicar a
reprodugdo, muitas vezes silenciosamente, por danificar
embrides em estagio inicial causando
subdesenvolvimento, baixa capacidade de eclosdo da
zona pelucida e possivelmente morte embrionaria
precoce. Assim, mais estudos sdo necessarios para
investigar os efeitos prejudiciais da N. multiglandulosa
nos estagios iniciais do desenvolvimento embriondrio.
Este ¢ o primeiro estudo preliminar usando um sistema de
producdo de embrides in vitro e sabemos que o
conhecimento deste extrato ¢ importante, ¢ que mais
trabalhos devem ser feitos dando continuidade a esta
pesquisa. O presente estudo estabelece um modelo in
vitro novo e pratico para estudar o efeito de plantas
toxicas na reproducdo de ruminantes.

Os efeitos prejudiciais de produtos quimicos e
toxicos na fertilidade feminina foram testados usando
modelos animais in vitro principalmente com oocitos de
bovinos e suinos!*!33132; como uma possibilidade de
estudar um modelo para humanos. Os modelos in vitro
vém aumentando uma vez que o uso de animais para fins
cientificos esta diminuindo nas pesquisas. Esses estudos
estdo se concentrando no efeito de toxinas e toxinas
reprodutivas na maturagdo in vitro de odcitos, fertilizagao
e estidgio de pré-implantacdo de embrides iniciais. A
qualidade dos odcitos ¢ prejudicada quando as mulheres
sd0 expostas a agentes toxicos durante a maturagdo'¥, e
se 0 00cito ndo seguir uma via apoptdtical”, ainda ha o
risco de afetar a fertilizagdo ¢ o desenvolvimento
embrionario subsequente, uma vez que 0s 00citos sdo
suscetiveis a alteragdes epigenéticas®?. Danos as células
embrionarias e placentarias leva ao desenvolvimento e
fun¢do anormais da placenta e pode explicar a morte fetal
e o aborto observado ap6s a ingestio de N
multiglandulosa®.

Conclusao

Em conclusdo, a exposi¢do in vitro de embrides
bovinos a 2,7mg/mL de extrato aquoso de N.
multiglandulosa causou uma redugdo acentuada no
desenvolvimento embriondrio e eclodibilidade, sugerindo
que a planta pode causar danos aos embrides quando a
exposi¢do ocorre nos estagios iniciais da gestacdo. Além
disso, o experimento confirma que embrides bovinos
produzidos in vitro podem ser usados para investigar a
toxicidade das plantas.
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