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RESUMO  

 

No Brasil, existem inúmeras espécies de plantas que são utilizadas como fitoterápicos, e, 

dentre elas, encontra-se E. grandiflorus, uma Alismatacea herbácea, aquática ou semi-

aquática, conhecida popularmente como chapéu-de-couro, muito utilizada na medicina 

popular como diurética e anti-inflamatória e no tratamento de doenças renais, reumatismo, 

afecções cutâneas e problemas do fígado. Diversos trabalhos confirmaram suas ações 

farmacológicas como diurética, anti-inflamatória e antinociceptiva, hipotensora, anti-

hipertensiva e vasodilatadora, antimicrobiana, tripanocida in vitro, leishmanicida, 

antineoplásica, hipocolesterolêmica e imunossupressora, entretanto sua toxicidade ainda 

não foi avaliada na gestação. Inúmeros agentes podem interferir com a funcionalidade do 

sistema reprodutor feminino e com uma ou mais fases do desenvolvimento embriofetal, 

mas os fármacos e os fitofármacos, pela freqüência com que são utilizados durante o 

período gestacional estão na lista dos fatores mais preocupantes. Considerando que o 

chapéu-de-couro é componente de refrigerante de grande aceitação popular e a grande 

utilização do chá pela população dado ao seu potencial terapêutico, e considerando a 

inexistência de estudos sobre a toxicidade da planta no período gestacional torna-se 

necessário avaliar sua toxicidade e, no presente trabalho, pretendeu-se avaliar tal efeito em 

fêmeas de ratas Wistar. Durante 15 dias foram feitos esfregaços vaginais para observação 

da regularidade do ciclo estral. Ratas com ciclo estral regular foram distribuídas em quatro 

grupos experimentais (n=16): C, grupo controle, que recebeu solução salina por gavagem, 

durante 15 dias, e T-250, T-500 e T-1000, grupos tratados, que receberam o extrato nas 

doses de 250, 500 e 1000mg/kg/dia, respectivamente, período no qual também foi feito 

esfregaço vaginal. As ratas foram acasaladas e as gestantes foram tratadas até o 14º dia. 

No 15º dia foram eutanasiadas por exsanguinação total sob anestesia e laparotomizadas 

para exame, remoção e pesagem dos órgãos e registro das variáveis maternas, ninhadas e 

placentas. O sangue colhido serviu para realização de hemograma e determinação das 

concentrações plasmáticas de uréia, creatinina, colesterol, triglicérides, alanina 

transaminase e aspartato transaminase. Fígado, rins, baço, ovários e adrenais foram 

removidos e pesados, sendo processados para análise histopatológica fígado, rim e baço. O 

número de corpos lúteos, implantes, reabsorções, fetos vivos e mortos foi contado. Não 

foram observados sinais detectáveis de toxicidade materna, aferidos por piloereção, 

diarréia, alteração na deambulação no interior da gaiola e mortes. Observou-se redução da 

proporção de fases estrais depois do tratamento no grupo T-1000. Em todos os grupos 

tratados a média de corpos lúteos, implantes e reabsorções por mãe foi semelhante, assim 

como o índice de perda pós-implantação, proporção de implantação e reabsorção. Foram 

registrados anemia e aumento na concentração de aspartato transaminase nos três grupos 

tratados, aumento de colesterol e leucocitose na maior dose, e alterações histopatológicas 

no fígado nas três doses testadas, no rim, nas doses de 500 e 1000mg/kg/dia e no baço de 

animais tratados com 1000mg/kg/dia. Analisados em conjunto, os dados do presente 

trabalho são indicativos de que o extrato aquoso liofilizado de E. grandiflorus 

administrado a ratas prenhes nas doses de 250, 500 e 1000mg/kg/dia e nas condições deste 

experimento foi tóxico para as mães, mas não alterou a performance reprodutiva e 

nenhuma malformação externa foi observada nos fetos. 

 

Palavras-chave: toxicidade, reprodução, ratas, prenhez, Echinodorus, Echinodorus   

                          grandiflorus, chapéu-de-couro. 
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ABSTRACT 

 

In Brazil, there are countless species that are used as phytotherapics, and among them there 

is E. grandiflorus, an Alismatacea aquatic or semi-aquatic herb, popularly known as 

chapéu-de-couro, commonly used in folk medicine as diuretic and anti-inflammatory and 

also in the treatment of kidney diseases, rheumatism, skin conditions and liver disorders. 

Several studies have confirmed its diuretic, anti-inflammatory and antinociceptive, 

hypotensive, antihypertensive and vasodilatory, antimicrobial, in vitro trypanocidal, 

leishmanicidal, antineoplastic, immunosuppressive and hypocholesterolemic 

pharmacological properties, though its toxicity was not evaluated during pregnancy. 

Numerous agents can interfere with the female reproductive system functionality and with 

one or more stages of embryo development, but the drugs, due to the frequency that they 

are used, are on the list of the most concerning factors. Considering the therapeutic 

potential of E. grandiflorus and the widespread utilization of its tea with curative purposes 

by the population and the lack of studies about this herb toxicity during pregnancy, its 

necessary to evaluate its toxicity and the aim of this study was to evaluate this effect on 

Wistar rats. During 15 days, vaginal smears were performed to observe the regularity of 

the estrous cycle. Rats with regular estrous cycle were separated into four experimental 

groups (n=16): C, control group that received saline solution by gavage, during 15 days, 

and T-250, T-500 and T-1000 which were treatment groups that received doses of 250, 500 

and 1000 mg/kg/day of the extract, respectively, during this same period the vaginal smear 

was also performed. The rats were mated and the pregnant ones were treated up to the 14th 

day. On the 15th day they were euthanized by the method of exsanguination under full 

anesthesia and, then, laparotomyzed for examination, the organs were removed and 

weighed and the maternal, litter and placenta variables were recorded. Blood tests were 

made and the plasmatic concentrations of urea, creatinine, cholesterol, triglycerides, 

alanine transaminase and aspartate transaminase were determined. The liver, kidneys, 

spleen, ovaries and adrenal glands were removed and weighed. The number of corpora 

lutea, implants, resorptions, and live and dead fetuses were counted. The liver, the spleen, 

and the kidneys of pregnant rats were processed for histopathological analysis. There were 

no detectable signs of maternal toxicity, as measured by piloerection, diarrhea, change in 

ambulation in the cage and death. A reduction in the proportion of the estrous phases was 

observed after the treatment in the T-1000 group. In all treatment groups the average 

number of corpora lutea, implantations and reabsorption per dam was similar, as well as 

the post-implantation loss rate, the proportion of implantation and reabsorption. There 

were records of anemia and increased aspartate transaminase in all three treatment groups, 

in the highest dosage it was registered increase of cholesterol and leukocytosis, and 

histopathological alterations in the kidneys, liver and spleen of the dams. Taken together, 

this study data indicate that the administration of lyophilized aqueous extract of E. 

grandiflorus to pregnant rats at the dosages of 250, 500 and 1000 mg/kg/day, under this 

experiment conditions, was toxic to the dams, but did not affect the reproductive 

performance and no external malformation was observed in the fetuses. 

 

Keywords: toxicity, reproduction, rats, pregnancy, Echinodorus, Echinodorus 

grandiflorus, chapéu-de-couro.  
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  1 INTRODUÇÃO 

 

A espécie Echinodorus grandiflorus, conhecida como chapéu-de-couro, é uma planta 

medicinal muito utilizada pela população como diurética, anti-inflamatória e anti-reumática, 

porém, pobremente estudada quanto a sua toxicidade. Na literatura foram encontrados apenas 

os trabalhos de Polacchine (2005), que avaliou a toxicidade aguda do extrato aquoso da planta 

utilizando até 4g/kg, e de Silva et al. (2010), que avaliaram a citotoxicidade e genotoxicidade  

do extrato aquoso de E. grandiflorus. Entretanto, nenhuma pesquisa foi encontrada, até o 

momento, avaliando a toxicidade de E. grandiflorus na reprodução. 

A reprodução é um conjunto complexo de processos que ocorre durante a vida dos 

animais, iniciando-se com a instalação da puberdade e, no caso das fêmeas, seguindo com o 

desenvolvimento de variações cíclicas e alterações hormonais coordenadas que resultam no 

desencadeamento do comportamento sexual e culminam no processo de ovulação, 

possibilitando a concepção, seguindo-se a prenhez, parto e lactação (DONÁDIO, 2005). 

Inúmeros agentes podem afetar o funcionamento adequado do sistema reprodutor 

feminino e o desenvolvimento embrionário em qualquer de suas etapas, mas os fármacos, pela 

frequência com que são utilizados no período gestacional (SHEPARD, 1980) e pelo fato de 

que a maioria das drogas pode atravessar a placenta e entrar em contato com o feto 

(KRAVER; KRAVER; HYTTEN, 1980 apud MENDONÇA; MOTTA, 1988), estão na lista 

dos fatores mais preocupantes. 

Fármacos e fitofármacos podem alterar a síntese de hormônios, a gametogênese e/ou 

inibir os processos de fertilização, clivagem, trânsito tubário e implantação do blastocisto, 

alterando a fisiologia reprodutiva (HOOD, 2006). Em fêmeas prenhes os extratos de plantas 

podem alterar o desenvolvimento embrio-fetal (CALLIARI-MARTIN, 2001). 
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Em se tratando do chapéu-de-couro, pelo menos três das atividades farmacológicas já 

comprovadas para os diferentes tipos de extrato, poderiam alterar a reprodução: [1] atividade 

antiinflamatória (CARDOSO et al., 2003), que poderia interferir com a ovulação que é um 

processo semelhante à inflamação (ESPEY, 1980); [2] atividade hipocolesterolemiante 

(CARDOSO  et al., 2005) que poderia reduzir os níveis de colesterol, substrato para a síntese 

de progesterona e estrogênio, hormônios essenciais para o endométrio tornar-se receptivo ao 

blastocisto (HUET; ANDREWS; DEY, 1989; STROWITZKI et al., 2006) e para aumentar a 

permeabilidade vascular do endométrio permitindo a nidação do embrião (HALDER et al. 

2000; YOUNG et al., 2010),  além de poder alterar o ciclo estral do animal; [3] atividade 

imunossupressora  (PINTO et al., 2007) que poderia perturbar o processo imunossupressor 

endógeno materno, uma vez que a gestação é um processo que implica na supressão da reação 

imunológica materna ao feto, que se comporta como um enxerto heterólogo, cujo mecanismo 

ainda não está bem estabelecido (BARINI et al, 1998; VEENSTRA; HEINEMAN; FAAS, 

2000; ALVES et al., 2007). 

Considerando a ampla utilização do chapéu-de-couro pela população, as possíveis 

interações com o processo reprodutivo como descrito acima, os poucos estudos toxicológicos 

realizados e a inexistência de trabalhos na literatura referentes à toxicidade reprodutiva, no 

presente trabalho, pretendeu-se avaliar tal efeito do extrato aquoso de E. grandiflorus em 

fêmeas de ratas Wistar. 
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1.1 Hipótese 

 

 A exposição de ratas ao extrato aquoso liofilizado de chapéu-de-couro (E. 

grandiflorus) altera a capacidade reprodutiva de fêmeas adultas e o desenvolvimento 

embrionário precoce. 

 

1.2 Objetivos 

 

 Verificar em ratas tratadas com concentrações crescentes do extrato aquoso liofilizado 

de chapéu-de-couro (E. grandiflorus): 

1. A capacidade reprodutiva de fêmeas; 

2. O desenvolvimento embrionário precoce. 
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

 

2.1 Plantas medicinais  

 

 As obras mais antigas sobre medicina e plantas medicinais são originárias da China e 

do Egito (ASSAD, 2005), sendo seu uso no tratamento de doenças conhecido desde a mais 

remota antiguidade. Diversos povos utilizaram plantas medicinais como única fonte de 

recursos para a elaboração de medicamentos (DUARTE, 2005). 

 Até o início do século XIX, os recursos terapêuticos eram constituídos por plantas e/ou 

extratos vegetais e esses recursos não diferiam muito dos remédios utilizados hoje em dia na 

medicina popular (SCHENKEL et al., 2002).  

Em meados do século XX, a descoberta e o desenvolvimento de processos de síntese 

de compostos orgânicos, culminaram no desenvolvimento de diversos medicamentos, porém, 

os efeitos colaterais causados por eles, somados aos altos preços atribuídos aos medicamentos 

sintéticos promoveram a busca por novas drogas e o interesse por compostos fitoterápicos 

como alternativa de tratamento (BARROS, 2007). 

A busca da cura de doenças pelo uso de ervas, folhas e raízes, provavelmente foi uma 

das primeiras formas de utilização de produtos naturais. Com isso, os efeitos das plantas em 

relação a determinadas enfermidades foram observadas várias vezes, levando à aquisição de 

conhecimentos empíricos passados de geração a geração (RATES, 2001) originados de 

diferentes culturas. 

 As plantas medicinais possuem substâncias ativas de dois tipos: os produtos do 

metabolismo primário, que são essencialmente sacarídeos utilizados para manutenção da 

planta, e os produtos do metabolismo secundário, resultantes da assimilação do azoto 

(nitrogênio amínico), que são os óleos essenciais, resinas, alcalóides, taninos, saponinas, 



 17  

glicosídeos cardiotônicos, flavonóides, entre outros. Geralmente, estas substâncias não se 

encontram na planta em estado puro, mas sob a forma de complexos, cujos diferentes 

componentes se completam e reforçam suas ações sobre o organismo. São estes compostos 

secundários que têm ampla utilização na fitoterapia. Pode-se citar como exemplo o ópio, látex 

seco das cápsulas da papoula (Papaver somniferum), contendo, entre muitas substâncias, um 

grande número de alcalóides importantes. Cada alcalóide isolado tem uma ação totalmente 

diferente do ópio no seu conjunto e provoca no organismo humano efeitos específicos 

(BOTSARIS,1995).  

 Os óleos essenciais, por exemplo, são misturas constituídas por um número variado de 

substâncias orgânicas com estruturas relativamente simples, onde os principais componentes 

provem de rotas secundárias, no caso monoterpenos, sesquiterpenos e fenilpropanóides 

(PIMENTA, 2002). 

Os extratos de plantas medicinais além de serem fontes para a síntese de novos 

fármacos eficazes e de baixo custo, possuem a vantagem de reunir vários compostos ou uma 

mistura complexa de diferentes metabólitos, o que resulta na interação destes, tendo como 

efeito a regulação de um composto pelo outro, com a menor ocorrência de  efeitos colaterais 

sendo a principal vantagem dessa ação combinada (YUNES;  CALIXTO, 2001). 

No Brasil, cerca de 40% dos produtos farmacêuticos produzidos têm princípios ativos 

retirados de plantas e sua utilização provém principalmente da cultura africana, européia e 

indígena brasileira (SIMÕES et al., 1998).  

O uso destas plantas para fins curativos está se tornando cada vez mais popular e tem 

crescido expressivamente nos últimos anos. Isto se deve à busca por terapias naturais, como a 

fitoterapia, e ao aumento do número de pessoas que não tem acesso aos medicamentos 

sintéticos modernos, cada vez mais caros (BARROS, 2007). 
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Tais plantas são tidas como livres de efeitos colaterais, trazendo grandes benefícios. O 

uso destas ocorre principalmente sob a justificativa de que o que é natural não faz mal à 

saúde, sendo utilizadas inclusive durante a gestação, fazendo com que gestantes e lactantes 

constituam um grupo populacional que culturalmente recorre ao uso de plantas medicinais 

(SECRETARIA DE ESTADO DE SAÚDE DO RIO DE JANEIRO, 2002). No entanto, o 

risco do uso destas plantas é elevado, uma vez que os efeitos da maioria delas são desprovidos 

de qualquer fundamentação científica (AUTOMEDICAÇÃO, 2001), tendo seu uso como 

medicamento baseado apenas em informações populares.  

Segundo Calixto (2000), o aumento do emprego de produtos naturais pela população 

em todo o território nacional traz consigo o uso indiscriminado de plantas sem qualquer 

conhecimento fitoquímico, famacológico e toxicológico. 

Algumas espécies medicinais tornaram-se especialmente importantes nos últimos 

anos, principalmente devido as suas virtudes terapêuticas e como fonte de renda na sua 

exploração. Relatórios atestam que chapéu-de-couro (Echinodorus macrophyllus), fáfia 

(Pfaffia paniculata) e ipê-roxo (Tabebuia heptaphylla) foram as que apresentaram os maiores 

volumes de material exportado em 2000, alcançando valores expressivos.  Assim, a produção 

destas plantas ou outras, com elevado potencial farmacêutico, pode tornar-se uma importante 

alternativa de receita para os produtores rurais (BEVILAQUA, 2007).  

 

 

2.2 Echinodorus grandiflorus 

 

 E. grandiflorus está incluído na família Alismataceae, ordem Alismatales, no clado 

Lilianeae (APG III). A espécie E. grandiflorus, objeto do presente estudo, pode ser 

vizualizada nas Figuras 1 e 2. 
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Figura 1. E. grandiflorus: aspectos da inflorescência com flores em antese. Foto: Pimenta, D. 

S. (2002). Com autorização do autor. 

 

 
Figura 2. E. grandiflorus: aspecto das folhas. Foto: Pimenta, D. S. (2002). Com autorização 

do autor. 

 

 

 

2.2.1 Características botânicas 

 

E. grandiflorus (Cham. & Schlechtl.) Micheli é uma planta herbácea, rizomatosa, 

aquática ou semi-aquática, com folhas submersas, flutuantes ou emergentes e inflorescências 

que permanecem floridas por aproximadamente 30 dias, produzindo cerca de 220 flores, 
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sobressaindo acima das folhas durante toda a primavera e verão. As flores são inodoras, 

actinomorfas, rasas e possuem corola branca com numerosos estames e pistilos amarelos 

expostos. A antese das flores ocorre pela manhã e cada flor dura cerca de oito horas. Outra 

característica da espécie é a produção de látex (LEHTONEN, 2008). 

Esta planta pertence à família Alismataceae, que consiste de 11 gêneros e de, 

aproximadamente, 75 espécies, ocorrendo no Brasil os gêneros Echinodorus e Sagittaria 

(TANAKA, 2000; PIMENTA 2002). 

 Segundo Lehtonen (2008), o gênero Echinodorus ocorre dos Estados Unidos até a 

Argentina, sendo restrito ao hemisfério ocidental, predominando na região tropical da 

América do Sul, sendo esta relatada como centro de diversificação do gênero. Haynes e 

Holm-Nielsen (1994) registraram seis espécies na região sul do Brasil e, mais recentemente, 

Bevilaqua et al. (2001) concluíram que a espécie predominante no Rio Grande do Sul é E. 

grandiflorus.  Matias (2007), estudando macrófitas da região nordeste, citou a ocorrência de 

doze táxons. Rocha et al. (2007), em inventário das macrófitas de ambientes aquáticos do 

Pantanal (MS), concluíram que Echinodorus é um dos gêneros mais representativos, com 

quatro espécies.  

  A Taxonomia do gênero Echinodorus foi revisada por Lehtonen (2008) e duas novas 

espécies, Echinodorus reptilis e Echinodorus emersus, foram descritas, totalizando 28 

espécies. 

Em toda literatura consultada a designação popular “chapéu-de-couro” se refere tanto 

à espécie E. grandiflorus quanto à E. macrophyllus, as quais apresentam praticamente os 

mesmos constituintes químicos e são utilizadas para os mesmos fins medicinas (PIMENTA, 

2002; PIMENTA, 2005). Outros nomes populares utilizados para ambas são chá-mineiro, 

erva-de-pântano, erva-de-bugre, congonha-do-brejo, erva-do-brejo e chá-de-campanha 

(CORRÊA, 1984; CORRÊA JÚNIOR et al., 1994; MARTINS et al., 1994; LEITE, 1995). 
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2.2.2 Constituintes químicos 

 

As plantas, em geral, possuem uma gama variada e rica de princípios ativos. A 

concentração de princípios ativos na planta depende, naturalmente, do controle genético e dos 

estímulos proporcionados pelo meio, como, por exemplo, fatores climáticos, edáficos, 

exposições a microrganismos, insetos, outros herbívoros e poluentes. Algumas podem possuir 

30 ou até 100 substâncias farmacologicamente ativas na sua constituição, sendo uma fonte 

importante de produtos naturais biologicamente ativos, muitos dos quais se constituem em 

modelos para a síntese de um grande número de fármacos (BOTSARIS,1995; SIMÕES et al., 

2004).  

Em se tratando de chapéu-de-couro, estudos mais amplos de sua caracterização 

farmacognóstica evidenciaram grupos químicos de relevância terapêutica. Alcalóides, 

glicosídeos, saponinas, taninos, flavonóides, terpenos, triterpenos, glicosídeos cardiônicos, 

resinas, iodo e sais minerais são citados como componentes químicos de E. grandiflorus 

(LORENZI; MATOS, 2002). As substâncias isoladas de E. grandiflorus são, principalmente, 

diterpenos dos tipos clerodano, cembrano e labdano, além de alcalóides diterpenóicos, 

flavonóides e outros derivados aromáticos (PIMENTA, 2002). Manns e Hartmann (1993) 

trabalharam com o extrato etanólico das folhas de E. grandiflorus e isolaram o diterpeno 

echinodol e Costa et al. (1999) isolaram os ácidos echinóico e hardwickico utilizando o 

extrato metanólico. Como a designação popular se refere a duas espécies, E. grandiflorus e E. 

macrophyllus, Leite et al. (1998), analisaram a composição química de extratos aquosos 

brutos de ambas, através de estudos cromatográficos,  verificando a ausência de alcalóides e a 

presença de cardenolídeos, cumarinas, flavonóides e a ocorrência abundante de terpenóides 

nos extratos das duas espécies. Buscando diferenciar quimicamente E. grandiflorus de E. 

macrophyllus Tanaka (2000) observou que os clerodanos e cembranos são produtos 
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característicos de E. grandiflorus, baseado em análise de CG/EM dos extratos metanólicos 

brutos derivatizados com bis-trimetilsililtrifluororoacetamida quando comparado a E. 

macrophyllus. Além disso, Leite et al. (2007) acrescentaram características morfológicas para 

E. macrophyllus, como a presença de pelos tectores e de células diafragmáticas, que até então 

não tinham sido relatados pelas Farmacopéias Brasileiras (1926 e 1959).  

Um resumo dos principais constituintes químicos isolados de E. grandiflorus é 

apresentado no Quadro 1. 
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Quadro 1: Constituintes químicos isolados de E. grandiflorus. 

CLASSE SUBSTÂNCIA AUTORES 

Ácidos fenólicos 
Ácido ferúlico, cafeico e isoferúlico Pimenta et al. (2002 a, b) 

Pimenta (2002) 

Ácidos graxos 
Àcido linolênico/dodecanóico, palmítico Tanaka (2000) 

Pimenta (2002) 

Alcalóides Echinofilinas A, B, C, D, E, F Kobayashi et al. (2000 a, b) 

Derivados do  

ácido tartárico 

Ácidos caftárico, chicórico,  

cafeoil feruloil tartárico,  

2-O-feruloil tartárico e di-feruloil tartárico 

Schnitzler et al. 

 (2004, 2007) 

Diterpenóides  

Echinodol  Manns e Hartmann (1993) 

Ácido echinóico Tanaka et al. (1997) 

Fitol, ácido hardwickico, ácido  

(-)-15-etoxicleroda 

3,13-dien-15,16-olide-18-óico,  

ácido (-)-(16)-hidróxi-cleroda- 

-3,13-dien-16,15-olide-18-oico  

Costa et al. (1999),  

Tanaka, (2000) 

Ácido (-)-15 hidroxicleroda- 

-3,13-dien-16,15-olide-18-oico,  

ácido (-)-cleroda-3,13(16),14-trien-18-oico  

Tanaka (2000) 

Chapecoderinas A, B e C Kobayashi et al. (2000c) 

Echinodolídeos A e B  Shigemori et al.  (2002) 

Solidagolactona-I  Pimenta et al. (2002 a, b) 

Pimenta (2002b) 

Esteróis 

24-etilcolest-4-en-3,6-diona;  

3ß-O-ß-D-glicopiranosil sitosterol  

Estigmasterol e sitosterol 

Tanaka (2000) 

Fernandes et al. (2002) 

Flavonóides 
Isoorientina 

Swertisina, isovitexina   

Pimenta et al. (2002 a, b)  

Pimenta (2002) 

 
Swertiajaponina, isovitexina,  

swertisina e isoorientina-7,3’-dimetil-éter 

Schnitzler et al. (2004) 

Fração volátil 

 Diidroedulano , trans-cariofileno, fitol 

α-humuleno, E -nerolidol, óxido de cariofeno 

 

Pimenta et al. (2006) 

 

 

2.2.3 Etnofarmacologia 

 

 As folhas de E. grandiflorus constituem matéria-prima para um dos chás mais 

empregados como diurético e depurativo. Seu uso é muito difundido tanto nos grandes centros 

como no interior do país. Em algumas regiões, o chá é utilizado não só por suas propriedades 
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medicinais, mas também como bebida refrescante de ampla aceitação popular, como 

componente do produto “Mineirinho®”, industrializado pela empresa “Refrigerantes Flexa 

Ltda.”, com ampla área de cultivo da espécie em Tanguá – RJ, e de outro refrigerante 

chamado “Mate Couro®”, produzido em Belo Horizonte – MG (PIMENTA, 2002; DE 

LUCA, 2003; LIMA, 2006). 

As folhas do chapéu-de-couro são adstringentes, usadas para gargarejos ou banhos, 

respectivamente contra as inflamações da garganta e úlceras dermatológicas, o infuso de 

folhas é levemente laxante, usado contra artrite, reumatismo e sífilis e ainda contra certas 

moléstias da pele e do fígado, cistite, depurativo do sangue e eliminador de ácido úrico 

(CORRÊA, 1984; COIMBRA, 1994; MARTINS et al., 1994; LEITE, 1995). Segundo Dutra 

et al. (2006), o extrato metanólico dos rizomas de E. grandiflorus tem potencial para uso em 

terapias de dor e da inflamação. As raízes são usadas externamente como cataplasma no 

tratamento de hérnia (DI STASI; HIRUMA-LIMA, 2002). Atribui-se ainda a esta planta a 

capacidade de interromper o progresso da arteriosclerose (MORS et al., 2000).  

Enfim, o chapéu-de-couro é uma planta utilizada na medicina tradicional há séculos, 

sendo todas as suas partes empregadas na cura de várias moléstias, tanto na forma de infusões 

como em preparações da indústria farmacêutica de fitoterápicos (LORENZI; MATOS, 2002). 

 

2.2.4 Farmacologia experimental 

  

 2.2.4.1 Atividade anti-inflamatória e antinociceptiva 

 

 Em camundongos, os extratos hexânico, metanólico e aquoso obtidos de folhas secas 

inibiram o edema de pata induzido por histamina e serotonina (BRITO et al., 1999) e o 

extrato aquoso das folhas rasuradas mostrou atividade antinociceptiva e anti-inflamatória ao 
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inibir as contrações induzidas pela aplicação intraperitoneal de ácido acético (CARDOSO et 

al., 2003). 

 Foram observadas atividades analgésica e anti-inflamatória do extrato metanólico de 

rizomas e os autores sugeriram seu uso potencial em terapias da dor e da inflamação (DUTRA 

et al., 2006). 

 Brugiolo et al. (2010) testaram o extrato aquoso no modelo de alergia pulmonar 

induzida por OVA em camundongos, observando redução no número de leucócitos no lavado 

bronco-alveolar, diminuição da atividade da peroxidase eosinofílica no tecido pulmonar, 

redução dos níveis de IgE específica para OVA no soro, dos níveis da quimiocina CCL11 e da 

expressão gênica de IL-4 e IL-13 no tecido pulmonar, concluindo que o extrato é capaz de 

modular alguns aspectos da inflamação pulmonar alérgica, podendo ser útil no tratamento da 

asma. 

 

 2.2.4.2 Atividade diurética 

 

 Pimenta (2002) avaliando o volume de urina excretado por camundongos tratados com 

o chá demonstrou o potencial diurético da planta.  

 Foi observada atividade diurética do chá das folhas pela comparação do volume de 

urina eliminado em relação ao volume do chá administrado a camundongos, observando-se 

89% de volume de urina eliminado contra 22% do controle com água destilada (CARDOSO 

et al., 2003). Portela et al. (2007) relataram aumento da diurese e melhora do quadro de 

necrose tubular aguda em animais tratados com o chapéu-de-couro. 

 

 2.2.4.3 Atividades hipotensora, anti-hipertensiva e vasodilatadora 
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 O extrato hidroalcóolico das folhas a 50% foi administrado em ratos naturalmente 

hipertensos, observando-se uma queda acentuada da pressão arterial e uma menor frequência 

cardíaca (RIBEIRO et al., 1986). Pimenta et al. (1998a) também demonstraram a atividade 

hipotensora de extratos brutos. Matos et al. (2000) e Lessa et al. (2008) observaram os 

mesmos efeitos ao trabalharem com o extrato etanólico bruto. A atividade hipotensora de 

extratos brutos hexânico, metanólico e aquoso obtidos de folhas secas foi avaliada, sendo o 

extrato hexânico e aquoso os que apresentaram maior atividade (TIBIRIÇÁ et al., 2007; 

POLACCHINE, 2005; POLACCHINE et al., 2006).  

 O extrato aquoso de folhas apresentou atividade vasodilatadora em aorta isolada de 

coelho (ALMEIDA et al., 2000; TIBIRIÇÁ et al., 2007) e os extratos hexânico, metanólico, 

aquoso e etanólico de folhas secas e etanólico de folhas frescas induziram vasodilatação na 

microcirculação de rins isolados de coelhos (CAILLEAUX et al., 2000). 

 

 2.2.4.4 Atividade antimicrobiana 

 

 Foi observada atividade do extrato aquoso de E. grandiflorus sobre Pseudomonas 

aeruginosa, Escherichia coli, Salmonella typhimurium (DUARTE et al., 1999) e do extrato 

metanólico das folhas sobre Staphylococcus aureus (DUARTE et al., 2002), Bacillus subtilis 

e Micrococcus luteus  (SOUZA et al., 2004).  

 Babicz et al. (2006) testaram os extratos acetônico e metanólico, registrando atividade 

antimicrobiana para o extrato acetônico, no qual a acetona de polaridade intermediária, 

permitiu a extração de compostos menos polares com atividade antimicrobiana confirmada, 

como o óxido de cariofileno e spatulenol. 
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2.2.4.5 Atividade tripanocida in vitro 

 

O extrato aquoso liofilizado de folhas foi testado sobre formas tripomastigotas do 

parasita Trypanosoma cruzi, mostrando 90% de atividade após 24h de incubação (PIMENTA 

et al.,1998b). Já Stutz et al. (1999) observaram 100% de atividade tripanocida para os extratos 

brutos butanólico e aquoso de folhas secas e rizomas.  

Gibaldi et al. (2001) encontraram atividade tripanocida utilizando a forma 

triopomastigota metacíclica da cepa DM28/C de T. cruzi, trabalhando com os extratos brutos 

hexânico e as partições provenientes do extrato metanólico em acetato de etila e butanol que 

resultaram em 100% de atividade. 

 

2.2.4.6 Atividade leishmanicida 

 

Pimenta (2002) avaliou a atividade leishmanicida do extrato hexânico e das frações 

hexânica e diclorometano obtidas do extrato bruto metanólico, obtendo resultados positivos 

contra promastigotas de Leishmania major. 

 

2.2.4.7 Atividade antineoplásica 

 

Os extratos brutos e as partições mais apolares provenientes do extrato metanólico 

bruto das folhas inibiram a proliferação, in vitro, de linhagens de células tumorais de mieloma 

(SP2/0), linfoma (BW) e plasmocitoma de camundongos (P3653), demonstrando atividade 

contra neoplasia (PIMENTA, 2002). 
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2.2.4.8 Atividade hipocolesterolêmica 

 

O chá a 5% de E. grandiflorus baixou os níveis plasmáticos de colesterol de 

camundongos tratados com solução oleosa de colesterol a 2% (CARDOSO et al., 2005). 

 

2.2.4.9 Atividade imunossupressora 

 

Pinto et al. (2007) avaliaram os efeitos do extrato aquoso de E. macrophyllus em 

camundongos tratados por sete dias, observando a inibição da produção de anticorpos e 

redução do edema. Os autores propuseram que o efeito imunossupressor do extrato in vivo 

atuou sobre as céulas T e/ou B, agindo sobre estas direta ou indiretamente. Animais tratados 

com a dose recomendada para humanos do extrato metanólico mostraram inibição 

significativa na produção de anticorpos dada à presença de substâncias imunomodulatórias, 

possivelmente flavonóides, capazes de reduzir a resistência imunológica celular in vivo, além 

de induzir uma supressão sobre a função in vivo de células B, resultando em uma redução da 

produção de anticorpos.  

 

2.2.4.10 Atividade larvicida para Aedes aegypti  

 

Coelho et al. (2009) testaram os extratos brutos hexânico, etanólico, hidroalcoólico e a 

fração diclorometano de extrato das folhas de chapéu-de-couro sobre larvas de Aedes aegypti 

de 3º estádio. Os resultados foram registrados 24 horas depois, sendo a fração diclometano do 

extrato a que apresentou maior atividade larvicida. 
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2.3 Fisiologia do sistema reprodutor feminino 

 

Conhecimentos básicos da fisiologia da reprodução feminina são essenciais para a 

compreensão do efeito tóxico de qualquer agente interno ou externo. Informações detalhadas 

sobre a fisiologia do sistema reprodutor feminino podem ser encontradas em Knobil; Neill 

(1994), Yen; Jaffe; Barbieri (1999) e Guerra et al. (2001), Strowitzki et al. (2006); Bertan et 

al. (2006); Guyton e Hall (2009). 

 

2.3.1 Fisiologia dos ovários 

 

Os ovários são responsáveis pela produção do gameta feminino e de hormônios que 

regulam a fisiologia de todo o trato reprodutor feminino, inclusive glândula mamária. 

A produção dos gametas e de hormônios é sincrônica e regulada pela secreção de 

gonadotrofinas. 

O desenvolvimento dos ovócitos ocorre no interior dos folículos, estruturas ovarianas 

que evoluem de um estágio inicial, como folículo primordial (ovócito detido na fase de 

dictióteno e uma camada de células envoltórias, denominada granulosa) até folículo pré-

ovulatório. Um grupo de folículos primordiais do pool começa a se desenvolver, 

multiplicando as camadas envoltórias do ovócito, formando as camadas da granulosa, teca 

interna e teca externa. Esse período de crescimento independe de gonadotrofinas e ocorre de 

tempos em tempos, seguindo um sincronismo proprio do ovário. Quando o folículo atinge 

determinado tamanho seu desenvolvimento posterior depende da concentração plasmática de 

Hormônio Folículo Estimulante (FSH). Havendo concentração adequada o folículo se 

desenvolve para a fase de folículo em amadurecimento, quando passa a ter um antro central, e 

para folículo pré-ovulatório. Dependendo, ainda, da concentração de Hormônio Luteinizante 
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(LH), o folículo sofre o processo de ruptura e expulsão do ovócito – o processo de ovulação.  

O ovócito I permanece em fase de dictióteno até o momento da ovulação. Nessa ocasião, 

retoma o processo de meiose sendo eliminado como ovócito II em metáfase e só retoma sua 

divisão final se for fertilizado pelo espermatozóide. 

 

Os folículos produzem estrogênio seguindo um mecanismo chamado de “duas células 

- dois hormônios”. A teca interna produz testosterona que se difunde para a camada de células 

da granulosa. Estas, sob estímulo do FSH produzem a enzima aromatase que transforma a 

testosterona em estrogênio. A produção de estrogênio aumenta progressivamente até a ruptura 

do folículo durante a ovulação, portanto, até a ovulação o hormônio predominante é o 

estrogênio. 

Ao se aproximar da ovulação o folículo produz pequenas quantidades de progesterona 

que potencializam, junto com o estrogênio circulante, um pico agudo e sustentado de LH que 

desencadeia a secreção de enzimas proteolíticas pelas células da granulosa e da teca interna, 

além de aumentar a vascularização da teca interna e, consequentemente, aumentar o 

extravasamento de líquidos para o antro folicular. Enzimas proteolíticas degradam as junções 

intercelulares das células do “cumulus oophorus” e degradam a parede do folículo, permitindo 

sua ruptura e a liberação do ovócito e contirbue para a retomada da meiose do ovócito. 

Paralelamente a essas ações, o LH promove a luteinização de células da granulosa e da teca 

interna e a sua proliferação, transformando o folículo numa estrutura compacta denominada 

corpo lúteo. As células do corpo lúteo secretam ainda estrogênio, mas o hormônio 

predominante a partir da ovulação passa a ser a progesterona. 

A sequência da secreção desses dois hormônios constitui o ciclo ovariano que governa 

a fisiologia dos demais órgãos do sistema reprodutor. 
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Um agente tóxico para o ovário pode agir lesando a célula germinativa ou interferindo 

com a síntese de hormônios ovarianos e, causando danos genéticos, poderá resultar em 

malformações do concepto (HOOD, 2006). 

 

2.3.2 Fisiologia dos condutos femininos 

 

Tubas uterinas, útero e vagina apresentam alterações morfológicas e fisiológicas 

conforme o predomínio do hormônio ovariano. A fase estrogênica do ciclo estral está 

relacionada com o período de acasalamento e a fase progesterônica, com o período 

gestacional. 

Durante a fase estrogênica as tubas uterinas encontram-se com células ciliadas 

maiores, com abundantes cílios e com a contratilidade muscular aumentada. Todas essas 

características ajudam no transporte de gametas e zigoto. Além disso, a vagina encontra-se 

com seu epitélio estratificado apresentando as células superficiais em picnose ou cornificadas 

(ratas e fêmeas de camundongo), um processo que dá mais proteção ao órgão no momento da 

cópula.  O útero, na fase estrogênica repara a camada basal (em primatas) perdida durante a 

menstruação ou reorganiza a região da mucosa depois do diestro em roedores. 

Durante fase progestacional ou progesterônica as tubas uterinas têm predomínio de 

células secretoras e poucas células ciliadas com cílios mais curtos e menos numerosos. A 

contratilidade tubária é reduzida. No útero encontram-se vasos sanguíneos dilatados e 

tortuosos, o que permite extravasamento de plasma para o tecido intersticial, glândulas 

uterinas dilatadas e cheias de secreção e células intersticiais com glicogênio. Tais 

características facilitam a implantação do blastocisto e seu desenvolvimento. A vagina de 

animais em fase progesterônica é desprovida de células picnóticas ou queratinizada e o 

predomínio é de células intermediarias providas de núcleo. 



 32  

O aspecto histológico dos condutos femininos é amplamente utilizado em testes sobre 

toxicologia reprodutiva visando verificar alterações hormonais, visto serem órgãos esteróide-

dependentes. 

Os protocolos sobre toxicidade reprodutiva feminina verificam os dois aspectos 

anteriormente descritos. Analisando-se o esfregaço vaginal e dosando-se os hormônios 

ovarianos é possível detectar efeitos inibidores da síntese dos hormônios. Avaliando-se o 

número de conceptos obtidos calculam-se efeitos lesivos sobre a célula germinativa. Em 

estudos mais detalhados pode-se procurar o mecanismo fisiopatogênico que levou a alterações 

hormonais ou lesões do ovócito, como por exemplo, alterações na síntese, secreção, liberação 

de hormônios gonadotróficos (LH e FSH) e de esteróides ovarianos, alterações dos pulsos de 

secreção do Hormônio Liberador de Gonadotrofinas (GnRH) podem estar alterados. O agente 

tóxico pode competir pelos receptores hormonais, alterar as secreções tubárias e uterinas, agir 

como espermicida e muitos outros caminhos que possam indicar como agiu o toxicante. As 

lesões do ovócito geralmente são ocasionadas por agentes genotóxicos (PARKER, 2006). 

 

2.4 Desenvolvimento embrionário inicial 

 

O desenvolvimento de mamíferos inicia-se com os processos de fertilização, nos quais 

ocorrem eventos moleculares coordenados. Estes eventos continuam com as fases de 

segmentação e transporte do embrião pelo trato genital feminino, sua implantação no útero, a 

gastrulação, a organogênese, o crescimento e a maturação dos órgãos e sistemas. A completa 

maturação de alguns órgãos e sistemas somente se faz após o nascimento. 

A fertilização nos mamíferos ocorre na ampola da tuba uterina. Com a penetração do 

espermatozóide o ovócito é ativado, o segundo corpúsculo polar é produzido, os pronúcleos 

masculino e feminino são formados, o material genético dos dois gametas funde-se e forma-se 
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o zigoto que iniciará diferentes eventos morfológicos e bioquímicos. Iniciam-se as 

segmentações sucessivas e o transporte pela tuba uterina até o útero, onde o blastocisto se 

implanta dando início à embriogênese (ROSSI-FERRAGUT et al., 2001; RONDEROS, 2006; 

DUMM, 2006; MOORE; PERSAUD, 2008). 

 

2.4.1 Segmentação e transporte do embrião 

 

Após a fertilização, os embriões de mamíferos migram pela tuba uterina, enquanto 

passam pelos primeiros estágios da clivagem. É a fase de pré-implantação, que acontece nos 

primeiros sete dias de gestação em humanos e nos primeiros quatro a cinco dias, em roedores. 

Divisões subsequentes vão se seguindo e formam células-filha (blastômeros) 

progressivamente menores, devido ao fato do embrião ainda se encontrar envolvido pela zona 

pelúcida, deste modo, ocorre um aumento no número de blastômeros sem aumento 

correspondente da massa citoplasmática (CARSON; NAFTOLIN, 1982; GUERRA; PETERS, 

1999; MOORE; PERSAUD, 2000; 2008; DUMM, 2006).  

Em ratos a fase de zigoto a dois blastômeros ocorre no primeiro dia de prenhez, na 

ampola da tuba uterina. No segundo dia, o embrião permanece em fase de dois blastômeros, 

na tuba uterina, as divisões subsequentes até quatro células ocorrem entre o segundo e o 

quarto dia, quando eles se encontram transitando pela tuba uterina. A fase de mórula é 

atingida no quarto dia, também na tuba uterina (SINGH et al., 1993; SOUZA et al., 1997; 

CARSON; NAFTOLIN, 1982), embora Singh et al. (1993), tenham detectado alguns 

blastocistos precoces, nesse mesmo dia. 

Após cinco divisões mitóticas, aproximadamente, os blastômeros se alinham, 

apertando-se uns contra os outros para formar uma esfera compacta de 16 blastômeros, 

conhecida como mórula (MOLEY, 1999; O’RAHILLY; MULLER, 2001; GUYTON; HALL, 
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2009). Este fenômeno denominado compactação, ocorre quando as células reorganizam as 

organelas intracitoplasmáticas, tornam-se polarizadas, trocam a forma esférica pela cilíndrica 

e aderem-se umas às outras mais firmemente por junções “tights”. Os blastômeros 

compactados organizam-se de forma que uma a duas células localizam-se no centro da 

estrutura e as demais circundam-nas. As células centrais darão origem ao maciço celular 

interno (MCI) e as demais, às células do trofectoderma (ACOSTA, 1994; ALBERTS et al., 

1997; MOLEY, 1999; O’RAHILLY; MULLER, 2001; GUYTON; HALL, 2009). 

Na mórula, as células que originarão o MCI começam a secretar fluido e, logo aos 64 

blastômeros, estabelece-se o início de uma cavidade, chamada de blastocele, identificando-se 

aí a fase de blastocisto inicial (DUMM, 2006). Esta mudança coincide com a entrada do 

blastocisto, na cavidade uterina (CARSON; NAFTOLIN, 1982). 

 

2.4.2 Aspectos fisiológicos e bioquímicos relacionados ao desenvolvimento 

embrionário inicial 

 

Durante seu trajeto pela tuba uterina, o concepto exige um ambiente específico para 

que as diferentes etapas de seu desenvolvimento possam ocorrer adequadamente 

(PARIA;SONG; DEY, 2001). Para tanto, embrião e epitélio tubário interagem enviando sinais 

moleculares (por exemplo, TGF-α e TGF-) (BROWN, 1994) em uma e outra direção, 

processo que deu origem ao termo “diálogo materno - fetal” (ACOSTA, 1994). 

As fases iniciais do desenvolvimento embrionário (até a terceira divisão celular) são 

controladas pelo genoma materno. Desta fase em diante, o controle passa a ser efetuado pelo 

genoma do embrião (LAURINCK et al., 2000) que passa a produzir sinais moleculares, 

recebidos pelas células epiteliais da tuba uterina, que respondem produzindo secreções 

específicas de substâncias necessárias ao desenvolvimento do embrião. Assim, o controle das 
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clivagens, a formação da mórula e do blastocisto, etapas do desenvolvimento embrionário que 

ocorrem na tuba uterina, estão estreitamente correlacionadas com fatores produzidos pelo 

próprio embrião e pelo epitélio tubário (KOBAYASHI et al., 1997). 

Na fase precoce do desenvolvimento as necessidades metabólicas variam: a fase de 

uma célula requer piruvato, a de duas células pode usar fosfoenolpiruvato e lactato e a de oito 

células em diante já passa a usar glicose (BIGGER; BORLAND, 1976). A partir de 12 células 

o consumo de glicose aumenta progressivamente de tal forma que o consumo do carbohidrato 

é 15 vezes maior na fase de blastocisto, quando comparado à fase unicelular (KHURANA; 

NIEMANN, 2000). 

 

2.4.3 Trânsito do embrião pela tuba uterina e útero 

 

De acordo com Moore e Croxatto (1988), o transporte tubário não se faz de maneira 

regular. O zigoto permanece algum tempo, variando de acordo com a espécie, “estacionado” 

na região da ampola, aprisionado pelo fechamento da junção istmo - ampolar. Depois de 

algumas horas ou dias (no ser humano 95% do tempo de transporte é gasto nesta região e no 

camundongo 25%), a junção istmo - ampolar abre-se e deixa passar o(s) zigoto(s) para a 

região do istmo. Em seguida, fecha-se de novo e parece só reabrir na próxima ovulação. 

Croxatto et al. (1991) afirmam que este fato parece ser importante para o transporte mecânico 

dos embriões como também por isolá-los num ambiente especial, provavelmente necessário 

para o seu desenvolvimento. 

Na etapa seguinte, quando já ocorrem as clivagens sucessivas, o embrião fica no istmo 

por um tempo variável até que, com a abertura da junção útero - tubária, passa para o útero, 

onde ocorrerá a implantação.  
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As contrações circulares e progressivas das fibras musculares lisas da tuba uterina são 

importantes para a progressão do embrião em direção ao útero. O fluido tubário também 

auxilia o deslocamento dos embriões, além de participar da sua nutrição e também seu 

desenvolvimento (HARPER, 1994).  

Hormônios interferem com a contratilidade tubária: ela fica aumentada sob efeito do 

estrogênio e retardada pela presença de progesterona (CARSON; NAFTOLIN, 1982; 

FORCELLEDO; CROXATTO, 1988; VINIJSAMUN et al., 1990; CROXATTO et al., 1991). 

Em ratas, níveis elevados de estrogênio retardam o crescimento do embrião em fase de pré-

implantação que pode, inclusive, sofrer degeneração (TONG et al., 2000). 

O embrião de rata produz grande quantidade de prostaglandina E1, que diminui a 

contratilidade das fibras musculares e isto poderia implicar em que o embrião pode influir no 

seu transporte (VIGGIANO et al., 1992).  

 

2.4.4 A implantação do blastocisto 

 

Como já mencionado, o desenvolvimento do blastocisto começa quando aparece uma 

cavitação entre os blastômeros da mórula. Na fase inicial, quando a cavidade ainda é 

rudimentar, costuma ser denominado de blastocisto precoce ou inicial - nesta fase ele ainda 

pode ser encontrado na tuba uterina, próximo a junção útero-tubária, mas na maioria das 

vezes já está na cavidade uterina (SOUZA et al., 1997). Na fase seguinte a cavidade se amplia 

e o blastocisto é denominado blastocisto expandido, quando inicia o processo de implantação.  

A implantação do blastocisto é uma sequência de interações bioquímicas e físicas 

entre blastocisto e útero, que conduz à formação de um contato íntimo e especializado entre 

trofoblasto e endométrio (ACOSTA, 1994). Implica também em processos que impeçam a 

rejeição materna. Dessa forma, linfócitos T helper 1 (Th1) aumentam as chances de 
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abortamento, enquanto que os linfócitos Th2 favorecem uma gravidez normal, sendo o 

sucesso da implantação correlacionado a baixos níveis de citocinas Th1 e elevados níveis de 

citocinas Th2 (LIM et al., 2000; MICHELON et al., 2002). Em camundongos, a expressão 

materna do fator inibidor de leucemia é crucial para a implantação do blastocisto (STEWART 

et al., 1992; TSAI et al., 1999). 

A implantação do blastocisto só ocorre quando ele e o endométrio estão “maduros” - 

fisiologicamente capacitados para se unirem - e isso já foi pressentido por Fawcett (1950) 

apud Heap et al. (1979), há 60 anos atrás. Desde sua entrada no útero, blastocisto e 

endométrio interagem, mas mesmo antes disso, é a presença do blastocisto que mantém o 

corpo lúteo funcionando e garante o ambiente progestacional do útero, necessário ao implante 

do blastocisto.  

São produzidos no útero: [1] Fatores que estimulam o crescimento e protegem da 

apoptose como o IGF-1 (fator de crescimento semelhante à insulina) e insulina. Nos 

microvilos do trofoblasto são encontrados receptores para o IGF (HERRLER et al., 1998), [2] 

Proteína ligadora de IGF-1, que pode estar relacionada ao processo de proliferação celular nos 

estágios iniciais de adesão (FAZLEABAS; VERHAGE, 1991); [3] Proteína trofoblástica 1 

(TP-1), que suprime a secreção de prostaglandina 2 (PGF 2), hormônio que induz 

contratilidade da musculatura uterina e estimula a lutólise (BAZER; ROBERTS, 1983), [4] 

Fator de crescimento epidérmico (EGF), que contribui para a sobrevivência do blastocisto 

(SPANOS et al., 2000). 

O blastocisto, por seu turno, produz óxido nítrico (NO) que induziria vasodilatação e 

relaxamento da musculatura lisa uterina, colaborando com a implantação (GAGIOTI et al., 

2000), estrogênio que contribuiria para a sensibilização do endométrio (HEAP et al, 1979; 

SARTOR; DULUC, 1980; SENGUPTA et al., 1981) e prostaglandinas que teriam efeito local 
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no endométrio, provavelmente estimulando vasodilatação (PAKRASI; DEY, 1982; HARPER, 

1983; KINOSHITA et al., 1985). 

 Para pode se implantar o blastocisto necessita ativar-se e perder a zona pelúcida. A 

zona pelúcida vai se adelgaçando progressivamente até que se rompe em algum ponto e o 

blastocisto escapa por ele, um fenômeno que foi denominado “eclosão” pela semelhança com 

a eclosão dos ovos de aves.  A ativação do blastocisto compreende modificação na expressão 

de moléculas antígenos de histocompatibilidade (WEITLAUF, 1994), a transformação de sua 

carga elétrica neutra para negativa (CLEMETSON et al., 1971), a produção pelo endométrio 

de proteínas  blastoquinina ou uteroglobina (FINN, 1977), além de outros fatores. 

 Por seu turno, o útero só tem condições fisiológicas de receber o blastocisto durante 

um curto período da fase progestacional denominado de “Janela de implantação”, quando as 

células do endométrio exibem receptores para o trofoblasto. O período de receptividade 

endometrial - a janela de implantação  foi definido como: “uma janela temporal de maturação 

do endométrio durante a qual o trofoblasto pode unir-se às células epiteliais do endométrio” 

(STRAUSS III; COUTIFARIS, 1999). A duração da janela de implantação no rato foi 

calculada em 12 horas (PSYCHOYOS, 1966) e em humanos quatro dias (STRAUSS III; 

COUTIFARIS, 1999). 

As alterações morfológicas do endométrio, na janela de implantação, são um conjunto 

de transformações da membrana plasmática das células epiteliais do endométrio, tais como: 

alterações nos contornos, ultra-estrutura e composição bioquímica; aumento da densidade e 

tipos de proteínas; decréscimo de carga da superfície, expressão de novos carboidratos e 

epítopos e produção de pinopodos (QUINN; CASPER, 2009). 
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2.4.6 As fases da implantação 

 

A implantação ocorre em três etapas: união, penetração e inclusão (PARR; PARR, 

1989; ACOSTA, 1994).  

União compreende duas fases: aposição, pré-união ou primeiro estágio de oclusão e 

adesão ou segundo estágio de oclusão (PARR; PARR, 1989).  

Na aposição o blastocisto se imobiliza, mas não se prende no endométrio. Nessa fase, 

se o útero tiver sua luz lavada o blastocisto é facilmente liberado (ENDERS, 1972; ACOSTA, 

1994; WEITLAUF, 1994). Em ratos e camundongos, durante a aposição, o contato entre 

blastocisto e epitélio uterino aumenta progressivamente porque o útero se altera para 

“abraçar” o blastocisto (FINN, 1977; WEITLAUF, 1994; ACOSTA, 1994). Durante a 

aposição, microvilosidades da superfície do trofoblasto e da região apical das células epiteliais 

do endométrio se interdigitam, aumentando muito a superfície de contato entre ambas 

estruturas (ENDERS, 1972). 

A adesão se caracteriza pela fixação definitiva do blastocisto ao endométrio. Nessa 

etapa, se o lúmem do útero for lavado, os blastocistos não se desprendem com facilidade. 

Durante a adesão são observados: desaparecimento do glicocálice da superfície 

luminal das células epiteliais e do trofoblasto (FINN, 1977; PARR; PARR, 1989), redução 

das cargas negativas do glicocálice (WEITLAUF, 1994) e das células epiteliais do endométrio 

(PARR; PARR, 1989).  

 Penetração 

Após a adesão entre as células epiteliais do endométrio e a superfície do trofoblasto, os 

processos citoplasmáticos do trofoblasto se estendem entre e debaixo das células epiteliais, 

que são deslocadas, sofrem apoptose, se destacam em grupos ou isoladamente e são 

fagocitadas pelo trofoblasto (SCHLAFKE; ENDERS,1977; WEITLAUF, 1994). A penetração 
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do trofoblasto seria facilitada pela redução de desmossomos, observado no quinto dia de 

prenhez (ILLIIGWORH et al., 2000). 

Em seres humanos, observou-se que as células epiteliais do endométrio expressam 

fator sinalizador de morte - FAS e o trofoblasto expressa seu ligante FAS-L. Quando se forma 

o complexo FAS-FAS-L as caspases da morte são ativadas em segundos e desencadeiam a 

morte celular em horas. Tal processo foi denominado de “beijo da morte”, dado pelo 

blastocisto no endométrio (GALVÁN et al., 2000). 

Com a morte das células epiteliais a lâmina basal fica exposta, ocorrendo sua invasão 

pelo trofoblasto que chega até ao estroma (PARR; PARR, 1989).  

 

 Inclusão 

À medida que o trofoblasto vai penetrando no estroma as células dessa região 

proliferam e diferenciam-se, formando a decídua. O endométrio é infiltrado por várias células 

da medula óssea, fica edemaciado e assim, progressivamente o embrião fica incluído numa 

grande massa de tecido decidual que se distingue de outras regiões do endométrio onde não 

ocorre decidualização. O processo de decidualização parece ter componente similar ao da 

inflamação visto que a Isoleucina-11, considerada como anti-inflamatório, quando 

administrada a ratas produz anomalias na decidualização, no trofoblasto e nos embriões 

(CALUWERTS et al., 2000). 

Em resumo, a implantação do blastocisto exige um ambiente altamente especializado, 

capaz não só de manter a sobrevivência do blastocisto como promover o reconhecimento 

entre blastocisto e endométrio, possibilitar a aderência e penetração do blastocisto, responder 

a sua sinalização, com respeito a suas necessidades nutritivas e outras.  

Por fim, a gestação é um processo que implica em supressão da reação imunológica 

materna ao feto, que é algo como um enxerto heterólogo, cujo mecanismo ainda não está bem 
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estabelecido (BARINI et al, 1998; VEENSTRA; HEINEMAN; FAAS, 2000; MICHELON et 

al. (2006).  

Pelo exposto não é difícil compreender que para o êxito de uma concepção são 

necessários mecanismos intricados e altamente sincronizados e que qualquer fator que altere 

os componentes integrantes desse mecanismo complexo resulta em fracasso na concepção, 

tanto quanto a infertilidade quanto a aborto e malformações. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 Procedência da planta 

 

As folhas de E. grandiflorus foram coletadas em junho de 2006, em plantio sob 

condições de inundação intermitente, em Juiz de Fora, MG (21º 45’ 20”S e 43º 20’ 40”W). 

Uma exsicata da planta, identificada pelo Prof. Dr. Daniel Sales Pimenta, encontra-se 

depositada no Herbário da Universidade Federal de Juiz de Fora (CESJ/UFJF), Minas Gerais, 

Brasil, sob o número 49.707. Após secagem em bancada, seguida de utilização de estufa a 

55ºC até atingir peso constante, foi obtida a amostra de folhas secas rasuradas. 

 

3.2 Animais de experimentação 

 

Foram utilizadas ratas (Rattus norvegicus Berkenhout, 1769) de linhagem 

originalmente Wistar, com dois meses de idade, pesando em média 120 g, obtidas na colônia 

do Centro de Biologia da Reprodução (CBR) da UFJF. 

 

3.3 Condições de criação e alojamento dos animais 

 

As ratas foram são mantidas em gaiolas de polipropileno, acondicionadas em armários 

climatizados. As gaiolas são providas de cama de maravalha selecionada, mamadeira para 

água e cocho para ração do tipo peletizada, oferecida diariamente ad libitum. 

A temperatura do alojamento é mantida em torno de 22ºC ± 2ºC. A iluminação é mista 

combinando luz natural e lâmpadas incandescentes, sendo as últimas controladas 

automaticamente para acenderem às 6 horas e apagarem às 18 horas, compreendendo um 
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fotoperíodo de 12 horas de luz e 12 horas de escuro. A umidade relativa do ar é de 40% a 

60%.  

 

3.4 Obtenção do extrato aquoso liofilizado de E. grandiflorus (EAEg) 

 

O extrato aquoso foi elaborado com 1800 g de folhas secas de E. grandiflorus 

submetidas à extração aquosa por infusão com cinco litros de água destilada, permanecendo 

por 12 horas em maceração estática, sendo depois filtrado e acondicionado em freezer (-18ºC) 

e liofilizado, utilizando-se Liofilizador Freeze Dryer 18 Labconco da EMBRAPA-CNPGL-

JF. O rendimento do resíduo liofilizado foi de 13,45%, ou seja, 13,45g de resíduo para cada 

100g de folhas secas. 

 

3.5 Avaliação qualitativa do extrato aquoso liofilizado de E. grandiflorus (EAEg) 

 

Foram realizados testes segundo o roteiro sequencial de Matos (1997) para avaliação 

qualitativa de saponinas, terpenos, compostos fenólicos, flavonóides, taninos, alcalóides, 

esteróides, antraquinonas e cumarinas, cujos testes determinam a presença de compostos por 

meio de reações com o aparecimento de cor e/ou precipitado. A avaliação qualitativa para 

cada um desses compostos foi realizada como se segue. 

 

3.5.1 Alcalóides 

 

Em uma placa de 96 poços, 50 l da amostra foram colocados em três poços diferentes 

e 150 l de diferentes reagentes utilizados para identificação de alcalóides (Reativo de Hager, 

Mayer e Dragendorff) foram adicionados em cada poço. O aparecimento de precipitado ou 
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turvação branca com os reativos de Hager e Mayer e de cor alaranjada com o reativo de 

Dragendorff indica a presença de alcalóides. 

 

3.5.2 Triterpenos e Esteróis 

 

Em uma placa de 96 poços, 150 l da amostra foram colocados em um poço. Em 

seguida foram acrescentadas uma gota de anidrido acético e uma a duas gotas de ácido 

sulfúrico concentrado. O aparecimento de cor azul-esverdeada indica a presença de esteróides. 

O aparecimento de cor vermelha indica a presença de triterpenos. 

 

3.5.3 Saponinas 

 

Em um tubo de ensaio foi colocado 1 ml da amostra e aproximadamente 2 ml de água 

destilada. O tubo foi agitado vigorosamente por 30 min e colocado em repouso por 20 min. A 

presença de espuma persistente com aproximadamente 1 cm de altura indica a presença de 

saponinas. 

 

3.5.4 Cumarinas 

 

A amostra foi gotejada em um pedaço de papel de filtro. Em seguida, uma gota da 

solução de KOH 10% foi adicionada à amostra. O aparecimento de fluorescência de cor azul-

esverdeada após exposição à luz ultra-violeta (365 nm) indica a presença de cumarinas. 
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3.5.5 Compostos fenólicos 

 

Em uma tira de papel de filtro a amostra foi gotejada seguida de uma solução de FeCl3 

2%. O aparecimento de uma mancha azul escura indica a presença de compostos fenólicos. 

 

3.5.6 Taninos 

 

Em um tudo de ensaio foi colocado 1 ml da amostra gota a gota, e posteriormente, 

acrescentada uma gota de ácido clorídrico a 10% e solução de gelatina a 2,5%. A formação de 

precipitado branco indica a presença de taninos totais. 

 

3.5.7 Antraquinonas 

 

Em uma placa de 96 poços, 150 l da amostra foram colocados em um poço. Em 

seguida foram adicionados 50 l de NaOH 0,5M. O aparecimento de coloração vermelha 

indica a presença de antraquinonas. 

 

3.5.8 Flavonóides 

 

Em uma tira de papel de filtro a amostra foi gotejada seguida da adição de uma 

solução de AlCl3 5%. O aparecimento de fluorescência de cor amarela sob luz ultra-violeta 

(365 nm) indica a presença de flavonóides. 
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3.6 Doses e via 

 

A seleção de doses foi baseada em Polacchine (2005) que avaliou a toxicidade aguda 

do extrato aquoso bruto de E. grandiflorus administrando até 4 g do extrato por quilo de peso 

corporal a camundongos, não registrando sinais clínicos de toxicidade nem mortes em 

nenhuma das doses utilizadas, e no ICH Guideline S5 (2005) que determina a avaliação 

toxicológica em animais utilizando-se doses geralmente dez vezes maiores do que a dose 

recomendada para humanos para se prever o risco reprodutivo. As doses utilizadas neste 

experimento foram 250 mg, 500 mg e 1000 mg/Kg/dia, dissolvidos em 0,5 mL de água 

destilada, administradas por via intragástrica, uma vez ao dia, o que representa 10, 20 e 40 

vezes a dose recomendada para humanos que é de  25 mg/kg/dia (Lopes et al., 2000).  

 

3.7 Organização dos grupos e tratamento 

 

Foram formados quatro grupos experimentais: grupo C, controle, que recebeu 0,5 mL 

de solução salina e grupos T-250, T-500 e T-1000, tratados, que receberam as doses de 250, 

500 e 1000 mg/Kg/dia do extrato aquoso liofilizado de E. grandiflorus, dissolvidas em 0,5 

mL de água destilada, respectivamente. As ratas foram pesadas e separadas em caixas de 

polipropileno, em grupos de três, e foram marcadas nas orelhas, segundo o código de 

marcação estabelecido no laboratório. 

Foi feito esfregaço vaginal nos animais durante 15 dias consecutivos para observação 

do ciclo estral, posteriormente os animais foram distribuídas aleatoriamente entre os grupos 

experimentais. O tratamento foi realizado durante outros 15 dias consecutivos, obtendo-se 

esfregaços vaginais diários.  Findo este período, mantendo-se o tratamento, as ratas foram 

pesadas e acasaladas no sistema poligâmico, com machos de fertilidade previamente 
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comprovada, e a constatação da inseminação foi feita através da observação de 

espermatozóides presentes no esfregaço vaginal, sendo este considerado o dia zero pós-

inseminação. Os animais inseminados foram identificados e pesados, permanecendo sob 

tratamento até o 140 dia de prenhez.   

Os animais foram inspecionados durante todo o período do experimento para a 

observação de sinais clínicos de toxicidade como alteração do consumo de ração e de água, 

alteração do peso corporal, hiper ou hipo-atividade, pilo-ereção, estereotipia, 

cromodacriorréia, sangramento vaginal, aumento da diurese, convulsão, diarréia e morte 

(CHRISTIAN, 2001; SMITH e LUO, 2004). 

Obteve-se o peso corporal das ratas 15 dias antes e 15 após o tratamento bem como o 

ganho de peso corporal. Ratas não inseminadas foram eutanasiadas por exsanguinação total, 

sob anestesia com 0,2 mL de xilasina e 0,9 mL de ketamina administrada por via intra-

peritoneal e seus cornos uterinos foram examinados sob microscópio estereoscópico para 

confirmação visual da ausência de locais de implantação. 

Com o total de ratas inseminadas e o número de ratas prenhes foram calculados o 

índice de acasalamento (nº de fêmeas acasaladas/nº de fêmeas inseminadas X 100) e o índice 

de fertilidade (nº de fêmeas prenhes/nº de fêmeas inseminadas X 100) (PARKER, 2006). 

Em ratas prenhes foram registrados o peso corporal corrigido (diferença entre peso 

corporal menos o trato reprodutor), o ganho de peso (diferença entre peso corporal corrigido e 

peso no dia da inseminação). Os animasi foram eutanasiados no 150 dia de prenhes conforme 

descrito e submetidos a laparohisterectomia para observação de lesões de órgãos internos e 

remoção do trato reprodutor. Obteve-se o peso absoluto e o peso relativo (peso absoluto do 

órgão/peso corrigido X 100) de fígado, rins, baço, supra-renais e ovários. Nos ovários foram 

contados os corpos lúteos. Nos cornos uterinos foram contados implantes, fetos vivos e 
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mortos, reabsorções e fetos malformados (fenda palatina, lábio leporino, polidactilia, 

anormalidades de membros, fechamento do tubo neural dentre outros). 

 

3.8 Parâmetros sanguíneos 

 

 O sangue colhido foi destinado à determinação dos parâmetros hematológicos e 

bioquímicos. Os valores para hematimetria, hemoglobina, hematócrito, leucócitos e índices 

hematimétricos (volume globular médio-VGM, hemoglobina globular média-HGM e 

concentração de hemoglobina globular média-CHGM) foram determinados em analisador 

automático de células hematológicas (DA-500, Celm, Brasil). As dosagens de colesterol, 

triglicérides, alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST), uréia e 

creatinina foram realizadas imediatamente após a centrifugação do sangue (SB-190, Celm, 

Brasil). 

 

3.9. Estudo histopatológico 

 

Durante o procedimento de necropsia, foram removidos e pesados fígado, rins, baço, 

ovários e supra-renais de todos os animais do experimento. Para o estudo histopatológico, 

fígado, rins e baço foram fixados em formol tamponado a 10% e incluídos em parafina para 

obtenção de blocos que depois foram submetidos à microtomia (HN-340E, Mícron, 

Germany). Os cortes foram corados pela técnica de rotina de hematoxilina e eosina (HE) e as 

lâminas foram montadas em lamínulas com Entellan (Merck 1.07961). 

Todas as amostras foram observadas em toda sua extensão em microscópio óptico 

(Zeiss, Hallbergmoos, Alemanha) em aumentos de 50, 100, 200 e 400 vezes pelo patologista. 
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Após observação foram selecionadas, para captura fotográfica digital em aumento de 400 

vezes, áreas morfologicamente representativas da condição metabólica de cada órgão para 

identificação de possíveis alterações microscópicas. 

 

3.10 Análise dos dados 

 

Foi utilizado o software Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) 13.0 e os 

dados foram analisados pelo teste de ANOVA, uma via, seguida pelo teste de Dunnet, para 

comparação de médias de dados contínuos que não violassem a homocedasticidade e 

normalidade da amostra, caso contrário foi usado o teste de Kruskal-Wallis. As porcentagens 

foram analisadas pelo teste qui-quadrado. O nível de significância admitido para os testes foi 

 = 0,05. 

 

3.11 Aprovação do protocolo pela Comissão de Ética na Experimentação Animal 

 

O protocolo experimental foi aprovado pela Comissão de Ética na Experimentação 

Animal (CEEA) da UFJF (Certificado 01/2007) que segue as normas internacionais de ética 

na experimentação animal (ANEXO A). 
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4 RESULTADOS 

 

4.1 Capítulo de livro 

 

ETHNOBOTANY AND EXPERIMENTAL PHARMACOLOGY OF ECHINODORUS 

GRANDIFLORUS (CHAPÉU-DE-COURO).  

Capítulo de livro publicado no Medicinal Plants: Classification, Biosynthesis and 

Pharmacology, 2009. 
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Abstract 

 

To evaluate the possible toxicity of the aqueous extract of Echinodorus grandiflorus in 

pregnant rats, animals were distributed in groups treated with 250, 500 and 1000 mg/kg/day, 

by gavage, and a control group received saline solution. The treatment was carried out for 15 

consecutive days, remaining during mating and until the 14th day of gestation. On the 15th day, 

pregnant animals were euthanized by exsanguination under anesthesia. A blood sample was 

destined to the hematological and biochemical analysis. The ovaries, liver, kidneys, spleen, 

and adrenal glands were removed and weighed. Liver, kidneys and spleen were processed for 

histopathological analysis. The number mated, cohabitated and pregnant rats were counted as 

well as the corpora lutea, implants, resorptions, and live and dead fetuses. Fetus body weight 

and placenta were measured. Treatment with 1000 mg of extract caused anemia, leukocytosis, 

and an increase in AST and in cholesterol. The liver of animals treated with the two higher 

doses exhibited discrete inflammatory reaction, located mainly at the stroma which supports 

the portal space; in the kidneys of animals of T-500 and T-1000 groups there was an 

expressive decrease in the capsular space, and focal areas of vasodilatation and congestion, as 

well as a discrete hyalinization, and in the spleen of T-1000 group the red pulp presented 

excessive pigmentation suggestive of hemosiderin. There were no alterations in reproductive 

parameters, in fetus external morphology or in placenta weight. In conclusion, the extract 

causes maternal toxicity, though it does not alter the reproductive performance. 

 

Key words: Echinodorus grandiflorus, rats, toxicity, histopathology. 
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5  COMENTÁRIOS 

 

A espécie Echinodorus grandiflorus, conhecida como chapéu-de-couro, é uma planta 

medicinal muito utilizada pela população para o tratamento de diversas afecções, porém com 

poucos trabalhos sobre seu potencial toxicológico. Na revisão bibliográfica apresentada é 

evidente a escassez de trabalhos sobre a toxicidade deste fitoterápico e a inexistência de 

trabalhos sobre a toxicidade reprodutiva, surgindo daí a motivação para esta pesquisa, 

realizada em ratas não prenhes e prenhes. 

Em ratas não prenhes tratadas com 1000 mg/kg/dia observou-se uma redução na 

proporção de fases estrais, que possivelmente ocorreu devido presença de compostos 

fenólicos no extrato, como flavonóides, que tem a habilidade de inibir a aromatase, enzima 

que converte androgênios em estrogênios. 

Entretanto, nem o índice de acasalamento nem o índice de fertilidade se alteraram, o 

que permite inferir que o tratamento nas três doses testadas não teve efeito tóxico sobre o 

sistema reprodutor das ratas e que a performance reprodutiva do animal não foi alterada. 

O tratamento contínuo dos animais desde o período prévio ao acasalamento até 24 

horas anteriores à eutanásia mostra que mesmo com a dose 40 vezes superior à recomendada 

para humanos (T-1000) não se observaram indícios clínicos de toxicidade, mesmo tendo-se 

registrado anemia em todos os grupos tratados. As doses de 500 e 1000 mg acarretaram 

hepato e nefrotoxicidade; a maior dose também induziu toxicidade esplênica, aumento do 

colesterol plasmático e leucocitose. 

Os índices de perdas pré-implantacionais, pós-implantacionais, a proporção de 

reabsorções, que indicam, respectivamente, a toxicidade para as fases prévias à implantação 

do embrião, posteriores à implantação e mortes embrionárias, foram semelhantes em todos os 

grupos experimentais, sugerindo que a capacidade materna, não obstante as possíveis 
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alterações renais, hepáticas, esplênicas e anemia, não interferiram com o desenvolvimento 

embrionário e fetal. 

O fato dos pesos corporal fetal e de placentas serem semelhantes entre os grupos 

experimentais parece corroborar a hipótese de que o extrato aquoso liofilizado não interfere 

com o desenvolvimento embrionário. O extrato não apresentou efeito lesivo sobre os fetos, 

pois a observação externa não evidenciou qualquer alteração no fechamento do palato, 

implantação das orelhas, conformação craniana, olhos, fechamento do tubo neural, membros 

anteriores e posteriores, perfuração anal e cauda. Os dados morfológicos, entretanto, não 

garantem a inexistência de alterações funcionais ou que não possam surgir na vida pós-natal, 

portanto é necessário dar continuidade ao estudo do desenvolvimento pós-natal e da vida 

adulta das crias para confirmar a inocuidade do extrato para gestantes. 

Os resultados obtidos até o presente sugerem que o extrato levou a alguma alteração 

da ciclicidade de ratas não prenhes, acarretou toxicidade hepática, renal e anemia em animais 

do grupo T-500, e toxicidade hepática, renal e esplênica, além de anemia, em ratas prenhes 

tratadas com dose mais elevada, mas que tais alterações não interferem com a performance 

reprodutiva dos animais e não altera o desenvolvimento físico dos fetos até a fase examinada, 

nem a morfologia externa dos mesmos. 
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