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RESUMO

Estudo do extrato hidroetandlico de Acmella oleracea (L.) R. K. Jansen sobre a
funcéo reprodutiva de ratos wistar adultos

Introducéo: A espécie Acmella oleracea (L.) R.K. Jansen (Asteraceae), conhecida popularmente
como jambu, possui varias atividades farmacolégicas comprovadas e dados da literatura tem
demonstrado sua eficicia em distlrbios sexuais. Objetivos: Avaliar os efeitos da administracéo
oral do extrato hidroetandlico das flores de A. oleracea, nas doses de 88,91 mg/kg (G2) e 444,57
mg/kg (G3), sobre varidaveis de toxicidade sistémica e fertilidade de ratos linhagem Wistar.
Metodologia: O extrato obtido foi analisado por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria
de massas e entdo utilizado nos ensiaos bioldgicos. A avaliagéo iniciou aos 90 dias de vida para
ambos 0s sexos e o periodo de tratamento foi para as fémeas de 104 a 124 dias de vida e para os
machos de 90 a 120 dias de vida. Foram realizadas, diariamente, mensuracdes do consumo de
racdo, ingestdo hidrica e massa ponderal, avaliacdo do ciclo estral (fémeas), comportamento
sexual (machos), parametros reprodutivos, bioquimicos e hematologicos (fémeas), hormonais
(machos), espermaticos (machos) e histopatoldgicos (fémeas). Resultados e discussdo: A
analise em cromatografia gasosa acoplada ao espectrébmetro de massa detectou o composto
(2E,6Z,8E) -N-isobutyldeca-2,6,8-trienamide, como majoritario no extrato (84%). O extrato ndo
provocou toxicidade nas fémeas, e no ciclo estral, observou-se que a frequéncia das fases férteis
aumentou, enquanto as fases nao férteis apresentaram reducao significativa nos animais tratados
com o EHAo em relagdo ao controle. Houve aumento significativo do consumo hidrico (p<0,01),
dos niveis de triglicérides, colesterol total e fracbes (p<0,05) e do percentual de neutrofilos
(p<0,05). Nos machos, o tratamento ndo ocasionou toxicidade, melhorou o comportamento sexual
e aumentou os niveis hormonais (p<0,001) em ambas as doses utilizadas. Conclusédo: O
tratamento com o EHAo é seguro nas concentracdes e tempo de tratamento estudado, sendo
capaz de influenciar o ciclo estral, sem alterar a foliculogénese em fémeas e em machos aumenta
a libido sem afeta a espermatogénese.

Palavras-Chave: libido; fertilidade; toxicologia.

Agradecimentos: CAPES/FAPEAP.
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ABSTRACT

Study of the hydroethanolic extract of Acmella oleracea (L.) R. K. Jansen on the
reproductive function of adult Wistar rats

Introduction: The species Acmella oleracea (L.) R.K. Jansen (Asteraceae), known as
jambu, has several established pharmacological activities and literature data demonstrate
its efficacy in sexual disorders. Objectives: To evaluate the effects of oral administration
of the hydroethanolic extract of A. oleracea flowers at doses of 88.91 mg / kg (G2) and
44457 mg / kg (G3) on systemic toxicity and fertility on Wistar rats. Methodology: The
extract obtained was analyzed by gas chromatography coupled to mass spectrometry and
then used in biological assays. Evaluation was performed at 90 days of age for both sexes
and the treatment period for females from 104 to 124 days of life and for males from 90 to
120 days of life. Measurements of feed intake, water intake and weight, estrous cycle
(females), sexual behavior (males), reproductive parameters, biochemical and
hematological (female), hormonal (male), sperm (male) and histopathological (females).
Results and discussion: Gas chromatographic analysis detected (2E, 6Z, 8E) -N-
isobutyldeca-2,6,8-trienamide as major compound of the extract (84%). The extract did not
cause toxicity in females, and in estrous cycle it was observed that the frequency of the
fertile phases increased, whereas the non-fertile phases showed a significant reduction in
the animals treated with the EHAo in relation to the control. There was a significant
increase in water intake (p <0.01), triglyceride levels, total cholesterol and fractions (p
<0.05) and neutrophil percentage (p <0.05). In males, treatment did not cause toxicity,
improved sexual behavior and increased hormone levels (p <0.001) at both doses.
Conclusion: The treatment with EHAo is safe in the concentrations and time of treatment
studied, being able to influence the estrous cycle, without altering the folliculogenesis in
females and in males increases the libido without affecting the spermatogenesis.

Key-words: libido; fertility; toxicology.

Acknowledgements: CAPES/FAPEAP.
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1 INTRODUCAO

A espécie Acmella oleracea (L.) R. K. Jansen, conhecida popularmente como
jambu, bastante cultivada e utilizada como tempero na culinaria da regido norte do Brasil
(FAVORETO; GILBERT, 2010; PRACHAYASITTIKUL et al., 2013). Possui como
constituinte majoritario as alquilamidas, sendo o composto (2E,6Z,8E) - N-isobutyldeca-
2,6,8-trienamide (espilantol), descrito como o responsével pelas atividades farmacoldgicas
atribuidas a esta espécie, e é encontrado principalmente nas flores e folhas (JACOBSON,
1957; BOONEN et al., 2010; PRACHAYASITTIKUL et al., 2013).

Dentre inmeras atividades farmacoldgicas atribuidas a esta espécie, tem-se
destacado seus efeitos sobre a resposta sexual, apresentados em estudos clinicos e nédo
clinicos, que corrobora para sua possivel utilizacdo no tratamento de disfuncdes sexuais.
Em mulheres, as disfuncfes sexuais sdo associados a declinio do desejo sexual, falta de
libido e problemas para alcancar o orgasmo, em homens principalmente dificuldades para
alcancar a eregéo.

A utilizacdo de plantas medicinais tem sido uma excelente fonte quimica para a
descoberta de novos medicamentos atrelado ao aumento do numero de homens e
mulheres que buscam produtos naturais para melhorar a atividade sexual, seja por
problemas funcionais ou pelo envelhecimento. Contudo, muitas destas espécies acabam
interferindo na fecundacéo, implantacéo, fertilidade e morfologia dos 6rgaos reprodutores,
sendo o caso de plantas como Parkia clappertoniana, Carpolobia lutea, Ficus platyphylla
Del. Holl e Pouzolzia mixta.

A partir destas consideracdes prop0s-se pesquisar 0 seguinte problema: A
utilizacdo do EHAo melhora a fertilidade e reproducdo de machos e fémeas da linhagem
Wistar? Para isso, foi utilizado os guias de agéncias reguladoras internacionais como
Organisation for Economic Co-operation and Development (OECD), Food and Drug
Administration (FDA), European Medicines Agency (EMA) e International Conference on

Harmonisation (ICH).

Introdugdo 23



1.1 TOXICOLOGIA DO DESENVOLVIMENTO

Segundo Riecke e Stahlmann (2000), a reproducdo nos mamiferos pode ser

dividida em seis partes (Figura 1):

A)

B)

C)

D)

E)

F)

Figura 1- Fases da reproducdo de mamiferos.

—_—
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Fonte: Riecke; Stahlmann (2000).

Fase do pré-acasalamento até a concepcdo: avaliacdo das funcdes reprodutivas
em adultos de ambos os sexos, desenvolvimento, maturacdo dos gametas,
comportamento no acasalamento e fertilidade;

Fase da concepcdo até a implantacdo: avaliacdo das fun¢bes reprodutivas de
fémeas adultas, desenvolvimento pré-implantacéo e implantacao;

Fase de implantacdo até o fechamento do palato: avaliacdo das funcbes
reprodutivas de fémeas adultas, desenvolvimento embrionario e formacdo de
orgaos principais;

Fase do fechamento do palato até o final da gestacdo: avaliacdo das funcbes
reprodutivas fémeas adultas, crescimento, desenvolvimento fetal, e
desenvolvimento dos 6rgaos;

Fase do nascimento até o desmame: avaliacdo das fun¢bes reprodutivas de
fémeas adultas, adaptacdo neonatal a vida extrauterina, crescimento e
desenvolvimento pré-desmame;

Fase do desmame até a maturidade sexual: crescimento, desenvolvimento pés-

desmame, adaptacao a vida independente, e alcance da funcao sexual completa.
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Pela toxicologia do desenvolvimento, cada uma das etapas citadas, deve ser
estudada por testes especificos devido susceptibilidade a efeitos adversos em ambos os
sexos (ICH, 2005; EMA, 2008). E os estudos mais utilizados para estas investigagcdes no
desenvolvimento em mamiferos, sdo o0s preconizados pela ANVISA e agéncias
reguladoras internacionais (HOLENBACH et al., 2010).

No Brasil, em 2013 a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
publicou o “Guia para a Conduc¢ao de Estudos Pré-clinicos de Seguranca Necessarios ao
Desenvolvimento de Medicamentos”, elaborado pela Geréncia de Avaliagdo de
Seguranca e Eficacia — GESEF. Esse documento contém as orienta¢des para a conducao
de testes ndo clinicos de toxicologia do desenvolvimento, sendo embasado em
documentos de agéncias reconhecidas pela vigilancia sanitaria de medicamentos dos
Estados Unidos e outros paises como a Food and Drug Administration (FDA),
Organisation for Economic Co-operation and Development (OECD), European Medicines
Agency (EMA) e pela International Conference on Harmonization (ICH), National Cancer
Institute (NCI), World Health Organization (WHO) (KUMAR; MISHRA, 2011; BRASIL,
2013).

Os estudos sdo propostos em trés seguimentos, o | conhecido também como
estudo de fertilidade e reproducdo, engloba estudos que avaliam efeitos sobre a
fertilidade e o desempenho reprodutivo geral em ambos os sexos, compreendendo o
periodo de pré-acasalamento até a implantacdo; o segmento I, também conhecido como
toxicologia da teratologia, realiza estudos de embriofetotoxicidade ou teratogenicidade, e
investiga especificamente os efeitos adversos sobre a organogénese. E o segmento lll,
estuda os efeitos adversos sobre o periodo perinatal, parto e desenvolvimento pos-natal
(BASS, 2011; BRASIL, 2013).

No caso do seguimento |, esta relacionada a varios efeitos que substancias,
medicamentos e principios ativos provocam, alterando as funcbes dos 6rgaos
reprodutores e enddocrino, previamente ao acasalamento (machos e fémeas), durante o
acasalamento e durante a implantagdo embrionaria (BRASIL, 2013).

E como descrito deve-se observar nas fémeas o periodo fértil, implantacéo e
desenvolvimento dos estagios embrionérios de pré-implantacdo, desregulacdo do ciclo
menstrual, e nos machos, a fase adulta para avaliacdo de efeitos funcionais que possam
nao ter sido detectados em exames histologicos do oOrgado reprodutor, como
comportamento sexual, producdo, maturacdo e transporte de gametas (KUNTZE et al.,
2012; BRASIL, 2013; SFALSINI, 2013).
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1.2 SISTEMA REPRODUTOR MASCULINO

A maioria dos mamiferos, incluindo o rato, apresenta o aparelho reprodutor
masculino constituido pelos testiculos, epididimos, ductos deferentes, glandulas
acessorias (prostata e vesicula seminal) e pénis, e o conjunto destes Orgdos sao
integrados pelo sistema enddcrino e articulados para exercer a sintese de gametas e
horménios (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2011).

O testiculo do rato contém aproximadamente 30 tubulos seminiferos, com 20
metros de comprimento, 250 ym de didmetro externo, sdo alojados na bolsa escrotal,
envolto por uma capsula de tecido conjuntivo denso, denominada tunica albuginea
(ROSS; PAWLINA, 2012). Os tubulos seminiferos sdo constituidos por uma membrana
basal propria ou camada peritubular e pelo epitélio seminifero, composto por células de
Sertoli e células germinativas (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2011).

As células de Sertoli sdo responsaveis ainda pela producdo de varios
metabolitos importantes para o controle das etapas de producdo do espermatozoide
(espermatogénese) (SPRITZER; REIS, 2012). Apresentam um periodo fixo de
proliferacdo e maturacdo, sem mitose ou diferenciacdo apds seu desenvolvimento.
Portanto, alteracées no numero, estrutura ou funcdo destas células, podem causar danos
ao epitélio germinativo comprometendo a espermatogénese, pois, o numero de células de
Sertoli estd relacionado ao tamanho testicular no individuo adulto e sua producao
espermatica (SPRITZER; REIS, 2012).

O espaco intertubular € preenchido por tecido conjuntivo e nervos, e
apresentam células como fibroblastos, células indiferenciadas, células do sistema imune,
como macréfagos, e as células de Leydig. As células de Leydig se desenvolvem ainda
durante a fase fetal e se diferenciam no periodo pré-puberal, sdo responsaveis pela
producdo do hormdnio testosterona e consequente masculinizacdo do sistema urogenital
(ROSS; PAWLINA, 2012).

O epididimo é um ducto longo, extremamente enovelado, medindo de 4 a 6 m
de comprimento no homem, circundado por uma camada de células musculares lisas, é
dividido anatdbmica e histologicamente em: cabeca, com pouca concentracdo de
espermatozoides na luz; corpo, com aumento na concentragcédo de espermatozoides na luz
do ducto e cauda, com grande quantidade de espermatozoides (OLIVEIRA et al., 2013).

Por tanto, uma das fun¢des do epididimo é o acumulo e armazenamento de
espermatozoides (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2011). E importante ressaltar que os

espermatozoides adquirem motilidade e capacidade fértil durante sua passagem pelo
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epididimo e que a redugdo do tempo de travessia por este 6rgdo prejudica o processo de
maturacdo espermatica (BORGES et al., 2013).

As glandulas acessorias constituidas por prostata, vesicula seminal e glandula
bulbouretral auxiliam na formacao do fluido seminal, gerando energia para a mobilidade,
protecdo, transporte, nutricdo e estabilidade do espermatozoide (ROSS; PAWLINA,
2012). O pénis anatomicamente € composto por raiz, corpo e glande, formado por tecido
erétil, pela uretra e envolto por pele, apresentando como func¢des primarias: miccéo,

copulacgéo e transferéncia de esperma (RODRIGUEZ et al., 2012).

1.2.1 Espermatogénese

A espermatogénese denominada de gametogénese masculina, € um processo
continuo na vida do homem apds ser atingida a puberdade, em resultado a estimulacao
dos horménios gonadotropicos da hipofise anterior, iniciando em média aos 13 anos e
prosseguindo durante maior parte da vida, diminuindo na velhice, ocorrendo
aproximadamente durante 74 dias (GUYTON; HALL, 2012; HAMMOUD et al., 2012).

Inicialmente as espermatogonias formadas durante a vida fetal, alojadas nos
tubulos seminiferos, migram entre as células de Sertoli, e apds a fase de multiplicacao
entram na fase de crescimento, originando dois espermatécitos primarios, que se dividem
formando dois espermatocitos secundarios. A continuidade do processo de maturacdo
ocorre na divisdo por meiose dos espermatécitos secundarios, dando origem as
espermatides, que passam pelo fendbmeno da espermiogénese, formando assim, o0s
gametas masculinos (ROMBAUT et al., 2017).

Os espermatozoides formados séo compostos de cabeca e cauda, percorrem o
epididimo, onde apds 18-24 horas desenvolvem a capacidade de motilidade, s&o
armazenados em maior quantidade no canal deferente e em menor quantidade no
epididimo (HAMMOUD et al., 2012).

Na cabeca encontra-se 0 nudcleo condensado da célula, com membrana
plasmatica e citoplasma. Na parte anterior da cabeca, encontra-se o acrossomo, formado
pincipalmente pelo aparelho de Golgi e aglomerado de enzimas proteoliticas, entre elas a
hialuronidase que possibilitam a entrada dos espermatozoides para o processo de
fertilizacdo (GUYTON; HALL, 2012). A cauda do espermatozoide é responsavel pela
motilidade da célula e possui trés componentes: esqueleto central (constituido por 11

micro tubulos- coletivamente denominados de axorema); a membrana que recobre o
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axorema; e 0 conjunto de mitocondrias que envolve o axorema na porcao proximal da
cauda (CHEN et al., 2017).

Contudo é necesséario que os espermatozoides depositados no trato genital
feminino possuam viabilidade, fertilidade, morfologia e atividade metabdlica normais,
capacitacdo espermética e membrana plasmaética integra, para que consiga atravessar o
Utero, passa para o oviduto e fertilizar o ovécito (ROMBAUT et al., 2017).

Por volta de 50 dias de idade, ratos atingem a puberdade, com 75 dias
apresentam a maxima producdo espermatica testicular e com 100 dias possuem a maior
concentracdo de espermatozoides armazenados na cauda do epididimo, atingindo entdo
a maturidade sexual. A espermatogénese completa tem duracdo de 52 a 53 dias (ROBB
et al., 1978; CHEN et al., 2017).

1.2.2 Regulagdo hormonal masculina

O hipotadlamo é um importante centro integrador de informacdes, que garante a
homeostase do organismo, coordenacdo de fungdes viscerais, iniciacdo de
comportamentos, como a reproducao e atua como area de interacdo entre o sistema
nervoso central e o resto do corpo (GORE, 2013). Secreta o horménio liberador de
gonadotrofina (GnRH), que estimula a producédo de horménio foliculo estimulante (FSH) e
horménio luteinizante (LH) pela hipéfise anterior, representando a primeira etapa para o
inicio da puberdade (MOURAQO; ABRAMOV, 2011; GUYTON; HALL, 2012).

O LH nos homens atua sobre as células de Leyding e estimula a producédo de
testosterona pelos testiculos e o FSH liga-se a receptores especificos nas células de
Sertoli, possibiltando o aumento da producdo de varias proteinas, estimulando
principalmente a espermatogénese (JUAREZ-ROJAS et al., 2017). Como exemplo destas
proteinas, temos a “proteina ligadora de androgénio” (ABP), que tem como funcéo ligar-se
a testosterona e garantir altas concentracdes locais deste hormonio, que em conjunto com
o FSH atuam estimulando divisbes meidticas necessarias para a espermatogénese
(SURESH; RAJAN; TSUTSUMI, 2011).

Parte da testosterona circulante € secretada pelo testiculo, menos de 1% é
produzida pela glandula adrenal, e grande parte da testosterona circulante esta ligada
fracamente a albumina e mais fortemente a globulina ligadora de horménios sexuais
(SHBG) (MADHUBABU; YENUGU, 2017). A testosterona pode ainda ser convertida a

diidrotestosterona (DHT) pela agdo da enzima 5a-redutase, fazendo com que a DHT
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tenha afinidade duas vezes maior pelo seu receptor quando comparado ao seu precursor
(KICMAN, 2010).

A testosterona além de regular a concentracdo periférica de LH e atuar por
sinergismo com o FSH na producdo de espermatozoides, é responsavel também pelo
desenvolvimento do sistema reprodutor masculino e diferenciacdo sexual (JUAREZ-
ROJAS et al., 2017). Portanto, sempre que a secrecdo de testosterona fica elevada, por
meio do hipotalamo- hipofise anterior a testosterona fica a niveis desejaveis (feedback
negativo), e do contrario, niveis baixos de testosterona induz o hipotdlamo a secretar
GnRH, estimulando aumento da secrecdo de LH e FSH, tendo como resultado o aumento
da secrecéo testicular de testosterona (MADHUBABU; YENUGU, 2017).

Os hormdnios gonodais, portanto, promovem a diferenciacdo sexual do sistema
nervoso em dois momentos. Antes da puberdade, sendo um periodo critico em que 0s
circuitos neurais de cada sexo sao consolidados, desempenham entdo uma funcao
organizacional, e depois da puberdade, esses horménios desempenham funcao
regulatoria, pois os horménios atuam ativando os circuitos e desencadeando os aspectos

fisioldgicos da funcédo reprodutora (GERARDIN et al., 2006).

1.2.3 Atividade sexual masculina

Com a puberdade ha véarios eventos dinAmicos e complexos do
desenvolvimento sexual, acarretando mudancas fisicas, comportamentais e hormonais,
através das quais a maturacdo sexual ocorre e a capacidade reprodutiva é obtida
(GOLUB et al.,, 2008). Varios neurotransmissores e horménios modulam a atividade
sexual, no entanto, 0 mecanismo de acédo, sobre as fases do ciclo de resposta sexual
ainda ndo sdo bem compreendidas (LA TORRE et al., 2013). Contudo, € importante
distinguir a motivacdo sexual, do desempenho sexual, mesmo usualmente ndo sendo
independentes um do outro.

A motivacao sexual € ativada pela presenca de um (a) companheiro (a), trata-
se de uma motivacao incentivada, diferente de outras motivacées como sede, fome, sono,
pois em curto prazo a abstinéncia ndo tende a ser prejudicial ao organismo (AGMO,
2003). Esta fase foi descrita por Kaplan em 1979, como a fase de desejo ou apeténcia.
Corresponde a vontade de estabelecer uma relacdo sexual, a partir de algum estimulo
sensorial, pela memoria, sendo o Sistema Nervoso Central (SNC) o centro primario do

controle da motivagéo sexual.
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Machos em resposta aos estimulos de fémeas receptivas, necessitam além
das caracteristicas auditivas, visuais e olfativas, de concentracbes adequadas de
horménios testiculares (HULL; WOOD; MCKENNA, 2006; VANDENBERGH, 2006).
Portanto, o contato sexual € iniciado pelo estimulo olfatdrio que parece estar envolvido na
transmissao central de muitos feromonios (SAKUMA, 2009). O desempenho sexual por
sua vez é um comportamento que envolve gratificacdo e reforco, composto por varios
elementos, incluindo a investigacdo anogenital, montagens, intromissdes e ejaculacédo (LA
TORRE et al., 2013).

Contudo, a caracteristica principal da resposta sexual masculina é a erecao
peniana. A erecdo consiste em complexas interacdes que envolve 0 sistema nervoso
autbnomo e fluxo sanguineo local (AGMO, 1997). Inicialmente o pénis no estado de
flacidez por acdo da noradrenalina (vasoconstriccdo da musculatura lisa impedindo
entrada de sangue nos corpos cavernosos), indo para o estado de erecdo acao da
acetilcolina (desaparecimento da vasoconstriccdo, com entrada de sangue e chegando-se
a erecao) (WHO, 2010).

O oOxido nitrico (ON) atualmente € considerado o principal modulador
bioquimico da erecdo peniana, atua ativando a enzima guanilato ciclase, que tem como
funcdo a sintese de guanosina monofosfato ciclica, estd atua diminuindo o influxo de
célcio na musculatura vascular e no corpo cavernoso do pénis, induzindo o relaxamento
muscular e possibilitando a erecdo (CHOI; KIM; PARK, 2017).

Como descrito, a presenca de ON no liquido seminal é fundamental para que
0s espermatozoides possam atuar na funcéo de gamenta. Porém em altas concentracoes,
o ON causa danos estruturas e reduz mobilidade e vitalidade dos espermatozoides. Do
contrario, em baixas concentracdes, ocasiona dificuldades no processo de fertilizacao, e
tem-se o comprometimento da fungcédo reprodutora, por disfuncdo da regulacdo do eixo
hipotalamico-hipofisario-testicular (FANELLI et al., 2017).

Os homens, no entanto, estdo vulneraveis a apresentar disfuncdes sexuais
devido a ignorancia, inibicdo e ansiedade de desempenho (COSTA, 2010). As principais
disfuncbes que acometem os homens séo: disfuncéo erétil (incapacidade de se obter e
manter a ere¢do), disfuncdes da ejaculacao (precoce, retardada, retrograda e ausente) e
alteracbes espermaticas (viabilidade e morfologia) (CAVALCANTI; SERRANO; LOPES,
2005).

A ejaculagdo precoce ocorre quando o homem ndo consegue identificar e
controlar as sensacodes proprioceptivas que antecedem o reflexo ejaculatorio (KOCKOTT,

2007). A retardada é a dificuldade ou inabilidade de ejacular mesmo tendo estimulo,
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desejo e erecdo (LEIBLUM; WIEGEL, 2002). A retrograda ocorre quando o sémen é
direcionado para a bexiga, ao invés de ser expulso (MUNJACK; KANNO, 1979). E a
auséncia de ejaculado ocorre em situacdes que ndo ha producdo de sémen ou quando
ocorre oclusdo de canais que conduzem o liquido seminal do testiculo ao pénis
(CAVALCANTI; SERRANO; LOPES, 2005).

Na investigacdo de possiveis alteracfes no sistema reprodutor masculino, as
avaliacbes consistem em testes de comportamento sexual, desempenho sexual,
fertilidade e em avaliagdo laboratorial, principalmente de exame fisico, dosagens dos
niveis hormonais (testosterona livre e total, FSH, LH e prolactina) e analise seminal
(HELLSTROM et al., 2006; WHO, 2010). Todavia, nenhum teste isolado €& capaz de
predizer a fertilidade de um individuo, mas o conjunto de varias caracteristicas pode

determinar uma maior fertilidade em potencial (FANELLI et al., 2017).
1.3 SISTEMA REPRODUTOR FEMININO

Consiste em dois ovarios, duas tubas uterinas (ovidutos), Utero, vagina e a
genitalia externa, que tem como funcao a producéo e transporte dos gametas, sintese de
horménios, reproducao, protecao e nutricdo do embrido (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2011)

(Figura 2).

Figura 2- Sistema reprodutor feminino de Rattus norvegicus Wistar.

Fonte: Autor (2017).

Os ovarios sao glandulas que possuem como funcdes principais a secrecao
dos hormoénios esteroides sexuais e a formacdo, desenvolvimento e liberacdo dos
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ovacitos (BAERWALD et al., 2012; MOLINA, 2014; LIU et al., 2015). Tem sua superficie
recoberta por epitélio germinativo, o qual € apoiado pela tunica albuginea, e subjacente a
tunica, observa-se a medula e a cortex, através da medula ocorre a entrada e saida dos
sistemas vasculares, linfatico e nervoso (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2011). E no cortex
ocorre o desenvolvimento dos foliculos ovarianos e produgdo dos horménios ovarianos
progesterona e estrégeno (BAERWALD et al., 2012).

As trompas de Falopio, como os ovarios ndo sdo considerados sexualmente
receptivas. S&o compostas por uma camada mucosa, uma camada de musculo liso e uma
tinica serosa. Em ratas, é dividida em quatro segmento, pré-ampola, ampola, istmo e
intramural (MOLINA, 2014). O utero dependendo da espécie animal, pode apresentar
formas anatdmicas diversas. Em humanos, o Gtero tem formato de péra invertido, e em
roedores é formado por dois cornos que se unem na regido da cérvix vaginal (Figura 2).
O colo uterino anatomicamente divide-se em duas por¢des, chamadas de ectocérvice e
endocérvice (PLEWKA, 2007).

A cavidade endocervical possui funcdo secretora e locomotora. A porcao
ectocérvice apresenta trés extratos de células escamosas, camada profunda, constituida
por uma camada de células basais e vérias de células parabasais; extrato intermediério,
constituido por varias camadas de células intermediarias e extrato superficial, constituido
por varias camadas de células superficiais (PLEWKA, 2007; TAPIA, 2008).

A vagina € uma estrutura fortemente vascularizada e composta por trés
camadas: mucosa, muscular e camada adventicia (CUZIN, 2012). A vulva designa
genericamente o conjunto de estruturas que compdem a genitalia externa feminina, sendo
constituida pelos grandes e pequenos labios, pelo espaco interlabial, no qual se inclui o
vestibulo, o meato urinario, o orificio inferior da vagina e o himen, pelos 6rgédos erécteis,
representados pelo clitoris e bulbos vestibulares, e pelas glandulas anexas, as glandulas

parauretrais e as glandulas vestibulares (Bartholin) (HENNEKAM et al., 2013).

1.3.1 Regulagdo hormonal feminina

Em idade reprodutiva as mulheres normais produzem todas as trés classes de
esteroides sexuais, 0s androgénios, as progestinas e os estrégenos (LIMA-VERDE et al.,
2011). Os androgénios sdo precursores dos estrogénios, e estdo relacionados ao
aumento da libido, da massa muscular, do desenvolvimento normal do foliculo ovariano e
de sua atrésia (ESTRADA et al., 2017).
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A progesterona é produzida no corpo liteo, sendo de grande importancia para
as funcdes de ovulacdo, desenvolvimento uterino, das glandulas mamarias, e pela
expressdo neurocomportamental associada com a capacidade de resposta sexual
(ARAUJO et al., 2015).0s estrogénios (estradiol, estrona e estriol) sdo secretados por
tecidos reprodutores (foliculos ovarianos, corpo liteo e pela placenta na gravidez), por
tecidos nao reprodutores (tecido adiposo, neurénios do hipotdlamo e musculo), e, ainda,
podem ser derivados da reacdo de aromatizacdo dos androgénios nos tecidos periféricos
(ESTRADA et al., 2017).

O estrogénio e a testosterona desempenham importantes papéis na regulagcéo
da funcéo sexual feminina (ZHENG, 2012). Niveis baixos de testosterona sao associados
a diminuicdo da excitacdo sexual, libido, orgasmo e sensacao genital, e o declinio nos
niveis de estrogénio sérico resulta em afinamento do epitélio da mucosa vaginal e atrofia
do musculo liso da parede vaginal e torna o ambiente do canal vaginal menos acido, o
gue leva a infec¢des vaginais, infeccdes do trato urinario e incontinéncia, bem como
queixas de disfuncéo sexual (SALLES; ARAUJO, 2010).

Durante o ciclo menstrual, ocorrem altera¢cfes ritmicas mensais na secrecao
dos hormdnios citados, mudancas nos ovarios e érgaos sexuais que dura em média 28
dias. Estando dividido em dois segmentos, o ciclo ovariano (fase folicular e fase Iutea) e o
ciclo uterino (proliferativa e secretora) (BEREK, 2007; GUYTON; HALL, 2012). No ciclo
ovariano, a fase folicular corresponde aos primeiros 14 dias do ciclo menstrual e é
marcada pela secrecdo de estrogénio e pelo crescimento de novos foliculos. Apés a
ovulacdo, a célula secretora do foliculo transforma-se no corpo liteo, que secreta grande
guantidade de progesterona e estrogénio, e apds duas semanas, o0 corpo luteo degenera,
e inicia-se a menstruacdo, devido a queda acentuada dos horménios ovarianos
(SELGRADE; HARRIS; PASTEUR, 2009; CARVALHO et al., 2010).

1.3.2 Atividade sexual feminina

No ciclo da resposta sexual da mulher, os toques e caricias exercem um papel
mais decisivo que os estimulos visuais. Ao serem estimuladas, a primeira mudanca que
ocorre € 0 aumento do fluxo sanguineo genital ao mesmo tempo que se observa a
contracao dos musculos perineais. Segundos apés o aumento do fluxo sanguineo vaginal,
inicia-se a lubrificacdo vaginal, decorrente das secre¢des das glandulas uterinas, que
facilita a entrada do pénis (COCCHIO et al., 2018).
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Os labios internos aumentam sua espessura e empurram o0s labios maiores,
tornando a vagina mais espessa e 0s musculos por todo o corpo, ficam tensos e se
contraem, a frequéncia cardiaca e respiratoria aumenta e 0os mamilos tornam-se eretos.
Com a estimulacao clitoriana ou pela pressdo da parede vaginal, ocorre o orgasmo,
ocasionando uma tensdo corporal e intumescéncia pélvica para entdo se alcancar o
climax. ApoGs 0 orgasmo, 0 corpo retorna ao estado de ndo excitacdo (SNOEREN et al.,
2014).

Ao contrario do homem, a mulher pode apresentar multiplos orgasmos, e nédo
apresenta o periodo refratario imediatamente apds o climax, quando o pénis se torna
flacido, sendo necessario nova estimulacdo para que ocorra erecado e possivelmente um
orgasmo. Apds a menopausa com a diminuicdo dos niveis de estrogénio circulante, as
mulheres apresentam alteracdes sexuais, como atrofia da musculatura lisa, alteracédo de
pH vaginal e no limiar sensitivo (HEIJKOOP; HUIJGENS; SNOEREN, 2017).

Em animais de laboratorio, a capacidade sexual feminina é facil de observar e
medir no rato de laboratorio, pela apresentacdo de lordose, contudo, se uma rata feminina
€ ou ndo motivada sexualmente e a extensdo da motivagéo, ndo é tao facil de quantificar.
Assim, o comportamento sexual feminino, além de ser avaliado pela capacidade de
lordose, pode se incluir os seguintes fatores: atratividade, proximidade, e receptividade
(KOHTZ; WALF; FRYE, 2017) (Figura 3).

Figura 3 - Reconhecimento pela liberacdo de ferorménios na regido anogenital.

Fonte: Autor (2017).
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1.4 INTERACAO SEXUAL- CICLO DE COPULACAO DE RATOS

Quando os ratos tém a possibilidade de se acasalar com varios parceiros
simultaneamente, ambos os ratos machos e as fémeas preferem os parceiros que 0s
abordam primeiro (SNOREN et al., 2011; MOENE; SNOEREN, 2018). A identificacéo e
reconhecimento do individuo ocorrem pelo cheiro inato de cada especie, que é resultado
da liberacdo de substancias quimicas denominadas ferorménios, que nos roedores, sao
liberados na regidao anogenital (CHU; AGMO, 2014). O ciclo de copulacao pode ser dividio
em trés partes, fase precopulatéria, fase de copulacdo e fase executiva (AGMO;
SNOEREN, 2017) (Figura 4).

Figura 4 - Atratividade (a), proximidade (b), e receptividade (c) no ciclo copulatorio.

Fonte: Geradin (2006).

Durante a fase precopulatoria, acontece a atratividade, o0 macho se aproxima
da fémea, ambos interagem e se aproximam para cheirar uns aos outros na regiao
anogenital, para obetr indicios ferorménais de receptividade sexual, ocorre a monta e
palpamento do flaco. A femea apresenta comportamento de aproximidade (Figura 4a)
(SNOEREN et al., 2014; AGMO; SNOEREN, 2017; MOENE; SNOEREN, 2018).

A receptividade é a aceitacdo da fémea para uma cépula bem sucedida, em
gue ocorre empurrao raso da pelve sobre a fémea antes da penetragao e depois um chute

alto e intenso de uma ou ambas patas posteriores logo apds a penetragdo, e a fémea
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receptiva promove o reflexo de lordose, que é a caracteristica mais proeminente da
receptividade da fémea (Figura 4b) (AUWAD; HAGI, 2012; HEIJKOOP et al., 2017). A
apresentacao da lordose € muito importante para o0 sucesso reprodutivo em ratos, pois € o
gue permite a insercdo peniana pelo macho, e eventualmente a ejaculagcéo, cumprindo a
funcdo bioldgica da sexualidade (BERGHEIM; CHU; AGMO, 2015).

Apo6s uma série de montagens e intromissodes, estes comportamentos tendem a
prosseguir, sendo interrompidos por autolimpeza, descanso e ritmo pela fémea
(comportamento desenfreado). A ejaculacao constitui a fase executiva para o macho, em
gue a fémea se afasta, e ap6s permanecem separados, seguido por um periodo de
inatividade masculina, geralmente durando cerca de 5 minutos, chamado de intervalo pos-
ejaculatério que é finalizado com um novo ciclo de comportamento sexual (Figura 4c)
(SNOEREN, 2015; AGMO; SNOEREN, 2017).

1.5 PLANTAS MEDICINAIS E REPRODUCAO

A medicina tradicional se faz presente nos dias de hoje e vem sendo praticada
mesmo diante dos grandes avan¢os da medicina moderna, com as plantas e os extratos
obtidos de suas partes utilizadas no tratamento de diversidade doencas (SINGH; NAIR;
GRUPTA, 2012). Contudo, a crenca de que produtos naturais utilizados como
medicamentos sdo seguros, sdo atrativos para criangcas, mulheres gravidas e idosos
(ARRUDA, 2011).

Os primeiros relatos do uso de plantas no tratamento de doencas datam dos
séculos Il e lll antes da era cristd (TYLER, 1987). No século XVI, o médico Philippus
Aureolus Theophrastus Bombastus von Hohenheim, mais conhecido como Paracelsus
(1493-1541), formulou a teoria das assinaturas, em que semelhante cura semelhante.
Atualmente muitas plantas sdo descritas na literartura com potencial toxico sobre o
sistema reprodutor, evidenciando efeitos embriotdxico, teratogénico, abortivo, sobre a
fertilidade, morfologia dos orgaos reprodutores, gestacdo e parturicdo (NUNES et al.,
2010).

Na década de 1950, nas areas rurais da China, descobriu-se que a reducédo
nos parametros reprodutivos masculinos estava relacionada a alimentagcédo, sendo comum
0 uso de Oleo de algodéo, rico em gossipol (GADELHA et al., 2011). Estudo demonstrou
gue este composto promove reducédo na qualidade do sémen (motilidade e concentracao)

e reducdo da libido, dano celular e degeneracéo de tabulos seminiferos, interferéncia no
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ciclo estral das fémeas e interrupcdo do desenvolvimento embrionario precoce (EL-
SHARAKY et al., 2010).

As espécies Azadirachta indica A. Juss, Anthocephalus cadamba Miqg. Roxb,
Capparis aphylla Roth e Drynaria quercifolia (L.) J. Smith, sdo de origem asiatica. A A.
indica é conhecida popularmente pelos nomes de neen, nim, margosa, nime, muito
utilizada como inseticida, acaricida, fungicida, nematicida, medicamento e cosmético e
guando administrado o p6 das folhas desta planta na dose de 200 mg/kg de peso
corporeo, ao longo de 28 dias, foi observado reducéo da fertilidade de ratos e alteracbes
morfologicas reversiveis apds 42 dias ao tratamento, no epitélio seminifero testicular
(D’CRUZ et al., 2010).

A espécie A. cadamba em estudo conduzido por Shaikh e colaboradores
(2015), apresentou atividade abortiva, estrogénica e uterotrofica pela administracdo do
extrato metandlico das cascas do tronco.

Capparis aphylla bastante utilizada para o tratamento de uma variedade de
desordens cardiovasculares, teve seu extrato etanolico administrado em ratos machos em
estudo conduzido por Revathi et al. (2010), e foi observado perda total de fertilidade, com
declinio da contagem e motilidade de espermatozoides, levando ainda a alteracdes
estruturais nos testiculos, indicando esta espécie como potente contraceptivo masculino.

O rizoma fresco de D. quercifolia € uma das partes da planta usada
tradicionalmente por diferentes comunidades étnicas na india para controle de natalidade
como agente antifertiidade (RAJENDRAN; RAJAN, 1996; DAS et al., 2012). Estudo
realizado por Das e colaboradores (2014), com o extrato metandlico do rizoma de D.
Quercifolia demonstrou atividade abortiva e antiimplantacdo.No continente africano muitas
espécies sao utilizadas como contraceptivos, tais como Parkia clappertoniana, Carpolobia
lutea, Ficus platyphylla Del. Holl e Pouzolzia mixta (ETTEBONG et al., 2011; BOYE et al.,
2016).

As sementes de P. clappertoniana na republica do Gana, sdo consumidas em
varias formas pela populacéo, incluindo mulheres gravidas e criangas, e em estudo
realizado por Boye e colaboradores (2016), o extrato aquoso de sementes de P.
clappertoniana foi avaliado sobre o desempenho reprodutivo e a toxicidade, em diferentes
periodos gestacionais (1-7, 8-14 e 15 dias de gestacao) e diferentes concentracdes (200 e
500 mg/kg ), sendo comparado com solucéo salina, citotec (misoprostol) e acido folico. A
administracdo oral deste extrato melhorou o desempenho reprodutivo em roedores, sem

gue ocasiona-se toxicidade materna e alteracées no desenvolvimento da prole.
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Em 2011, foi realizado estudo para avaliar a atividade contraceptiva,
estrogénica e antiestrogénica do extrato metandlico da raiz de C. lutea. Os resultados
observados demonstraram que ndo houve anormalidade nos filhotes, nos ratos tratados
com o extrato em doses baixas demonstraram efeito estrogénico, e em doses elevadas
demonstraram agéo antiestrogénica. Portanto, confirmando o uso tradicional de C. lutea
no controle da fertilidade (ETTEBONG et al., 2011).

F. platyphylla € uma planta amplamente distribuida em toda a regido de savana
da Africa Ocidental, e tem sido descrita para o tratamento de varios problemas de
fertilidade (CHINDO et al., 2003; REYES-GARCIA, 2010). Esta espécie teve 0 extrato
aquoso combinado de folhas e raiz, imitando assim a forma de preparado utilizado,
administrado em fémeas de Rattus norvegicus Wistar gravidas, em comparacdo com
Citrato de Clomifeno, para investigar varios indices reprodutivos. Os resultados deste
estudo demonstraram que o extrato promoveu a fertilidade, mantendo a integridade
uterina, aumentando o numero de filhotes, sem que se apresente qualquer efeito
teratogénico (UGWAH-OGUEJIOFOR et al., 2011).

Na Turquia, no mediterraneo sao cultuvadas especies de Salvia, principalmente
a Salvia fruticosa. A ingestdo de extrato etandlico e aquoso das folhas (200, 400 e 800
mg/kg), no periodo de pré- implentacdo (d1-d6), ndo causou mortalidade nas
progénitoras, porém, reduziu o numero de fetos vidveis e aumentou o numero de
reabsorcoes, e ainda apresentaram atividade anti-implantacao e anti-fertilidade.

Em estudo conduzido por Sewani-Rusike (2013), extratos aquoso e etandlico
de P. apresentaram efeito antifertilidade, sendo este efeito atribuido a efeitos anti-
implantacéo, estrogénicos e ocitdcicos dos extratos.

A espécie Lepidium meyenii é nativa da regido dos Andes no Peru, mas pode
ser encontrada na Bolivia, Colémbia, Chile e Argentina (CARDENAS, 2005). Na medicina
tradicional peruana, L. meyenii, € utilizada para aumentar a vitalidade, promover a libido,
aumentar a fertilidade e o desempenho sexual de ambos os sexos (MUMMENHOFF et al.,
2009). Em estudo realizado com esta planta, a administracédo de 66,7 mg/kg de extrato
duas vezes ao dia ao longo de 14 dias, aumentou significativamente o niamero de células
de Sertoli, células de Leydig e espermatdcitos, mas nao influenciou a qualidade dos
espermatozoides (REATEGUI et al., 2009).

Segundo Cabral e Pasa (2009), no Brasil existe trés influéncias na formacao da
medicina popular, sendo estas, a colonizagdo portuguesa, a participacdo indigena e a
cultura africana. O barbatimdo é representado por cinco espécies com distribuicao

geografica em todas as regibes do pais, principalmente no Bioma do Cerrado:
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Stryphnodendron adstringens, S. obovatum, S. polyphyllum, S. coriaceum e S.
rotundifolium. O extrato das sementes foi testado em ratas gravidas, sendo observado
alteracdes da zona basal da placenta, acarretando a morte embrionaria, atrofia do corpo
lGteo, reducdo de peso uterino (VITRAL et al., 1987; BURGER et al., 1999).

A arruda (Ruta graveolens L.) € uma das plantas mais comumente utilizadas
para inducdo de aborto no Brasil e em outros paises da América e regido Mediterranea e
os dados existentes sdo contraditorios com relacdo aos efeitos da arruda sobre os
diferentes periodos gestacionais. Em estudo realizado por Kong e colaboradores (1988), o
extrato cloroférmico das partes da planta, foi administrado em animais no periodo de pré-
implantacéo, sendo observado atividade anti-fertilidade.

O extrato alcodlico de R. graveolens administrado a ratas no mesmo periodo
gestacional causou reducdo no numero de células do blastécisto e retardo no
desenvolvimento embrionario (GUTIERREZ-PAJARES et al., 2003). Posteriormente,
Freitas, Augusto e Montanari (2005), administraram oralmente o extrato hidroalcoolico
liofilizado das partes aéreas na dose de 1000 mg/kg/dia a camundongos no periodo de
pré-implantagdo (d1-d3, d4-d6 e d7-d9), ndo sendo observado aborto ou reabsorcéo
embrionéria, contudo, foi encontrado morte fetal.

O falso boldo (Coleus barbatus) quando administrado em roedores no periodo
de pré-implantacdo, causa perda embrionaia e desenvolvimento retardado (ALMEIDA;
LEMONICA, 2000). Em outro estudo, conduzido por Brandolt et al., (2007), ndo foi
observado qualquer sinal de toxicidade ou anomalias congénitas as proles dos diferentes
tratamentos.

Quebra-pedra (Phyllanthus amarus) € citado em varios estudos, como espécie
gue nao pode ser utilizada durante a gravidez, por possuir principios ativos com
capacidade de atravessar a barreira placentaria, podendo provocar aborto, e também
serem excretadas no leite materno (SILVA; SALLES, 2004; SILVA et al., 2013).

Matsui e colaboradores (1967) avaliaram o efeito do extrato aquoso da
Maytenus ilicifolia conhecida popularmente como espinheira-santa, sobre a fertilidade de
camundongos Swiss. Para tanto expuseram camundongos fémeas e machos a
administracao intraperitoneal, duas vezes ao dia, a 0,05 e 0,2 mL do extrato durante cinco
dias anteriores e nos cinco primeiros dias da prenhez. Os autores relataram que o0s
animais ndo apresentaram alteracbes na libido, no ganho de massa corporal, na
fertilidade ou no ciclo estral quando comparados com o grupo controle. De maneira
semelhante, n&do houve alteracdo no tamanho da ninhada, nem presenca de

anormalidades nos descendentes quando comparados com o controle.
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Em 1998, o efeito do extrato etandlico das folhas foi testado nas doses de 200
mg/kg por 20 dias (intraperitoneal) e 300 mg/kg por 30 dias (oral) em camundongos
machos, sendo entdo observado células germinativas imaturas e/ou mortas com nucleos
picnéticos e vacuolizagdes nos tubulos seminiferos, contudo, a produ¢cédo esperméatica ndo
foi afetada, sugerindo que esta substadncia ndo suprime a espermatogénese
(MONTANARI et al., 1998).

O extrato hidroetandlico desta espécie foi testado em 2002, sendo administrado
oralmente em camundongos em periodos distintos da gestacdo. Sendo observado efeito
abortivo no periodo de pré-implantacdo em algumas progenitoras (MONTANARI;
BEVILACQUA, 2002). Quanto ao extrato hidroacétonico de M. ilicifolia, estudo
demonstrou que a administracdo das doses de 3,9 e 15,1 mg/ kg durante 20 dias, nao
ocasionou efeito teratogénico ou qualquer sinal de toxicidade materna (CUNHA-LAURA et
al., 2014).

A espécie Pradosia huberi Duckem é nativa da floresta Amazbnica, sendo
conhecida popularmente como “casca doce” ou “pau doce”, vem sendo utilizada pela
medicina popular, devido ao seu potencial terapéutico para doencas gastrointestinais
(KUSHIMA et al., 2005). Foram encontrados no extrato hidroalcéolico das cascas do caule
de P. huberi compostos bioativos, como flavonoides, esteroides, saponinas e triterpenos.
Os flavonoides, sdo compostos conhecidos por apresentar efeitos toxicos sobre o sistema
reprodutor como atividade estrogénica, antiandrogénica e por interferir na fertilidade
(SANTOS, 2011).

Em estudo conduzido por Santos et al. (2016), com o objetivo de investigar a
toxicidade de P. huberi na fertilidade masculina, ratos Wistar machos foram tratados com
extrato hidroalcodlico da casca do caule em doses de 1,22, 6,1 e 30,5 mg/kg, uma vez por
dia, durante 63 dias. Na Ultima semana de tratamento (do 57° ao 63° dia), os machos
foram acasaladas com fémeas virgens nao tratadas e eutanasiados no 64° dia.

Os resultados demonstram que a producdo de gametas e sua morfologia néo
diferiram entre os grupos controle e tratados, e a capacidade de acasalamento nao foi
prejudicada, mas causou aumento no indice de perda pré-implantacao, reducéao no indice
de implantacéo, e no indice de perda pos-implantacdo de ratas fémeas acasaladas com
ratos tratados nas doses de 6,1 e 30,5 mg/kg, respectivamente, indicando uma possivel
acao toxica desta especie no sistema reprodutivo de ratos.

Ginkgo biloba, foi investigada sobre a fertilidade de ratos machos tratados com
17 mg/kg por 91 dias e fémeas por 77 dias. Os resultados demonstraram que esta

espécie ndo afetou o peso e morfologia dos testiculos, Gtero, ovarios, e nem na prole

Introdugdo 40



(CASTRO et al.,, 2005). Os resultados foram confirmados em estudo realizado por
Fernandes e colaboradores (2010), em que ratas gravidas tratadas durante o periodo de
transito tubular e implantacdo com extrato aquoso de G. biloba nas doses de 3,5, 7 e 14
mg/kg/dia, ndo foram observados efeito toxico no organismo materno e ndo houve morte
embrionéria, retardo de crescimento ou malformacdes fetais.

Em 2012, Kuntze e colaboradores estudaram os efeitos de G. biloba sobre a
reproducdo de ratos machos e fémeas Wistar. Sendo observado que o extrato
administrado na dose de 120 mg/kg, durante 15 dias consecutivos, ndo promoveu
alteracbes nos testiculos e ovarios, hdo comprometeram o desempenho reprodutivo dos
animais.

Himatanthus sucuuba (Spruce) Woodson, é uma arvore de grande porte
conhecida como sucuuba (apresenta como composto quimico os iridéides, pertencente a
classe de terpeno) e nativa da regido Amazonica (CORREA, 1989). Em estudo realizado
por Guerra e Peters (1991), o tratamento com a decoccdo das cascas do caule de H.
Sucuuba (80 mg/kg), no periodo de pré-implatacdo, provocou baixa toxicidade reprodutiva
e potencialidade teratogénica. Em 2015, o tratamento com H. sucuuba no periodo de pré-
implantagéo e organogénese (d0-14), causou restricdo de crescimento intrauterino, perda
pré-implantacdo e atraso no desenvolvimento nas altas doses testadas (SOUSA
SOARES, 2015).

Outra espécie estudada quanto ao potencial toxicante para gestantes foi a
copaiba. No trabalho conduzido por Sachetti e colaboradores (2011), ratas Wistar
gravidas foram tratadas com 0leo resina da copaiba (Copaifera sp.), nas doses de 500,
1000 e 1250 mg/kg/dia) do sexto ao nono dia de gestacdo. As doses mais elevadas (1000
e 1250 mg/kg), ocasionaram toxicidade materna e embriotdxica, no entato, ndo houve
mortes embrionarias ou malformacgdes fetais. Outro estudo, realizado em 2011, o creme
vaginal contendo 2,5% de oleo resina de copaiba foi introduzido no canal vaginal de ratas
durante 30 dias antes da gravidas e durante todo o periodo de gestacdo, ndo sendo
observado qualquer sinal de toxicidade tanto para progénitora como para os embrides
(LIMA et al., 2011).

Bauhinia monandra Kurz, conhecida vulgarmente como “pata-de-vaca” na
Amazbnia, possui grande valor econdmico, sendo utilizada com fins ornamental,
forrageiro e principalmente medicinal (MARTINS et al., 1995). Os extratos aquosos e
etandlicos das folhas secas de B. monandra nas doses de 1.400 e 7.000 mg/kg/dia, né&o

ocasionaram toxicidade materna ou fetal. Contudo, o extrato aquoso promoveu aumento
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da implantacdo e diminuicdo da perda poés-implantacdo nas ratas prenhas (MENDES et
al., 2010).

No territorio brasileiro e nas américas a espécie Pfaffia glomerata ocorre
naturalmente, sendo conhecido como ginseng brasileiro (GOMES et al., 2010; MENDES,
2011). No tratamento com Ginseng foi possivel observar malformacdes externas,
viscerais e esqueléticas, atraso no desenvolvimento fetal (TOLEDO et al., 2004).

Em estudo realizado por Sa e colaboradores (2014), ratas wistar foram
expostas ao extrato hidroetanodlico das cascas do caule de Endopleura uchi por via oral,
durante os periodos de pré-implantacdo, organogénese e desenvolvimento fetal. A
espécie citada demostrou seguranca no periodo de pré-implantacdo do blastocisto no
Utero, no periodo de organogénese, e apesar de alterar as perdas pés-implantes, nao
alterou significativamente nenhum dos outros parametros analisados. No periodo de
desenvolvimento fetal, mostrou-se seguro, apenas alterando as caracteristicas sexuais
das fémeas.

Artemisia vulgaris L., conhecida popularmente como losnabrava, € uma
espécie originaria da Asia e que vem se proliferando no Sul e Sudeste do Brasil
(LORENZI, 1982). O extrato metandlico das folhas de Artemisia vulgaris aprsentou forte
atividade anti-implantacdo e atividade estrogénica, sugerindo ter atividade antifertilidade
(SHAIK et al., 2014).

Croton urucurana é comumente encontrado no sul do Brasil, norte da
Argentina, Paraguai e Uruguai (BARBIERI et al., 2014). Em estudo, foi avaliado o efeito
do extrato aquoso de latex desta especie, tendo o tratamento causado toxicidade
materna, afetando o desenvolvimento fetal embrionario (MORAES-SOUZA et al., 2017).

Percebe-se que o0 uso de plantas é bastante elevado, pois apresentam alto
indice de efeitos terapéuticos com baixa ocorréncia de efeitos colaterais. Nos casos de
disfuncbes sexuais, plantas podem atuar como afrodisiacas melhorando as fases da
resposta sexual em ambos os sexos. Contudo, se nédo investigado adequadamente,
podem acabar interferindo negativamente na fertilidade do individuo, dificultando o seu
processo reprodutivo (LOHIYA; MANIVANNAN; GARG, 2006; KUSEMIJU et al., 2010).

1.6 Acmella oleracea (L.) R. K. Jansen
A espécie Acmella oleracea (L.) R.K. Jansen é conhecida popularmente como

jambu, agrido-do-Para, agridao-do-norte, agrido-bravo, agrido-do-brasil e botdo-de-ouro,

originaria na América do Sul, bastante cultivada e utilizada como tempero na culinaria da
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regido norte do Brasil (LORENZI; MATOS, 2002; PRACHAYASITTIKUL et al., 2009;
FAVORETO; GILBERT, 2010).

Possui porte herbaceo, medindo entre 30 a 60 cm de altura, com folhas
compostas, opostas, membranaceas e pecioladas, inflorescéncias compostas de flores
amarelas dispostas em secbes globulares terminais, de aproximadamente 1 cm, caule
cilindrico e carnoso, sendo a raiz principal do tipo pivotante, com abundantes ramificaces
laterais (HIND et al., 2003; FAVORETO; GILBERT, 2010).

As sinoniminas de Acmella oleracea (L.) R.K. Jansen sao: Spilanthes oleracea
L., Cotula pyretharia L., Pyrethrum spilanthus Medik., Spilanthes acmella var oleracea (L.),
Spilanthes fusca Mart., Bidens fervida Lan., Bidens fusca Lan., Isocarpa pyrethraria (L.)
Cass, Spilanthes radicans Schrad. Ex D. C e Spilanthes oleracea b fusca (Lam.) D. C.
(LORENZI; MATOS, 2002; HIND et al., 2003) (Figura 5).

Figura 5 - Acmella oleracea (L.) R.K. Jansen

Fonte: Autor (2017).

1.6.1 Composigado quimica

Em 1957, Jacobson descreveu a presenca de uma substancia chamada de
espilantol. Trata-se de um exemplo de alquilamida, que sdo os principais metabolitos
isolados das flores e folhas de A. oleracea (BOONEN et al., 2010). Trata-se de uma

amida alifatica, de formula molecular C14H23NO, descrita como um 6leo viscoso, ardente,
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de coloracdo amarelo claro, responséavel pela producdo do efeito de formigamento, que
vem despertando interesse da industria farmacéutica (BOONEN, 2010;
PRACHAYASITTIKUL et al., 2013).

Borges (2012) relata que na composicdo quimica desta planta inclui ainda os
compostos majoritarios trans-cariofileno, germacreno D, L-dodeceno e espatulenol. A
composicao fisico-quimica das folhas frescas de A. oleracea apresenta calcio, fosforo,
ferro, agua, proteinas, lipidios, carboidratos, fibra, cinza, vitamina B1, B2, niacina,
vitamina C e outros elementos quimicos (REVILLA, 2001).

O estudo preliminar da composicdo quimica do extrato aquoso das folhas de A.
oleracea, mostrou a presenca de saponinas, acidos organicos, acucares redutores, fenadis,
alcalbides, esteroides e triterpendides (PINHEIRO et al., 2015). No mesmo ano, Roméo e
colaboradores investigaram a composi¢ao do extrato aquoso das flores, em que a analise
fitoquimica indicou a presenca de flavonoides e alcamidas. Em outra investigacédo
fitoquimica das flores de A. oleracea, houve o isolamento de uma nova alquilamida, (2E,
5Z) -N-isobutilundeca-2,5-dieno-8,10-diinamida, juntamente com quatro analogos ja
descritos na literatura (CHENG et al., 2015).

Segundo Armond (2007), em triagem quimica da parte aérea de plantas de
jambu através da técnica de cromatografia de camada delgada, foi confirmada a presenca
de 6leos essenciais em até 0,7%, flavondides, espilantina, espilantol, spilol, afinina, colina
e fitosterina. Bae e colaboradores (2010), demonstraram que a técnica de HPLC-MS é
eficaz tanto para andlise quantitativa como para analise qualitativa de espilantol.
Revelando ainda que este composto extraido em etanol € estavel por mais de seis meses,

mesmo em alta temperatura.

1.6.2 Propriedades farmacoldgicas de A. oleracea

Na literatura sdo descritas varias atividades farmacoldgicas tanto do extrato,

como do espilatol isolado, dentre estas, tem-se comprovada as atividades como:

1.6.2.1 Anestésico

Andrade e colaboradores (2013) observaram efeito anestésico de formulacéo
(pomada) contendo jambu. Os autores inseriram uma agulha na mucosa bucal (sulco
vestibular acima da eminéncia canina) de voluntarios e avaliaram a resposta a dor por

meio de escala visual e variacdo da frequéncia cardiaca. Os resultados demonstraram
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qgue ndo houve diferenca estatistica no efeito anestésico entre o grupo que utilizou a
pomada contendo jambu e o grupo controle (benzocaina 20%) (p <0,05). Portanto, a
pomada de A. oleracea foi efetiva e segura na reducéo da dor local.

Em outro estudo, reportou-se a eficacia de um bioadesivo de quitosana
contendo extrato de jambu, como uma alternativa em potencial como anestésico tépico
oral (FREITAS, 2014).

1.6.2.2 Acaricida

Os estudos de Castro et al (2014) e Anholeto et al. (2016), demonstraram efeito
acaricida dos extratos produzidos a partir das partes aéreas (flores, folhas e caule) de A.
oleracea, sendo, portanto, esta espécie € uma ferramenta sustentavel no controle de

ectoparasitas.

1.6.2.3 Inseticida e larvicida

O extrato hexanico de A. oleracea mostrou alta atividade bioldgica frente as
lavas de Aedes aegyptii e neonatos de Helicoverpa zea (RAMSEWAK et al., 1999). Em
outro estudo conduzido por Moreno et al. (2012), o extrato bruto hexanico de A. oleracea

demostrou alta atividade inseticida, controlando a Tuta absoluta.

1.6.2.4 Antipirético

Estudo conduzido por Chakraborty e colaboradores (2010), induziu pirexia por
leveduras em ratos, e a utilizacao do extrato de A. oleracea nas doses de 100, 200 e 400
mg produziu reducdo significativa da temperatura comparado a droga padréo utilizada
(aspirina, 300 mg/kg). Tal atividade antipirética observada é atribuida a presenca de
flavonoides, inibidores predominantes de ciclo-oxigenase ou lipo-oxigenase (NARAYANA
et al., 2001).

1.6.2.5 Anti-inflamatéria e analgésica
Estudo realizado por Chakraborty e colaboradores (2004), avaliou-se a

atividade anti-inflamatéria e analgésica do extrato aquoso das partes aéreas de A.

oleracea, utilizando os modelos experimentais de edema de pata induzido por
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carragenina, teste de retirada da cauda (tail-flick) e o modelo de contor¢cbes abdominais
induzido por acido acético. Os resultados observados de efeito anti-inflamatério e
analgésico foram dose-dependente.

Ratnasooriya e Pieris (2005) demonstraram efeito anti-inflamatoério e anti-
hiperalgésico do extrato aquoso de flores frescas de jambu nas dosagens de 500, 1000 e
1500 mg/kg, administrado por via oral em ratos por meio dos modelos de dor inflamatoria
aguda e persistente com formalina e de hiperalgesia provocada por carragenina.
Possivelmente, isto deve-se a inibicdo da sintese de prostaglandinas, exercendo assim, o
extrato uma atividade anti-histaminica. Rios e colaboradores (2007) propuseram que 0
mecanismo de acdo sugerido para o efeito analgésico do espilantol, seria 0 aumento na
liberacdo do acido gama-aminobutirico (GABA) no cérebro.

Wu et al. (2008) observaram através de testes in vivo com macréfagos RAW
264,7, e propuseram que o efeito anti-inflamatério do espilatol é pela inibicdo da producdo
de mediadores pro-inflamatérios. Formulagcdo em gel desenvolvida para uso topico,
contendo 1% do extrato de éter de petréleo a partir das flores de jambu, apresentou
atividade anti-inflamatéria semelhante a apresentada pelo diclofenaco de sédio em gel, no
modelo de edema de pata induzido por carragenina (GRUPTA et al., 2012).

1.6.2.6 Antifungica

Em 2006, Rani e colaboradores, isolaram o espilantol das inflorescéncias de A.
oleracea e aplicaram em diferentes concentracfes de fungos causadores de doencas em
humanos como Aspergillus flavus e A. paraciticu e fungos causadores de doencas
presentes na agricultura, o Fusarium oxysporium e F. moniliformis, mostrando atividade

biolégica em varias concentracdes de espilantol.

1.6.2.7 Diurética

Em estudo realizado por Ratnasooriya e colaboradores (2004), o extrato
aquoso das folhas de A. oleracea apresentou forte acdo diurética, e a diurese induzida
pelo extrato apresentou intensidade semelhante a do farmaco furosemida, com presenca
de urina acidificada. Além disso, a acéo diuretica do extrato ocorreu rapidamente, sendo
de longa duracdo. Portanto, um perfil diuretico atraente, restrigindo a frequéncia de
administracdes. Estes rsultados foram também observados por Yadav et al. (2011), com o

extrato etanolico das folhas de A. oleracea na dose de 500 mg/kg/v.o.
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Gerbino e colaboradores (2016) observaram que o espilatol ocasionou inibigdo
induzida na produgcdo de adenosina monofosfata ciclica, modulando negativamente os
mecanismos de concentracdo de urina. Estes estudos, portanto reforcam a possivel

utilizacédo desta espécie como diurético pela populacao.

1.6.2.8 Antioxidante

Wongsawatkul et al. (2008) observaram que o extrato cloroformico de A. oleracea
apresentou atividade antioxidante in vitro. Em 2015, Pinheiro e colaboradores avaliaram o
potencial antioxidante do extrato aguoso das folhas de A. Oleracea contra o radical
DPPH. Observou-se que a atividade de reducdo na DPPH é diretamente proporcional a
concentragéo de extrato utilizada (DE50% = 2,76 mg) (PINHEIRO et al., 2015). Ainda no
mesmo ano, Romédo e colaboradores (2015), também conduziram um estudo para
determinar o potencial antioxidante, também pelo teste com DPPH, porém do extrato
aquoso das flores de A. oleracea. Os resultados demonstraram que que 0 extrato aquoso
das flores de A. oleracea possui fraca capacidade antioxidante.

Hossain e colaboradores (2012) ao estudarem o potencial antioxidante do
extrato etandlico das folhas desta espécie, descobriram que esta atividade € devido a

presenca de taninos, flavonoides e compostos fendlicos.

1.6.2.9 Afrodisiaca

Sharma et al. (2011) estudou os efeitos afrodisiacos do extrato etandlico das
flores A. oleracea em ratos machos, nas doses de 100 e 150 mg/kg por v.o, durante 28
dias. O tratamento ocasional aumento de laténcia de montagem, laténcia de intromisséao,
frequéncia de ejaculacdo e intervalo pos-jaculatorio, elevacdo nos niveis do hormdnio
foliculo estimulante (FSH), horménio luteinizante (LH), e da testosterona. A planta provou
ser superior ao Viagra® em todos os aspectos estudados, exceto propriedades pro-
eréteis.

Uma pomada contendo extrato de A. oleracea foi capaz de ocasionar o
aumento no desejo, excitacdo e satisfacdo sexual em individuos de ambos os sexos, de
maneira estatisticamente significante, quando comparado ao grupo placebo em um

estudo clinico conduzido por Regatas (2008).
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1.6.2.10 Antimicrobiana

A fracdo cloroférmica do extrato etandlico das flores A. oleracea apresentou
inibicdo para Salmonella typhi, possibilitando a utilizagdo de A. oleracea na conservagéo
de alimentos (ALCANTARA et al., 2015). E no estudo conduzido por Arora et al. (2011),
os resultados mostraram que o0s extratos de acetato de etila e metanol influenciam no
desenvolvimento de estirpe da bactéria Klebsiella pneumonaie e o extrato aquoso e de

acetato de etila atuam contra estirpes fungicas de Rhizopus stolonifer e R. Arrhigu.

1.6.2.11 Antitumoral

Estudo realizado por Silva (2012) avaliou a citotoxicidade do extrato obtido das
folhas de A. oleracea em diferentes estruturas vitais de células tumorais e ndo-tumorais.
O extrato aplicado em culturas celulares apresentou uma importante reducdo da
viabilidade celular, acarretando danos visiveis ao citoesqueleto, sendo observado grande
namero de células apoptoticas, podendo ser utilizado na terapia antitumoral.

Soares e colaboradores (2014) confirmaram esta atividade ao investigarem a
citotoxicidade do extrato hidroetandlico das inflorescéncias de A. oleracea pelo ensaio
MTT. Os resultados demonstraram uma ICso do extrato de 513 mg/mL, confirmando os
dados obtidos do ensaio MTT que revelou atividade citotoxica. O arranjo de citoesqueleto
mostrou despolimerizacao dos filamentos, ocasionando perda de morfologia e resultando

em alteracdes na adeséo celular.
1.6.2.12 Gastroprotecao

Estudo conduzido por Nascimento e colaboradores (2013), demonstrou que o
polissacarideo Rhamnogalacturonano (RGal), isolado de A. oleracea, tem efeito
gastroprotetor contra lesdes gastricas agudas induzidas por etanol.
1.6.2.13 Arritmogénico

O espilantol mostrou-se arritmogénico em experimentos feitos em coracgéo

isolado de coelho, na dosagem de 40 mg/L, observando que esse ativo podera servir

como modelo para testar drogas antiarritmicas (HERDY, 1984).
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1.6.2.14 Antirrugas

A. oleracea esta presente em diversas formulacdes utilizadas na estética por
ser capaz de reduzir marcas de expresséao, tal como as rugas, sem a necessidade de
injecdes (ARTARIA et al., 2011).

1.6.2.15 Promotor de absorcéo

O espilantol demonstrou capacidade como promotor de absor¢céo de algumas
substancias como cafeina, testosterona e ibuprofeno, através da derme de maneira dose
dependente (SPIEGELEER et al., 2013). O espilantol também foi capaz de permear a
mucosa e a derme em modelos experimentais com célula vertical do tipo Franz (BOONEN
et al., 2010)

1.6.3 Propriedades toxicologicas de A. oleracea

A toxicidade do espilantol e do extrato de jambu foi investigada por alguns
autores que nao observaram nenhuma mortalidade em ensaios de toxicidade aguda
(CHACKRABORTY et al., 2004; SHARMA et al., 2011; YADAV et al., 2011; NOMURA et
al., 2013).

Contudo, Cilia-Lopez e colaboradores (2010), observaram que o espilantol (1
mg/kg, via intraperitoneal) provocou efeito estimulante em camundongos, tais como
aumento de atividade motora e irritabilidade, sendo efeito extinto apés 180 minutos.
Nomura et al. (2013) relataram que a maior dose utilizada no ensaio (5000 mg/kg) do
extrato etandlico das flores frescas de A. oleracea foi capaz de causar nos animais
alteracdes respiratérias e convulsdes. Tais efeitos adversos ja haviam sido reportados no
estudo de Moreira et al. (1989) ao testar o extrato n-hexanico desta espécie, injetado por
via intraperitoneal, o qual induziu a ocorréncia de convulsdes tbnico-cldnicas em ratos.

Tais reacdes, possivelmente, estdo relacionadas a via de administracdo, pois 0s
varios extratos de A. oleracea administrados pela via oral, ndo provocaram até o momento
qgualquer sintoma de intoxicacdo. Ressalta-se ainda que o jambu foi classificado como
seguro (GRAS n°3783) pela Associacdo dos Fabricantes de Extratos e Flavorizantes
(FEMA — Flavor and Extract Manufactures Association) e é utilizado como flavorizante em
diversos produtos (FEMA, 2000).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos do extrato hidroetandlico de Acmella oleracea (L.) R. K.
Jansen (EHAO0) sobre variaveis de toxicidade sistémica e reprodutiva, incluindo fertilidade
e performance reprodutiva em machos e fémeas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Caracterizar quimicamente o EHAO;

b) Avaliar os efeitos sobre a fertilidade e a performance reprodutiva de fémeas;

c) Examinar microscopicamente os ovarios de ratas tratadas com EHAO0;

d) Avaliar os efeitos sobre a fertilidade de machos;

e) Avaliar o comportamento sexual e pardmetros espermaticos de machos;

f) Determinar as concentracfes séricas de testosterona, horménio luteinizante (LH) e
horménio foliculo estimulante (FSH) de machos;

g) Examinar macroscopicamente os 6rgaos reprodutivos.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 LOCAIS DE REALIZACAO DOS EXPERIMENTOS

Este trabalho foi realizado nos laboratérios de Absorcdo Atdmica e
Bioprospeccéao (sob a coordenacéo do Prof. Dr. Roberto Messias Bezerra), Laboratorio de
Pesquisa em Farmacos (sob a coordenacao do Prof. Dr. José Carlos Tavares Carvalho) e
Laboratério de Toxicologia Reprodutiva (sob a coordenacdo da Prof. Dra. Clarissa Silva
Lima), do Departamento de Ciéncias Biologicas e da Saude, da Universidade Federal do
Amapa — UNIFAP, situado na Rodovia Juscelino Kubitscheck, Km-02 - Zerdo — Macapa-
AP- Brasil, no periodo de setembro/2016 a novembro/2017.

3.2 MATERIAL BOTANICO

As amostras de Acmella oleracea (L.) R.K. Jansen foram coletadas em
setembro de 2016 no distrito de Fazendinha (S 0° 02'30.4"/W 5106'37.5") - Macapa-
Amapa, Brasil. Uma Exsicata da espécie foi depositada no Herbario IAN da Embrapa

Oriental. Sob numero de identificagdo N°. 196011.

3.3 OBTENCAO DO EXTRATO

As inflorescéncias frescas previamente selecionadas foram trituradas para
obtencdo de um po6 de fina granulacdo, em seguida o material foi macerado a frio por 7
dias em solucédo hidroetandlica a 70%, na proporcdo de 1:4 em temperatura ambiente
(BARBOSA; TAVARES, 2001). A solucédo extrativa resultante foi filtrada e posteriormente
concentrada em rotaevaporador (Quimis Model Q 218.2) a 40°C. Posteriormente, 0

concentrado foi liofilizado, obtendo-se um rendimento de 2,5%.

3.4 COMPOSICAO QUIMICA DO EXTRATO: AVALIACAO QUALITATIVA E
QUANTITATIVA DE ESPILANTOL

3.4.1 Cromatografia Gasosa - Espectrometria de massas (CG-EM)
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A identificacdo do constituinte majoritario do extrato das flores de A. oleracea
foi por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GCMSQP2010 -
SHIMADZU). As condicdes de analise foram: temperatura do injetor, 210 °C; temperatura
do detector, 290°C com ionizag&o por impacto de eletrons (70 eV); gas de arraste, Hélio;
taxa de fluxo, 1 ml/min e taxa de inje¢do 1:20. A temperatura inicial foi de 120°C, por 2
min, com a uma taxa de 6°C/min até 290 °C, permanecendo por 8 min, o tempo total de
analise foi de 35 min. A coluna utilizada foi DB-5 (0,25 mm x 30 m x 0,25 ym). Um

microlitro da amostra foi dissolvida em diclorometano (1:100 mg/pl).

3.5 PROTOCOLO ANIMAL

Os procedimentos experimentais foram empregados para investigar a
toxicologia reprodutiva, em estudo de fertilidade e desenvolvimento embrionério inicial, de
acordo com o Seguimento | (BRASIL, 2013; OECD, 2015).

3.5.1 Descrigéo dos animais

Foram utilizados 30 ratos Wistar albinos (Rattus norvegicus), isogénicos,
machos (15) e fémeas (15), com peso em torno de 200g a 250g, provenientes do Centro
Multidisciplinar para Investigac&do Biologica na Area da Ciéncia em Animais de Laboratério
(CEMIB) da Universidade de Campinas — UNICAMP e do Biotério do Laboratério de
Pesquisa em Farmacos. Os animais foram alimentados com racdo comercial (Labina®) e
agua “and libitum”, submetidos a ciclo fotoperiodo de 12h claro/12h escuro, durante todo o
experimento, em sala climatizada a 23+2°C, em caixas de polipropileno adequadas a sua
manutencdo e divididos em 3 grupos experimentais e cada grupo foi formado por 5

animais.
3.5.2 Avaliacéo ética
Todo o protocolo experimental esteve de acordo com 0s principios éticos na

experimentacdo animal, obtendo aprovacdo prévia pelo Comité de Etica em Uso de
Animais (CEUA) da Universidade Federal do Amapa, parecer n°® 0020/2016 (ANEXO A).
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3.6 ESTUDO DO USO DE EHAo EM FEMEAS

Neste experimento, a avaliacdo experimental iniciou aos 90 dias de idade, e a
administracdo do EHAo foi iniciada aos 104 dias de idade e decorreu até o fim da fase de
pré-implantacdo (124 dias de idade), por ingestdo for¢cada, gavagem e sempre pela
manha. Os grupos G1, G2 e G3 foram observados no periodo que compreende o periodo
de pré-acasalamento, acasalamento e pré-implantacdo (Quadro 1). As doses foram
estabelecidas a partir da DLso 889,14 mg/kg (NOMURA et al., 2013), correspondendo
respectivamente a 10% da DLso (G2), e 50% da DLso (G3).

Quadro 1- Grupos experimentais para avaliar a performance reprodutiva de Rattus norvegicus
albinus, linhagem Wistar, fémeas, tratadas com o EHAo e 4gua destilada.
Animais Grupos

Fémeas (n=15)
G1: Ratas que receberam por via oral, 0,5 mL de &gua destilada,
no periodo de 104 a 124 dias de idade (n = 5);

G2: Ratas que receberam por via oral, uma dose correspondente
a 88,91 mg/kg do EHAO0, no periodo de 104 a 124 dias de idade
(n=5);

G3: Ratas que receberam por via oral, uma dose correspondente
a 444,57 mg/kg do EHAO, no periodo de 104 a 124 dias de idade
(n=5).

3.6.1 Determinagéo do ciclo estral por lavado vaginal

Neste estudo, foi realizado o lavado vaginal pela introducdo de uma
micropipeta contendo 20 pL de solucdo de cloreto de sodio a 0,9% e imediata
recuperacdo. O material coletado foi, imediatamente, depositado sobre uma lamina de
vidro e analisado por meio de microscopia de luz, nas objetivas de 10 e 40x. A ponta da
ponteira foi introduzida no orificio vaginal, com cuidado para nao estimular a cérvix uterina
(MARCONDES et al., 2012). A identificacdo de cada uma das fases do ciclo ocorreu,

conforme o seguinte (Quadro 2):
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Quadro 2- Identificacéo das fases do ciclo estral de ratas linhagem Wistar segundo Marcondes et
al,, (2012).
Fase Caracteristicas

Metaestro Esse periodo apresenta concentracdes baixas do nivel sérico de
estradiol e o esfregaco vaginal exibe leucécitos, poucas células

fusiformes cornificadas e algumas células epiteliais;

Diestro Observa-se esfregaco com predominéancia de leucécitos;

Proestro Com o aumento dos niveis séricos de estradiol, ha atividade
proliferativa do epitélio vaginal, com o predominio de células
arredondadas, polinucleadas que podem estar dispersas ou
agrupadas. E nesta fase do ciclo que os niveis de estradiol estdo
mais altos e na qual ocorre o pico de LH;

Estro Devido a queda dos niveis de estradiol coincidentemente com a
ovulacéo e formacé&o do corpo lateo, ha diminuicdo da proliferacéo do
epitélio vaginal, apresentando esfregagco vaginal constituido
predominantemente de células cornificadas, dando o aspecto de

“folhas secas”.

A coleta foi realizada diariamente, no mesmo horario (entre 8:00 e 9:00 h), e 0
ciclo acompanhado por um minimo de duas semanas (14 dias antes do inicio do
tratamento), para ter a garantia de sua regularidade, e 14 dias durante o periodo de
tratamento, para avaliar a ciclicidade. Os resultados individuais foram registrados e a
frequéncia de cada fase, bem como o intervalo interestro foram determinados. O ciclo
estral da rata dura entre 4 e 5 dias, sendo considerado prolongado se a rata permanecer
em uma fase por mais de 4 dias (NAYANATARA et al., 2012).

3.6.2 Sinais de toxicidade

Durante a prenhes, as ratas foram observadas diariamente quanto a sinais
clinicos de toxicidade como piloerecdo, diarreia, alteragbes na atividade locomotora e
sangramento vaginal (CHRISTIAN, 2001).

3.6.3 Avaliagcdo da massa ponderal

Para a avaliacdo diaria da massa corporea dos animais, foi utilizada balanca

Gehaka BG4000, com capacidade de 4200g e precisao de 0,1g. O ganho de massa foi
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avaliado diariamente antes, durante o periodo de tratamento para determinagdo da
guantidade de dose a ser administrada até o dpn6 e posteriormente no dpnl3 para
acompanhamento da prenhes. Sendo expressos nos graficos os dias 1, 3, 7, 10 e 14

antes da prenhez e os dias 1, 3, 5 e 13 de prenhez.

3.6.4 Avaliacdo do consumo de agua e racao

O consumo de &gua e racdo foi mensurado diariamente, desde o inicio do
tratamento, utilizando-se a mesma balangca citada anteriormente. Diariamente foi
disponibilizado 50g de racdo e 200 mL de agua para cada animal. Sendo expressos nos
graficos de agua e racéo, os dias 1, 3, 7, 10 e 14 antes da prenhez e os dias 1, 3, 5 e 12

de prenhez.

3.6.5 Acasalamento sincronizado

Sincronizou-se o estro nas fémeas utlizando a interferéncia do hormaonio
denominado feromonio. O termo feromonio foi proposto por Karlson e Luscher (1959) para
descrever substancias que, secretadas por um organismo para 0 meio ambiente, sdo
percebidas por um individuo da mesma espécie, desencadeando respostas
comportamentais e enddcrinas, secretado pelas glandulas prepuciais e liberado na urina
do macho, possibilitando obter uma fecundacdo controlada. Para realizacdo da
sincronizacao do estro, as fémeas foram expostas a gaiola com uma cama suja do macho
por trés dias antes do acasalamento (2 fémeas para 1 macho).

A prenhez foi diagnosticada pela observacao de espermatozoides no esfregaco
vaginal e/ou a observacdo do tampéo vaginal (sémen solidificado que tampona o canal
vaginal das fémeas), sendo definido como 1° dia da gestacdo (dl). As ratas foram
alojadas individualmente em caixas, sendo avaliado consumo de &gua, racdo e
desenvolvimento ponderal (LOHMILLER; SWING, 2006).

3.6.6 Coleta de sangue

Apoés o término do tratamento, os animais foram submetidos ao jejum de 12
horas, e apods, foram anestesiados com tiopental sodico (35 mg/kg, i.p). A coleta de 5 mL
de sangue foi realizada pelo plexo retrorbital, sendo acondicionado em dois tipos de

tubos: um com anticoagulante EDTA para determinacdo dos parametros hematologicos e
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outro, sem anticoagulante, para obtencdo do soro e avaliagdo dos parametros

bioquimicos.

3.6.6.1 Avaliacdo dos parametros bioquimicos

Para analise bioquimica, o material foi centrifugado a 3.500 rpm durante 10
minutos, para separar o soro dos elementos figurados do sangue. Posteriormente,
procedeu-se a dosagem das enzimas plasméticas, como aspartato aminotransferase
(AST) e alanina aminotransferase (ALT), fosfatase alcalina (FAL), gama glutamil
transferase (GGT), do colesterol total e fracbes (HDL e LDL), triglicérides, glicose,
creatinina e ureia, utilizando kits LABTEST® (ensaios enzimaticos colorimétricos e
cinéticos colorimétricos) e o equipamento analisador bioquimico semiautomatico modelo
B10-200.

3.6.6.2 Avaliacdo dos parametros hematoldgicos

Para analise hematoldgica, fez-se 0 hemograma completo, determinando os
valores de hemacias, hemoglobina, hematdcrito, leucdcitos, plaguetas e os indices
hematimétricos, volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM)
e concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM), utilizando analisador
automatico de células hematoldgicas HumaCount Plus.

3.6.7 Avaliacdo do desempenho reprodutivo

No décimo terceiro dia de gestacdo, as progenitoras foram eutanasiadas,
retirado o Utero e os dois ovarios, procedendo a contagem do numero dos sitios de
implantacdo, em ambos 0s cornos uterinos, € o numero de corpos liteos dos ovarios
direito e esquerdo, com o auxilio de uma lupa NIKOW®, modelo SMZ 645 (C-W 10x A/22)
e calculadas as perdas pré-implantes (OECD, 2001), pela férmula:

Perdas pré-implantacéo = n° de corpos luteos/ n° de implantes x 100.
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3.6.8 Analise macroscopica, microscoépica e peso relativo dos 6rgéaos

3.6.8.1 Analise macroscoépica dos 6rgaos

Em cada fémea, ocorreu a observacao de 6rgaos internos para identificacao de
lesbes macroscopicas e a remocdo do coracdo, pulmdes, baco, rins, figado, cérebro,

ovarios, utero gravidico e canal vaginal.

3.6.8.2 Peso relativo dos 6rgaos

O célculo da massa relativa dos 6rgéaos de cada animal foi realizado dividindo-
se 0 peso de cada 6rgdo (g) pelo peso corporal de cada animal no dia da coleta, e
multiplicando-se o resultado por 100. O resultado esta expresso em g/100g de peso vivo
(9/100g p.v).

3.6.8.3 Analise microscopica dos ovarios

Realizou-se a analise microscépia dos ovarios, previamente conservados em
formol 10%, os quais foram fragmentados em 5 mm de didmetro para uma boa fixacao.
Esse material entdo foi lavado e deixado em &lcool 70%, seguindo: desidratacao (alcool
80%, 90% e absoluto), diafanizacédo (Xilol), impregnacéo (parafina) e pér fim a inclusao
(parafina pura).

Para obtencéo dos cortes histolégicos, os blocos de parafina foram aparados,
objetivando retirar o excesso de parafina dos lados da peca emblocada, para evitar o
enrugamento dos cortes, e cortados utilizando micr6tomo automatico marca Slee
medical® CUT 6062, com a espessura de 5um. Com o auxilio de uma pinca os fragmentos
da fita de cortes, foram colocados em banho-maria com agua destilada a temperatura de
45° a 50°C, sendo dispostos em laminas de vidro para microscopia optica, previamente
limpas e desengorduradas, e em seguida, as laminas foram secas em estufa a 55°C. O
material foi corado em hematoxilina de Harris-LABORCLIN® e eosina amarelada-
INLAB®, e montadas com balsamo do Canada. Foram preparadas 5 laminas por animal,
em cada lamina contendo 3-4 cortes, analisadas semiquantitativamente em microscopio
optico, Olympus-micronal® BX41 com aumento de 100x e 400x, fotografadas com camera

MDCE-5C USB 2.0 (digital), e examinadas as cegas, por dois observadores.
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3.7 ESTUDO DO USO DO EHAo EM MACHOS

A administracdo do produto foi iniciada aos 90 dias de idade e decorreu até os
120 dias, por ingestéo forcada, gavagem e sempre pela manha. Os grupos G1, G2 e G3,
foram observados quanto aos efeitos funcionais do 6rgéao genital (Quadro 3).

Quadro 3 - Grupos experimentais para avaliar a performance reprodutiva de Rattus
norvegicus albinus, linhagem Wistar, machos, tratados com o EHA0 e agua destilada.
Animais Grupos

Machos (n=15)

G1: Ratos que receberam por via oral, 0,5 mL de &gua
destilada, durante 30 dias de tratamento (n = 5);

G2: Ratos que receberam por via oral, uma dose
correspondente a 88,91 mg/kg do EHAo0, durante 30 dias
de tratamento (n = 5);

G3: Ratos que receberam por via oral, uma dose
correspondente a 444,57 mg/kg do EHAo, durante 30
dias de tratamento (n =5).

3.7.1 Avaliagdo da massa ponderal

Para a avaliacdo diaria da massa corpérea dos animais, foi utilizada balanca
Gehaka BG4000, com capacidade de 42009 e precisao de 0,1g. O ganho de massa foi
avaliado durante os 30 dias de tratamento, estando expresso no grafico, os dias 1, 7, 14,
21 e 30.

3.7.2 Avaliacdo do consumo de agua e racao

O consumo de agua e racao foi mensurado diariamente, sendo expresso 0s
dias 2, 7, 14, 21 e 29 de tratamento, utilizando-se a balanca citada anteriormente.
Diariamente foi disponibilizado 100g de racéo e 200 mL de 4gua para cada animal.
3.7.3 Sinais de toxicidade

Durante o tratamento, os animais foram observados diariamente quanto a

sinais clinicos de toxicidade como piloerecao, diarreia, altera¢des na atividade locomotora
e sangramento (CHRISTIAN, 2001).
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3.7.4 Avaliagdo de parametros sexuais

3.7.4.1 Teste de motivacdo sexual

Este teste foi empregado com o objetivo de avaliar a preferéncia do rato entre
uma fémea sexualmente ativa (FSR) e um individuo do mesmo sexo (macho sexualmente
ativo-MSA) de acordo com a metodologia descrita por Agmo (2003). Em momento algum
(antes ou durante o teste) os ratos experimentais tiveram contato direto com os “animais-
iscas”. Uma semana antes do teste os ratos machos foram habituados com a caixa de
observacdo, porém sem a presenca das fémeas; para tanto eram colocados
individualmente para explora-la, por cinco minutos em 3 dias consecutivos (AGMO, 2003).
A caixa de observacdo (90 x 30 x 30 cm) foi dividida em trés particdes igualmente
espacadas, por uma parede transparente que continha grades separando as areas entre

si (Figura 6).

Figura 6- Fotografia da caixa de experimentacéo utilizada para a realizacdo dos testes de
parametros sexuais.

Fonte: Pereira (2013).

N&do houve o contato direto entre os animais, sendo permitido apenas a
comunicacdo auditiva e olfativa entre os animais através das grades das paredes. No dia

do teste, cada macho do experimento, 20 minutos apos receber a dose diaria do
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tratamento, foi colocado no centro da caixa e filmado por 20 minutos com camera (TP-
LINK, Tpcamera V 2.6.0.18).

Para o teste de motivacdo sexual, a fémea e o macho eram postos
individualmente, em cada um dos compartimentos laterais, 20 minutos antes do inicio das
observacbes dos animais testes, para a familiarizagcdo com a caixa. A cada macho
testado, tanto a FSA, quanto o MSA eram substituidos por outra do mesmo grupo, desta
forma evitava-se que ao serem utilizados em mais de um teste, perdesse o interesse em
explorar a caixa e farejar o animal do compartimento vizinho.

Foi considerado como entrada nas areas de incentivo, apenas a partir do
momento em que o0 animal cruzava a linha de delimitacdo com as quatro patas ou quando
farejava diretamente a gaiola de incentivo. Foi considerada como a “saida” do animal
apenas quando o mesmo cruzou a linha com as quatro patas, voltando a zona neutra.

Foram avaliados para este teste, a frequéncia, a laténcia, o tempo total de

duracéo para cada um dos seguintes parametros:

a) Farejar a grade da fémea sexualmente ativa,;

b) Farejar a grade do macho sexualmente ativo;

c) Manipular ou lamber a regido genital;

d) Tempo restante, quando o animal executou comportamentos que ndo foram

avaliados.

3.7.4.2 Teste de erecado peniana

A erecao peniana foi determinada a partir do método descrito por Thakur et al.
(2009). Apo6s um periodo de adaptacdo de 5 minutos, o ensaio foi iniciado colocando-se
uma fémea no estagio “estro” do ciclo estral do outro lado da gaiola. As gaiolas eram
limpas, com 4&lcool a 30%, antes de deslocar os animais de diferentes grupos
(RODRIGUES-ALVES, 2007).

A erec¢do dos ratos foi marcada pela visibilidade do pénis para fora da bainha
ou por aliciamento do pénis, o que é outro indicador de erecdo peniana em ratos. O indice
de erecao do pénis (IEP) foi calculado de acordo com a metodologia relatada por Islam et
al. (1991), por meio da multiplicacdo do percentual de ratos exibindo pelo menos um
episodio de erec¢do peniana durante o periodo de observacdo de 30 minutos, com o

namero meédio de erec¢des penianas:
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IEP= % de ratos com erecao peniana x n°® médio de erecdes

3.7.4.3 Teste de comportamento sexual

No periodo escuro, uma fémea sexualmente receptiva foi inserida silenciosamente
em um dos lados da caixa, como estimulo, e foram avaliados os seguintes parametros
(THAKUR et al., 2009):

a) Comportamento de montagem: a frequéncia de montagem (FM) foi
determinada a partir da contagem do nimero de montagens pré-ejaculatorias
com e sem penetracdo durante o periodo de observacdo e a laténcia de
montagem (LM), calculada como o lapso temporal decorrido desde a introdugéo
da fémea até a ocorréncia da primeira montagem;

b) Comportamento de penetracdo: a laténcia de penetracdo (LP) foi calculada
como o momento da primeira penetracdo observada apds a introducdo da
fémea na gaiola. A Frequéncia de Penetracdo (FP) foi considerada como o
namero total de penetracdes (pré-ejaculatérias) dentro de 30 minutos;

c) Comportamento de ejaculacao: a frequéncia de ejaculacao (FE) foi calculada
como o0 numero de ejaculacdes obtidas no periodo de 30 minutos e o intervalo
pés-ejaculatério (IPEJ), foi considerado como o intervalo de tempo entre a

ejaculacédo e a primeira montagem no periodo de 30 minutos.

3.7.4.3.1 Variaveis reprodutivas das fémeas acasaladas

Apés o término do teste do comportamento sexual, as ratas permaneceram
com o mesmo macho, e no outro dia, foi realizado o esfregaco vaginal e a presenca de
espermatozoide foi indicativo de prenhes. Estas fémeas foram avaliadas diariamente
para acompanhamento do desenvolvimento embrionario e a gestagao desenvolveu-se até
0 nascimento da progénie.

A partir do total de fémeas acasaladas (que apresentaram espermatozoides na
lamina de esfregacgo vaginal), fémeas prenhes (que apresentaram filhotes, vivos ou néo) e
fémeas que apresentaram filhotes, foram calculados os indices de fertilidade, virilidade e
a taxa de acasalamento para cada grupo experimental (DAMASCENO et al., 2008). Para

isso, utilizou-se as seguintes férmulas:
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Taxa de acasalamento = n° de fémeas com espermatozoides / n° de fémeas acasaladas
x 100.
indice de fertilidade = n° de fémeas prenhas / n° de fémeas que acasalaram x 100.

indice de virilidade = n° de filhotes machos / n° total de filhotes x 100.

A fetotoxicidade foi avaliada pela morfologia externa, conforme os critérios:
anormalidades do tronco e cauda, extremidades (tamanho, posicdo e digitos), contorno do
cranio, aspecto dos olhos e orelhas e forma da face e focinho de acordo com a
metodologia proposta por Damasceno et al. (2008).

3.7.5 Dosagens hormonais

No ultimo dia de tratamento, os animais foram anestesiados seguindo o
protocolo anestésico com Cloridrato de Xilazina e Claridrato de Ketamina (MASSONE,
2008), pesados e coletado o sangue do plexo retrorbital de ambos o0s grupos
experimentais. O material, apés centrifugacéo (3.500 r.p.m) para separacdo do plasma, e
entao ser submetido a dosagem hormonal de testosterona, LH e FSH.

As determinac¢des hormonais de testosterona, LH e FSH foram realizadas pelo

meétodo de eletroquimioluminescéncia (Cobas E-411- ROCHE®).

3.7.6 Analise macroscopica e massa relativa dos 6rgaos

3.7.6.1 Analise macroscopica dos 6rgaos

Os animais foram posicionados em decubito dorsal, assepsiados e, através de
incisdo cutanea e subcutanea, na por¢do medial escrotal bilateralmente, atingindo a fascia
espermatica até a camada parietal da tunica vaginal, foram exteriorizados os testiculos e
realizada a exérese dos mesmos para posterior analise. Em seguida, outros orgaos foram
retirados: coracao, pulmdes, baco, figado, rins, vesicula seminal e epididimo, e analisados

guanto coloragao e aspecto.

3.7.6.2 Andlise da massa relativa dos 6rgaos

O célculo da massa relativa dos 6rgédos de cada animal foi realizado dividindo-

se 0 peso de cada 6rgao (g) pelo peso corporal de cada animal no dia da coleta, e
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multiplicando-se o resultado por 100. O resultado esta expresso em g/100g de peso vivo
(9/100g p.v).

3.7.7 Avaliagdo funcional dos espermatozoides

3.7.7.1 Coleta do sémen

A secrecdo espermatica foi coletada através da dissecacdo do epididimo
esquerdo e direito, através de movimento de compreensdo dos mesmos, no sentido
cabeca-cauda. O material foi transferido para 500uL de solucao fisiologica a 0,9% em
placa de Petri previamente aquecida a 36°C, de acordo com a metodologia descrita por
Marques e Oshio (2008). O material foi homogeneizado e motilidade, concentracéo, e

morfologia foram verificados em microscopio éptico.

3.7.7.2 Motilidade espermatica

Para esta avaliacao foi utilizada a metodologia adaptada de Pereira (2017), em
gue 10ul de sémen foi retirada imediatamente apds se ter homogeneizado a amostra e
depositada em lamina de microscopia, recoberta com laminula e a leitura feita em
microscopio (HITACHI TM3030PLUS) no aumento de 400x. Foi realizada a contagem em
duplicata, e cada lamina de motilidade foi preparada e lida imediatamente para evitar
ressecamento, sendo analisados 100 espermatozoides e tirada a média.

Avaliou-se em escala de 0 a 100% e calculou-se as porcentagens de

espermatozoides com motilidade e de espermatozoides imoveis.

3.7.7.3 Concentracdo espermatica

A concentracdo espermatica foi verificada a partir de uma aliquota de 20 pL
gue foi tomada da primeira diluicdo e transferida para o volume de 500 pL de solucdo de
formol salino a 10%, para imobilizacdo dos espermatozoides. Em seguida, as areas
superiores e inferiores da camara de Neubauer foram preenchidas com essa amostra.
Adquiriu-se o0 numero de espermatozoides pela média dos valores encontrados nos cinco
guadrantes, em diagonal, de cada area (OSHIO, 2009).

Multiplicou-se o valor encontrado por 0,5 x 5 x 10° e o valor obtido resultou no

valor final em ndmero de espermatozoides/ml, que €é a unidade referencial do
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espermograma (OSHIO, 2009). Apenas espermatozoides inteiros, com cabeca e cauda,

foram contados.
3.7.7.4 Morfologia espermatica

Na preparacdo da lamina de microscopia para a analise da morfologia, foi
colocada uma gota da diluicdo e feita a extensdo com o auxilio de lamina extensora de
borda polida. A extensao foi seca ao ar e a coloracao realizada foi a de Papanicolau com

kit da Newprov®, de acordo com o Quadro 4.

Quadro 4 - Marcha da coloracéo de Papanicolau de acordo com Kit NewProv®.

Componente Concentracao Acéo
Etanol 80% 15 mergulhos
Etanol 70% 15 mergulhos
Etanol 50% 15 mergulhos

Agua destilada 15 mergulhos

Hematoxilina de Harris 45 segundos

Agua corrente Até sair limpa (+ 5 min)
Etanol 50% 15 mergulhos
Etanol 70% 15 mergulhos
Etanol 80% 15 mergulhos
Etanol 96% 15 mergulhos

Orange G6 1 minuto
Etanol 96% 15 mergulhos
Etanol 96% 15 mergulhos
Etanol 96% 15 mergulhos
EA 36 1:30 minutos
Etanol 96% 15 mergulhos
Etanol 96% 15 mergulhos
Etanol 96% 15 mergulhos
Etanol 96% 15 mergulhos

Xilol 15 mergulhos
Xilol 15 mergulhos
Xilol 15 mergulhos
Xilol 15 mergulhos
Verniz Vitral Montagem

Fonte: NEWPROV (2013).

Foram avaliados 200 espermatozoides por lamina sob aumento de 1000x,
sendo classificados em normais ou anormais, e 0s defeitos investigados foram: Na
cabeca (grande, pequena, afilada, piriforme, tapered (alongada), redonda, amorfa,
vacuolizada, dupla ou qualquer combinag&o); na peca intermediaria (amorfa, fina, grossa,
longa, curta, excéntrica, implantada de forma angular); e na cauda (bicaudal, enrolada,

grossa, fina, curta, longa, dobrada, quebrada, curva).
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Assim, calculou-se a média dos nimeros de células normais e de anormais
encontradas nas duas laminas (LINDER; SLOTT; SUAREZ, 1992).

3.8 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos nas diversas analises estdo expressos por média + desvio
padrdo da média de cada grupo experimental. Para comparar os dados dos grupos
avaliados, aplicou-se 0 ANOVA, seguido do teste de Tukey, com significancia de 5% (p<

0.05). Foram analisados pelo pacote estatistico GraphPad Prism® (versdo 5.03).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ANALISE DO EXTRATO

4.1.1 Cromatografia Gasosa - Espectrometria de Massas (CG-EM)

Alquilamidas € um grupo de compostos constituidos pela unido de um &acido
graxo de comprimento de cadeia médio a grande, oito a dezoito carbonos, geralmente
alifatica, e uma amina (NAKATANI; NAGASHIMA, 1992; BOONEN et al., 2010). Dentre as
familias de plantas mais importantes, nas quais as alquilamidas se encontram presentes,
destacam-se a Asteraceae, Solanaceae e Piperaceae (TORRES; CHAVEZ, 2001).

O composto (2E,6Z,8E)-N-isobutyldeca-2,6,8-trienamide  (espilantol) foi
identificado como substancia majoritaria presente no extrato hidroetandélico das flores de
jambu, com abundancia de 84% em relagdo aos demais compostos presentes na
amostra, pela integracdo dos sinais. A identificacdo do espilantol por impacto de elétron
(70V) mostrou o aparecimento de dois sinais de fragmentacdo caracteristicos, resultado
da clivagem hemolitica da ligacdo C-C, em m/z = 81 (100%) e m/z = 141 (72%) (Figura 7)
(HISERODT et al., 2004).

Existe muita variabilidade na detec¢édo de espilantol nas partes de A. oleracea,
sendo descrito maior concentracdo nas inflorescéncias seguida das folhas (RAMSEWAK;
ERICKSON, 1999). Nas flores, o resultado encontrado € semelhante aos relatados por
outros autores, com variagcdes de espilantol entre 84% a 90% (BOONEN et al., 2010;
CHENG et al., 2015; ANHOLETO et al., 2016).

Figura 7- Cromatograma (A) e Espectro de Massas (B) referente ao extrato hidroetandlico
das flores de Acmella oleracea (L.) R. K. Jansen.
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4.2 ESTUDO DO USO DE EHAo EM FEMEAS

4.2.1 Sinais gerais de toxicidade

As ratas tratadas durante o pré-acasalamento, acasalamento, e pré-
implantacédo toleraram bem a administracdo do EHAo, ndo sendo observado alteracdes
comportamentais e sinais que indicassem toxicidade do extrato como piloerecéo, diarreia,
alteracdes da atividade motora ou sangramento vaginal. Contudo os animais tratados,
apresentaram excesso de salivacdo, sendo o efeito de rapida ocorréncia, mas perdurando

pelos 21 dias de tratamento (Figura 8).

Figura 8 - Fémea apresentando excessiva salivacao apds o tratamento com EHAo.

Fonte: Autor (2017).

4.2.2 Avaliagéo do ciclo estral

A citologia vaginal € um método simples, rapido e eficaz, sendo possivel
observar variagcdes dos tipos celulares vaginais, coincidente com a fase hormonal
correspondente, sob influéncia dos hormoénios esteroides estradiol e progesterona. O
epitélio vaginal € responsivo as mudancas do estrégeno circulante e a citologia vaginal
pode ser investigada como uma mensuragdo indireta das concentracdes de estrogeno
(GOLDMAN et al., 2007; PIMENTEL et al., 2014).
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Com relacédo ao ciclo estral, observou-se que a frequéncia da fase de Proestro
(P) e Estro (E) foi significantemente aumentada entre as doses de 88,91 e 444,57 mg/kg
em relacdo ao controle. Por outro lado, as fases Metaestro (M) e Diestro (D),
apresentaram reducao significativa em sua frequéncia nos grupos tratados (Figura 9). No
intervalo interestro (G1 (0.82+0.08), G2 (0.74+0.03) e G3 (0.78+0.00)) e no indice de
diestro (G1 (0.28+0.08), G2 (0.28+0.08) e G3 (0.28%£0.11)), ndo houve diferenca
significativa.

O M e o D sao fases nao férteis do ciclo, caracterizadas pela presenca
predominante de leucécitos, muco e redugdo da concentracdo de estradiol, progesterona,
FSH e LH. O P ocorre logo apés o D, de forma gradativa tem-se o pico plasmatico de
estrogénio que declinam rapidamente e o E corresponde a fase em que a fémea esta
receptiva ao macho, sendo nesta fase observado o aumento maximo no grau de
cornificagdo do epitélio, que resultara em altos niveis estrogénicos, especialmente se
comparados ao de progesterona (BARHA; GALEA, 2010; FORTES, 2010).

Figura 9- Efeito do tratamento por via oral com EHAo0, preparado das flores de A.
oleracea (G2 e G3), sobre o ciclo estral de ratas, linhagem Wistar, antes (14 dias) (A) e
durante tratamento no periodo pré-acasalamento (B) (14 dias). No grupo G1 foi
administrado agua destilada (0,5 mL/ animal). Os valores representam a média + D.P.M (p
<0.05). Foi aplicado teste ANOVA, seguido do teste Turkey, sendo n=5/grupo, onde: 2
comparacao entre G1 vs G2, P comparacao entre o grupo G1 vs G3, ¢ comparagao entre o
grupo G2 vs G3.

Ciclo estral antes do tratamento Ciclo estral durante o tratamento

, . 107
B8 G1- 0,5 mL de dgua destilada ah 8 GL- 0,5 mL de dgua destilada
B G2- 88,91 mg/kg de EHAo % G2- 88,91 mglkg de EHAo
& G3- 444,57 mglkg de EHAo B G3- 444,57 mg/kg de EHAo

O tratamento com EHAo nao induziu aciclicidade, caracterizada por
persisténcia nas fases E, D ou presenca de padréo irregular com ciclos de duracao
prolongada. Porém, induziu a presenca nas fases férteis. As mudancgas possivelmente

ocorreram pela presenca de substancias ativas no extrato que apresentam ac¢ao sobre o
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eixo hipotalamo-hipdfise, produzindo regularidade na duragdo das fases do ciclo
(GOLDMAN; MURR; COOPER, 2007).

4.2.3 Evolucéo ponderal, consumo de agua e ragéo

A toxicidade sistémica de substancias pode ser avaliada ndo somente por
modificacbes comportamentais, mas sobre tudo por variagbes no consumo alimentar,
evolucao ponderal, avaliacdo biométrica dos 6rgaos e alteragBes organicas visualizaveis
macro e microscopicamente (VOLPATO et al., 2015).

O desenvolvimento ponderal € um dos parametros mais empregados em
avaliacdes toxicoldgicas para indicar o aparecimento, muitas vezes precoce, de efeitos
toxicos de uma determinada substancia no organismo animal (PIRES Jr et al., 2012). O
tratamento com o EHAo0 ndo ocasionou qualquer alteracdo no desenvolvimento ponderal
dos animais durante os periodos investigados, mostrando ndo ocasionar quaiiquer injuria

nos organismos avaliados (Figura 10).

Figura 10- Efeito do tratamento por via oral com EHAo, preparado das flores de A.
oleracea (G2 e G3), sobre a massa (g) de ratas, linhagem Wistar, tratadas durante o
periodo pré-acasalamento (A) (14 dias) e durante o periodo pré-implantacdo (d0-d5) e
apos o tratamento (d13) (B). No grupo G1 foi administrado agua destilada (0,5 mL/
animal). Os valores representam a média = D.P.M (p <0.05). Foi aplicado teste ANOVA,
seguido do teste Turkey, sendo n=5/grupo.
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A figura 11 mostra o consumo de racgao (g), dos animais durante o periodo preé-

acasalamento (A), ndo apresentando diferenca significante entre os grupos avaliados
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neste periodo. Contudo os animais tratados, apresentaram aumento do consumo no

periodo de pré-implantacdo (d0-d5), gestacional (B) (Figura 11).

Figura 11- Efeito do tratamento por via oral com EHAo, preparado das flores de A.
oleracea (G2 e G3), sobre o consumo de racdo (g) de ratas, linhagem Wistar, tratadas
durante o periodo pré-acasalamento (A) (14 dias) e durante o periodo pré-implantagcdo
(d0-d5) e apos o tratamento (d13) (B). No grupo G1 foi administrado agua destilada (0,5
mL/ animal). Os valores representam a média =+ D.P.M (p <0.05). Foi aplicado teste
ANOVA, seguido do teste Turkey, sendo n=5/grupo, onde: @ comparacao entre G1 vs G2,
b comparacéo entre o grupo G1 vs G3, ¢ comparacgao entre o grupo G2 vs G3.

Perfodo pré-acasalamento Periodo gestacional

50,
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O consumo de agua foi um parametro que se demonstrou alterado durante
todo o periodo de tratamento (Figura 12). Varios fatores influenciam o consumo de agua,
entre eles: temperatura do ambiente, ritmo diurno, umidade, bem como limpeza ou
adulteracao da agua com substancias toxicas (CAMPELL et al., 2009).

Quando a ingestdo de &gua € reduzida, instala-se uma condicdo de
desidratacéo, seguida por hiperosmolemia, falta de apetite e consequente diminuicdo da
ingestao de alimento. Esta falta de apetite pode ser explicada devido a hiperosmolemia
provocar aumento da saciedade e interferir com o termino da alimentacdo de forma
brusca, atuando em regides do controle hipotalamico (WATTS; BOYLE, 2010).

Contudo, alguns autores, atribuem que na experimentagcdo animal as
alteracbes no consumo de agua e no paladar estdo relacionadas ao composto testado
(CAMPBELL et al., 2009). Fato que justifica o elevado consumo de agua pelos grupos
tratados nos periodos de tratamentos com o EHAo, devido a presenca de espilantol, ja
descrito com efeito de formigamento (PRACHAYASITTIKUL et al., 2013).

Resultados e discusséo 70



Figura 12- Efeito do tratamento por via oral com EHAo, preparado das flores de A.
oleracea (G2 e G3), sobre o consumo de agua (mL) de ratas, linhagem Wistar, tratadas
durante o periodo pré-acasalamento (A) (14 dias) e durante o periodo pré-implantagdo
(d0-d5) e apos o tratamento (d13) (B). No grupo G1 foi administrado agua destilada (0,5
mL/ animal). Os valores representam a média + D.P.M (p <0.05). Foi aplicado teste
ANOVA, seguido do teste Turkey, sendo n=5/grupo, onde: @ comparacao entre G1 vs G2,
b comparagéo entre o grupo G1 vs G3, ¢ comparacgao entre o grupo G2 vs G3.
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4.2.4 indices de fertilidade e acasalamento

A fecundidade é a capacidade para a reproducdo, e a fertilidade é a
concretizagdo da reprodugdo, avaliando no final, o nimero de novos individuos
(ALMEIDA; LEMONICA, 2000). Em fémeas a capacidade reprodutiva envolve aspectos
variados de fisiologia reprodutiva: capacidade de producdo de gametas adequados,
producdo hormonal equilibrado, alteraces morfolégicas e bioquimicas do oviduto e do
Utero compativeis com os processos de transporte de espermatozoides, zigoto, fases
precoces e tardias do desenvolvimento do concepto (GUERRA et al., 2002). Porém,
muitos estudos ja revelaram que plantas sdo agentes uteis para fins de anti-fertilidade
tanto em roedores como em humanos (MUKHERJEE; MITRA, 2009; KUMAR; MISHRA,
2011).

A administragdo do EHAo néo interferiu no acasalamento das ratas e para
todas as ratas acasaladas verificou-se a presenca de espermatozoides no esfregaco
vaginal (indice de acasalamento de 100%), e 100% das fémeas apresentaram implantes,

tais caracteristicas sugerem o EHAo0 nado apresenta efeitos contraceptivos. Nao foi
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encontrado diferenca estatisticamente significativa no numero de corpos luteos,
implantacdes e perda pré-implantacéo (Tabela 1).

A avaliacdo do EHAo sobre o desenvolvimento gestacional em ratas foi
realizada a partir da administracdo oral durante o periodo pré-implantacdo. Varias
espécies vegetais podem interferir nesse periodo de prenhes promovendo aumento da
perda de pré-implantacdo, retardo do desenvolvimento, morte fetal e malformacdes
(GOONASEKERA et al., 1995; ALMEIDA; LEMONICA, 2000; LEITE et al., 2004).

Tabela 1- Efeito do tratamento por via oral com EHAO0, preparado a partir das flores de A.
oleracea (G2 e G3), sobre as variaveis reprodutivas de ratas com prenhes interrompida ao
13° dia de gestacéo.

Grupos
Variavels G1-05mLde  G2-8891mglkg G3- 444,57 mglkg
agua destilada de EHAO de EHAO
(n=5) (n=5) (n=5)

Fémeas acasaladas (n) 05 05 05
Fémeas com implantes (n) 05/05 05/05 05/05
indice de acasalamento (%) 100% 100% 100%
Utero gravidico (g) 2.95+0.5 3.25+1.4 5.09+1.7
Corpos luteos (n) 9.2+0.4 10.8+1.0 10.6+1.9
Implantes (n) 7.342.9 7.6+3.8 11.8+1.4
Indice de implantac&o 102.22+32.77 82.47+43.85 100+5.44
Perdas pré-implantactes 24.44+18.26 37.17+35.32 11.50+£16.92

Os valores representam a média + D.P.M (n=5/grupo). ANOVA uma via (Tukey) (p <0.05).

O embrido até originar o blastocito, passa por sucessivas mitoses. E a
implantacdo do blastocisto corresponde a um processo complexo incluindo proliferacédo
das células endometriais, decidualizacdo e aumento do fluxo sanguineo (DIMITRIADIS;
MENKHORT, 2010). Contudo, substancias citotoxicas interrompem a gestacao
possivelmente interferindo com a divisdo mitdtica dos fetos, ja substancias quimicas,
interferem antes e ap0s 0 processo de implantacdo podendo resultar em perda
embrionéria pré e pos-implantacdo (YAKUBU; BUKOYE, 2009).

Apos implantado, o embrido pode continuar seu desenvolvimento normal,
apresentar um desenvolvimento anormalmente ou ainda morrer. Quando ocorre a morte
do embrido, observa-se a reabsorcao, que é caracterizada como lise “in situ” do embriao
ou feto (MAGANHA et al.,, 2006). Portanto, a reabsor¢cdo € indicativa de falha do
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desenvolvimento do embrido, podendo ser devido a falha na fungdo do revestimento
uterino ou toxicidade materna (YAKUBU; BUKOYE, 2009).

O indice de implantacdo, indice de reabsorcdo e perda pré-implantacdo séo
pardmetros importantes para avaliar o numero de blastocitos implantado no Gtero e no
subdesenvolvido (ALMEIDA; LEMONICA, 2000; CHANG et al., 2002) (Figura 13). Em
nosso estudo, a auséncia de alteracdes nesses indices, indicam que o EHAo nao
apresenta efeito toxico sobre o desenvolvimento embrionario antes da implantacdo, que
possa provocar a perda do embrido conforme observaram Kong e colaboradores (1989)
com a espécie Ruta graveolens L. (KONG et al., 1989) e Ugwah-Oguejiofor et al. (2011),

com a espécie Ficus platyphylla.

Figura 13: Em A: cesaria de rata apresentando embrides nos cornos uterinos (seta), e
em B: visualizacdo dos embries com 13 dias de desenvolvimento.

Fonte: Autor (2017).

4.2.5 Parametros hematoldgicos e bioquimicos

As determinacdes hematolégicas e bioquimicas sanguineas sdo importantes
para predizer a influéncia da substancia teste sobre a homeostase e o estado das fungdes
hepéatica e renal (OECD, 2001; VAZQUEZ; GUERREIRO, 2007). Os parametros
bioguimicos e hematol6gicos foram mensurados neste estudo no décimo terceiro dia de
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prenhes (d13), correspondendo em oito dias apds o fim do periodo de tratamento com
EHAO.

Quanto aos resultados bioquimicos demostraram que os grupos tratados (G2 e
G3) em relagéo ao grupo controle (G1), apresentaram aumento significativo (p<0.5) nos
niveis de triglicerideos, colesterol total e fracdes (Tabela 2).

Tabela 2- Efeito do tratamento por via oral com EHAo0, preparado a partir das flores de A.
oleracea sobre o perfil bioquimico de ratas com prenhes interrompida ao 13° dia de
gestacao

Grupos
Parametros
G1l-0,5mL de 4gua G2-88,91 mg/kg G3-444,57 mg/kg
destilada (n=5) de EHAo0 (n=5) de EHAO0 (n=5)

Triglicerideos (mg/dL) 72.75£15.16b 76.4+18.13C 169.4+17.64
Colesterol Total (mg/dL) 27.25+5.44b 32.6£2.60C 44.6+2.60
Colesterol HDL (mg/dL) 18.75+3.30b 23.4+1.10C 31.8+4.02
Colesterol LDL (mg/dL) 6.45+1.79b 5.79+2.88C 34.6+3.35
Glicose (mg/dL) 135.25+4.93 136.2+3.67 137.4+£3.34
Ureia (mg/dL) 35.25+4.64 33.417.44 3318.21
Creatinina (mg/dL) 0.3£0.04 0.4+0.17 0.5+0.19
ALT (U/L) 40.51£24.61 34.8+19.88 33.2+£10.40
AST (U/L) 142+10.23 96.2+67.82 102.6+£30.12
FAL (U/L) 53+16.95 53.8+17.63 54.4+17.67
GGT (U/L) 3.5+£0.57 3.6+£3.39 3.8+£3.56

Os valores estédo expressos em média = D.P.M (n=5/grupo). ANOVA uma via (Tukey) (p <0.05).
Onde: @ comparacéo entre G1 vs G2, ® comparacéo entre o grupo G1 vs G3, ¢ comparacéo entre o
grupo G2 vs G3.

De acordo com a avaliacdo dos parametros bioguimicos que indicam
alteracdes na funcéo renal e hepatica (Tabela 2), ndo houve diferenca significativa entre
0s hiveis de ureia e creatinina, assim como para os valores das enzimas transaminases
(ALT e AST), ALP e GGT que indicam integridade da funcdo hepética (OECD, 2001;
VASQUEZ; GUERRERO, 2007; SA et al, 2015). Estes resultados indicam que o
tratamento com EHAo0 nas condicBes experimentais, ndo foi capaz de causar danos
renais e hepaticos.

As alteracOes apresentadas, nesse estudo, ndo comprometeram a fisiologia
organica dos animais tratados, estando dentro dos valores de referéncia para o sexo e
idade (GIKNIS; CLIFFORD, 2008). Contudo, devido a escassez de estudos e pela
relevancia clinica de tais achados produzidos pelo EHAo deve-se verificar com estudos
mais extensivos o envolvimento de alquilamidas (espilantol) no aumento de lipideos.

Ainda de acordo com os valores médios da funcdo renal, os parametros

bioguimicos avaliados ndo apresentaram diferenca minima significativa (P>0,05), para os
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niveis de ureia e creatinina. Assim como para os valores médios da funcdo hepatica,
avaliada mediante a atividade das enzimas (U/L) que avaliam a integridade do figado,
apos as fémeas terem sido submetidas ao tratamento com o EHAo (Tabela 2).

A anadlise dos paradmetros sanguineos € de grande importancia para a
avaliacdo de risco e as mudancas no sistema hematologico tém grande valor preditivo
para a toxicidade humana, quando os dados sédo convertidos de estudos com animais
(OLSON et al., 2000). No presente estudo, o tratamento com EHAo néo alterou o perfil
hematoldgico. As diferencas estatisticas encontradas no niumero de neutréfilos (G1 vs
G3), encontram-se dentro do intervalo de referéncia descrito para a espécie e faixa etaria
(GIKNIS; CLIFFORD, 2008) o que sugere que esta variacdo ndo apresenta importancia

clinica (Tabela 3).

Tabela 3 - Efeito do tratamento por via oral com EHAo0, preparado a partir das flores de A.
oleracea sobre o perfil hematolégico de ratas com prenhes interrompida ao 13°dia de
gestacao.

Grupos
Parametros Gl-05mLde G2-8891mglkg G3- 444,57 mglkg
agua destilada de EHAO de EHAO
(n=5) (n=5) (n=5)

Leucocitos totais (10%/uL) 6.618 + 1.22 6.464 + 1.99 6.768 + 0.50
Neutrofilos (%) 28.05 + 5.02b 22.07+13.24 11.15+0.50
Linfocitos (%) 71.4+4.53 77+12.79 88.75+0.50
Monocitos (%) 0.03+0.42 0.03+0.22 0.02+0.00
Eosindfilos (%) 0.11+0.07 0.13+0.22 0.10+0.00
Basofilos (%) 0.10+0.14 0.25+0.25 0.00+0.00
RBC (10°%uL) 8.23+0.85 7.78+0.41 8.69+0.25
HGB (g/dL) 14.94+2.05 14.2+0.70 15.6+0.70
HCT (%) 46.6+6.37 45.35+2.42 47.9+0.57
VCM (fL) 56.55+1.91 57.1+0.94 56.5+0.98
HCM (pg) 18.1+0.57 18.15+0.41 17.95+0.35
CHCM (g/dL) 33.05+0.07 33.23+0.22 33.25+1.21
RDW 13.4+0.85 13+0.54 12.5+0.28
PLT (109/L) 857+28.28 1018+28.92 1108+28.29

Os valores estdo expressos em meédia £ D.P.M (n=5). ANOVA uma via (Tukey) (p <0.05). HGB
(Hemoglobina), HCT (Hematécrito), VCM (Volume corpuscular médio), HCM (Hemoglobina
corpuscular média), CHCM (Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular Média), RDW
(Coeficiente de variacdo do VCM), PLT (Plaquetas). Onde:  comparagdo entre G1 vs G2, °
comparacgéo entre o grupo G1 vs G3, ¢ comparacao entre o grupo G2 vs G3.
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4.2.6 Analise macroscopica e peso relativo dos 6rgaos

Em ensaios nao clinicos de toxicidade reprodutiva, o monitoramento da funcao
de o6rgéos vitais de animais tratados com determinada substancia é importante, pois
alteracbes nesses 6rgdos podem comprometer o processo reprodutivo (BAILEY et al.,
2004; WOLFSEGGER et al., 2009). Nao foi evidenciado qualquer alteracdo macroscopica
dos 6rgdos vitais e reprodutores que pudessem sinalizar alguma injuria ocasionada pelo
EHAo, considerando os parametros: cor, textura, tamanho e forma. Assim como nenhuma

reducdo significativa foi observada no peso relativo destes 6rgéos (Tabela 4).

Tabela 4 - Efeito do tratamento por via oral com EHAo0, preparado a partir das flores de A.
oleracea sobre o peso relativo dos 6rgédos de ratas com prenhes interrompida ao 13° dia
de gestacéo.

Grupos
Orgéo (g)
G1- 0,5 mL de 4gua G2-88,91 mg/kg G3-444,57 mg/kg

destilada (n=5) de EHA0 (n=5) de EHAO0 (n=5)
Baco 0.2997 £ 0.02 0.2896 £ 0.03 0.2960 + 0.03
Coracgéo 0.4029 + 0.04 0.3820 £ 0.06 0.3769 £ 0.03
Figado 3.5988 £ 0.74 3.3701 £0.38 3.2330 £ 0.36
Pulméo 0.4836 £ 0.05 0.5187 £0.12 0.5230 £ 0.07
Rins 0.6841 £ 0.05 0.7119 £ 0.03 0.7252 +0.05
Ovarios 1.140 £ 0.03 1.565 + 0.03 1.2066 + 0.16
Canal vaginal 0.4627 + 0.09 0.4492 + 0.08 0.3585 + 0.03

Os valores estao expressos em média = D.P.M (n=5/grupo). ANOVA uma via (Tukey) (p <0.05).

4.2.7 Microscopia dos ovarios

Os resultados histopatolégicos dos ovérios (Figura 14) mostraram que o
tratamento com EHAo néo foi capaz de promover alteragdes estruturais neste orgao que €
responsavel pela producéo de fatores de crescimento, horménios e producdo de gametas
femininos potencialmente fertilizaveis (MILLER; AUCHUS, 2011; BAERWALD; ADAMS;
PIERSON, 2012; VICKERY; LUNENFELD, 2013).

A funcédo reprodutora em mulheres requer a integracdo de sinais hormonais
proveniente do hipotalamo, hipofise e ovarios (VANPUTTE et al., 2016). A foliculogénese
€ um processo de formacado, crescimento e maturacdo folicular. Os foliculos ovarianos
consistem em um ovécito e uma camada epitelial circunjacente de células da teca e
granulosa, que se desenvolvem durante a vida intrauterina até a menopausa (HANSEN,
2015).
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Nas fotomicrografias histologicas podem ser observados foliculos em
desenvolvimento (primordiais, secundarios, antrais, pré-ovulatorio), corpos luteos e na
regido medular as células intersticiais. Estas observacfes demonstram que o tratamento
com o EHAo0 néo interferiu na foliculogénese (DEVOTO et al.,, 2009; HANSEN, 2015).
Ressalta-se que apesar de muitos foliculos serem ativados, somente uma pequena
porcentagem é capaz de desenvolver-se até a ovulacéo, pois, grande parte sofre atrésia
(CORTVRINDT; SMITZ, 2001; EDSON; NAGARAJA; MATZUK, 2009; JAHROMI et al.,
2015).

Neste estudo, ndo houve aciclicidade ovariana e alteragbes no
desenvolvimento folicular, sugerindo que o EHAo néo interferiu na quantidade e liberacéo
de androgénios (WALTERS; ALLAN; HANDELSMAN, 2012; LIU et al., 2015). Nao foi
observado ainda danos foliculares indicativos de infertilidade temporéaria (primarios,
secundarios e antrais), nem infertilidade permanente (foliculos primordiais) (VANPUTTE
et al., 2016).

Em estudos utilizando extrato de Myracrodruon urundeuva Allem., também foi
observado resultados em que nao houve influéncia no ciclo estral e no desenvolvimento
folicular (OLIVEIRA et al., 2016). Em outro estudo com a espécie Senecio biafrae também
da familia Asteraceae usada na farmacopeia africana para o tratamento de muitas
doencas entre as quais a infertilidade, demonstrou que os parametros bioquimicos e

fisiol6gicos da fertilidade foram significativamente melhorados (LIENOU et al., 2015).
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Figura 14 - Fotomicrografias de cortes histoloégico de ovarios de ratas wistar em sec¢éo
transversal, H.E. Nota-se: a) presenca de foliculo ovariano primordial (seta pequena),
foliculos em pleno desenvolvimento (#), presenca de foliculo antral em desenvolvimento
(seta grande) e presenca de corpo luteo (CL) (G1-Grupo Controle) (100x). b) observar
regido bem preservada, com presenca de corpo lateo (CL) e foliculo em desenvolvimento
(#) (G1- Grupo Controle) (400x). c) na regido cortical (seta dupla), observar a presenca
de foliculos primordiais (setas), de foliculos em desenvolvimento (#) e presenca de corpo
luteo (CL) (G2- Grupo Tratado |, Dose 88,91) (100x). d) presenca de foliculo secundario
ou antral bem desenvolvido (ovdcito (O), cumulus oophhorus (CO), corona radiada (seta),
antro folicular (A)) e de foliculos em desenvolvimento (#) (G2- Grupo Tratado I, Dose
88,91) (400x). e) observar regido cortical e presenca de foliculos ovarianos primordiais
(setas), de foliculos em desenvolvimento (#), de foliculo antral (FA) e presenca de corpo
luteo (CL) (G3- Grupo Tratado Il, Dose 444,57) (100x). f) presenca de foliculos em
desenvolvimento (#) e observar corpo lateo (CL) (G3- Grupo Tratado I, Dose 444,57)
(400x).
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4.3 ESTUDO DO USO DE EHAO EM MACHOS

4.3.1 Sinais gerais de toxicidade

Durante os procedimentos experimentais, nenhuma morte, alteracdo da
atividade locomotora, piloerecdo ou qualquer outro sinal de clinico de toxicidade foram

observados no grupo controle e tratados com as diferentes doses do EHAo.

4.3.2 Avaliacdo da massa ponderal, consumo de agua e ragao

Os dados obtidos mostram que a administracdo do EHAo nas doses de 88,91
mg/kg e 444,57 mg/kg ndo provocou alteracdo significativa no peso corporal dos ratos
(Figura 15), na ingestdo de agua (Figura 16) e racao (Figura 17) (p>0,05), contudo,
percebe-se reducdo destes ultimos parametros no decorrer do tempo de avaliacdo em
todos os grupos deste estudo.

A auséncia de alteracdes nos parametros avaliados e em sinais de toxicidade
indicam que o EHAo néo representa risco de toxicidade sistémica, o que foi ja constatado
por varios pesquisadores que trabalharam com diferentes extratos e doses
(CHAKRABORTY et al., 2004; CHAKRABORTY et al., 2010; NOMURA et al., 2013).

Figura 15- Efeito do tratamento por via oral com EHAo, preparado das flores de A.
oleracea (G2 e G3), sobre o desenvolvimento (g) de ratos, linhagem Wistar, tratados
durante 30 dias. No grupo G1 foi administrado agua destilada (0,5 mL/ animal). Os valores
representam a média £ D.P.M (p <0.05). Foi aplicado teste ANOVA, seguido do teste
Turkey.
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Figura 16 - Efeito do tratamento por via oral com EHAo, preparado das flores de A.
oleracea (G2 e G3), sobre o consumo de agua (mL) de ratos, linhagem Wistar, tratados
durante 30 dias. No grupo G1 foi administrado agua destilada (0,5 mL/ animal). Os valores
representam a média £ D.P.M (p <0.05). Foi aplicado teste ANOVA, seguido do teste
Turkey.
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Figura 17- Efeito do tratamento por via oral com EHAo, preparado das flores de A.
oleracea (G2 e G3), sobre o consumo de racéo (g) de ratos, linhagem Wistar, tratados
durante 30 dias. No grupo G1 foi administrado agua destilada (0,5 mL/ animal). Os valores
representam a média £+ D.P.M (p <0.05). Foi aplicado teste ANOVA, seguido do teste
Turkey.
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4.3.3 Avaliagéo de parametros sexuais

Todos os protocolos experimentais foram realizados na fase escuro do ciclo

claro/escuro, a fim de promover condi¢cdes semelhantes os testes (AGMO, 1997).

4.3.3.1 Teste de motivacao sexual

No Teste de motivacao sexual alguns estudos tém demonstrado que uma rata,
sexualmente receptiva, pode ativar diferentes comportamentos de aproximagdo em ratos
sexualmente experientes, estes ratos, permanecem por mais tempo na proximidade da
fémea receptiva quando observados em uma area que impede o0 comportamento
copulatério (AGMO, 2003). No entanto, para ratos inexperientes é necessario que estes
sejam familiarizados com a arena de avaliagdo, sem a presenca de animais iscais,
tornando a fémea um estimulo incondicionado para o rato, o que independe de sua
experiéncia.

A motivagdo sexual € ativada por estimulos externos, iniciados no SNC e néo
por eventos enddgenos, sendo traduzidos em comportamentos de facil observacdo, na
musculatura esquelética, podendo ou ndo, estar associada com alteracdes no Sistema
Nervoso Autdbnomo (SNA) (AGMO, 1999; AGMO, 2007).

No teste de motivagdo sexual os ratos sexualmente inexperientes foram
expostos a um incentivo sexual (fémea receptiva) e a um incentivo social (masculino).
Todos os animais, escolheram permanecer por mais tempo no incentivo das fémeas
sexualmente receptivas, e com maior duracdo, decorridos os 30 minutos de observacao
(Tabela 5).

Tabela 5- Média £ D.P.M do tempo, em minutos (min) para cada um dos grupos do teste
de motivacao sexual observado durante 30 min em ratos machos tratados durante 30 dias
com EHAO0, preparado a partir das flores de A. oleracea.

G1-0,5mL de agua G2-88,91 mg/kg G3-444,57 mg/kg

Parametros destilada (n=5)  de EHAo0 (n=5) de EHAO (n=5)
Frequéncia FSR 10.4+0.8 21.4+6.6 22+3.7
Duracéo FSR 20.2+1.0 18.8+1.0 18.4+1.6
Frequéncia MSA 20.8+1.0 21.242.6 20.4+3.2
Duracio MAS 6.4+0.5 7.640.5 7.041.0
RG 0 0 0
ND 4.0+0.0 5.241.6 4.040.0
Tempo total (min) 30 30 30

Onde: FSR = fémea sexualmente receptiva; MSA = macho sexualmente ativo; RG = manipular ou
lamber a regido genital; ND = tempo restante (comportamentos néo avaliados).
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4.3.3.2 Teste de erec¢éo peniana

A populagdo faz uso de plantas medicinais como Montanoa tomentosa,
Syzygium aromaticum, Massularia acuminata, Fadogia agrestis e Panax ginseng para o
tratamento de disfuncbes sexuais, principalmente em casos de incapacidade de se alcar e
mater 0 pénis ereto para que ocorra a relacdo sexual satisfatoria (KIM et al., 1998;
KUMAR; SUBRAMONIAM; PUSHPANGADAN, 2000; ANDRADE et al., 2007; AMANG et
al., 2014).

A atividade afrodisiaca destas especies € atribuida a presenca de um ou mais
fitoconstituintes como esterois, fendis, alcaloides, aminoacidos e saponinas, que atuam
intensificando a liberac@o de oxido nitrico pelas células endoteliais ou neurais, resultando
no relaxamento dos corpos carvenosos, melhorando o desempenho sexual, e assim,
melhorando o funcionamentos dos 6érgdo genitais (NDENECHO, 2009; SHAMLOUL, 2010;
MALVIYA et al., 2011; MELNYK; MARCONE, 2011). No caso da espécie Panax ginseng
C. A. Meyer, da familia Araliaceae, o efeito € devido a presenca de ginsenosideos
(NOCERINO et al., 2000; MURPHY; LEE, 2002; ANDRADE et al., 2007).

Na populacdo de animais estudada, o EHAo néo foi capaz de ocasionar o
aumento na erecdo peniana de machos sexualmente inexperiente, diferenca nao
significativa, quando comparada ao grupo controle no periodo de registro (30 minutos),
sendo observada erecéo peniana em todos 0s animais dos grupos analisados. Do mesmo
modo, os resultados mostraram nao ter diferenca na média de erecdes de cada grupo e

no indice de erecdo peniana (IEP) (Tabela 6).

Tabela 6 - Média + D.P.M para cada um dos grupos do teste de erecdo peniana em ratos
machos, observado durante 30 minutos, tratados com EHAo preparado a partir das flores
de A. oleracea.

Parametros G1-0,5mL de agua G2-88,91 mg/kg G3-444,57 mg/kg
destilada (n=5) de EHAO0 (n=5) de EHAO0 (n-5)
Animais com EP (n) 5 5 5
Média de erecbes 20.8£0.7 20.6 £ 0.5 21+0.6
IEP (%) 64,9% 64% 66%
Tempo total (min) 30 30 30

Onde: EP= Erecéo Peniana; IEP = indice de Erec¢&o Peniana.

Em nossos experimentos, era esperado que animais tratados com o EHAo

apresentassem precocemente a primeira erecdo e o maior numero de erecdes dentro do
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periodo observado, certo que esta planta, é indicada como estimulante sexual, e possui
em sua composicao fitoconstituintes como saponinas, fenois e alcaloides que melhoram a
atividade do sistema reprodutor masculino (MELNYK; MARCONE, 2011; PINHEIRO et al.,
2015).

4.3.3.3 Teste de comportamento sexual

Dentre os parametros de comportamento sexual masculino calculado, houve
aumento significativo na frequéncia de montagem nas doses de 88,91 mg/kg e 444,57
mg/kg de extrato em comparacdo ao grupo controle. Isto € indicativo de aumento da
libido, de eficiéncia da erecédo e orientacdo do pénis (AGMO, 1997) (Tabela 7).

A laténcia para monta e intromissdo, também ditos apetitivos, ndo foram
alterados sugerindo que todos o0s animais apresentaram orientacdo heterossexual,
reforcado pelos resultados de motivacdo sexual, possivelmente devido a ndo alteracéo
dos horménios da pituitaria anterior que estimulam a sintese do receptor de dopamina
(ALLOUH et al., 2014; ALLOUH, 2015).

N&o houve também poténcia do comportamento sexual, ou seja, em
parametros consumatorios, no caso no comportamento de ejaculacdo (n=0),
provavelmente, ndo decorreu de reducdo na erecdo peniana, pois 0 numero de montas
com intromissdo ndo foi modificado nos grupos tratados. E mesmo que o 6rgao copulador
masculino esteve em contato com o orificio vaginal, ndo houve ativacdo ou reforco da
lordose das fémeas (AMANG et al., 2014).

Tabela 7- Média + D.P.M dos parametros comportamentais em minutos (min) de ratos
machos tratados durante 30 dias com EHAo0, preparado a partir das flores de A. oleracea,
observados durante 30 minutos.

G1l-0,5mLde G2-88,91mg/kg G3-444,57 mgl/kg

Parametros agua destilada de EHAO de EHAo
Comportamento de Montagem
FM 6.0£2.3a,b 15.4+£0.5 14.6£0.5
LM 4.0+3.3 2.85+0.3 3.0+0.0
Comportamento de Penetracao
LP Aus. Aus. Aus.
FP Aus. Aus. Aus.
Comportamento de ejaculacao
FE Aus. Aus. Aus.
IPEJ Aus. Aus. Aus.

Onde: FM = Frequéncia de montagem; LM = Laténcia de montagem; LP = Laténcia de
Penetracao; FP = Frequéncia de Penetracao; FE= Frequéncia de ejaculacdo; IPEJ= Intervalo pds-
ejaculatério. Aus.= Ausente
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O numero de intromissGes seguidos de ejaculacdes € considerado importante
na fertilidade, j& que um maior nimero de ejaculacbes eleva o numero de
espermatozoides no canal vaginal, aumentando as chances de fertilizacdo (HULL;
WOOD; McKENNA, 2006).

Nchegang et al. (2016), observou que o0 extrato de Eremomastax speciosa
(Acanthaceae), adminstrado por duas semanas na dose de 500mg/kg, teve efeitos
positivos na motivacdo e desempenho sexual masculino. Allouh et al., (2015), relatou que
os tuberculos da espécie Cyperus esculentus tém atividade afrodisiaca, por aumentar a
libido e o desempenho sexual masculino.

No estudo conduzido por Estrada-Reys et al. (2013), o tratamento com a
espécie Turnera difusa Wild reduziu principalmente a laténcia da ejaculacéo, confirmando
os efeitos pro-sexual da espécie, e o efeito ansiolitico de € uma vantagem para seu uso
para melhorar o desempenho sexual. Testou-se também o potencial afrodisiaco do caule
de Fadogia agrestis (Rubiaceae) em ratos machos, e em todas as doses administradas
observou-se aumento na frequéncia de montagem, de penetracdo e prolongamento da
laténcia ejaculatéria (MALVIYA et al., 2011).

Mohammed e Engidawork (2011) investigaram o efeito do extrato fresco de
Catha edulis (Celestraceae), uma erva com atividade estimulante sobre a sexualidade,
sobre o0s parametros reprodutivos, incluindo motivacdo sexual. Os resultados
demosntraram que a dose de 100mg/kg, melhorou a motivacdo sexual, sem apresentar
efeito sobre o desempenho. Semelhante aos dados obtidos neste estudo, sugerindo que a
espécie Acmella oleracea possibilita aumento da libido, sem alterar o comportamento

heterossexual.

4.3.4. Teste de dominancia letal

4.3.4.1 Variaveis reprodutivas

As variaveis reprodutivas das ratas ndo tratadas, acasaladas com o0s animais
tratados, encontram-se na tabela 8. A administracdo do EHAo n&o interferiu no
acasalamento dos ratos (taxa de acasalamento e indice de fertilidade de 100%), assim, a
proporcdo de fémeas gravidas e a duracdo da gravidez também néo foram afetadas em
nenhuma das doses estudadas, obtendo o numero de filhotes, G1= 53, G2=50 e G3= 26.
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Tabela 8- Varidveis reprodutivas de progenitoras, acasaladas com os ratos machos,
tratados durante 30 dias com EHAO0, preparado a partir das flores de A. oleracea.

Grupos
Parametros das
Progenitoras G1-0,5mL de agua G2-88,91 mg/kg G3-444,57 mg/kg
destilada (n=5) de EHAo0 (n=5) de EHAo0 (n=5)
N° de ratas acasaladas 5 5 5
N° de fémeas com TP. 5(5) 5(5) 5(5)
N° de fémeas prenhas 5(5) 5(5) 5(5)
N° de filhotes/prog. 10.6+0.55(53)b 10+0.70(50)c 5,24+1,92(26)
Peso da ninhada (g) 6.59+0.56 6.60+0.36 6,96+0,83
N° de filhotes fémeas 5.84+0.84(29) 5.4+£1.14(27) 4+1,22(26)
N° de filhotes machos 4.8+0.45(24)b 4.6+£0.55(23)c 1,2+1,10(6)
Taxa de acasalamento 100% 100% 100%
indice de fertilidade 100% 100% 100%
indice de virilidade 45.3%b 46%c 30%

TP: tampé&o vaginal (espermatozoides), Prog.= Progenitora. Os valores estdo expressos em
porcentagens e em média + D.P (n=5). ANOVA uma via (Tukey) (p <0.05). Onde:  comparacao
entre G1 vs G2, ® comparac&o entre o grupo G1 vs G3, ¢ comparacao entre o grupo G2 vs G3.

No primeiro dia pos-natal, os filhotes foram contados, sexados, mensurado o
peso dos filhotes individualmente e observadas as caracteristicas macroscopicas externas
dos filhotes. A exposicdo ao EHAo revelou que o mesmo ndo demonstrou sinais de
fetotoxicidade, expressadas pelo nimero de nascidos, malformacdes externas e peso da
ninhada (G2 e G3) (Figura 18). Embora nédo se tenha observado alteracdo na fertilidade,
houve uma drastica redugdo no numero médio de filhotes do G3 (444,57 mg/kg) em
relacdo aos demais grupos avaliados (G1 e G2) (p<0.001) respectivamente, quando
machos expostos foram submetidos ao convivio com fémeas n&o expostas. Devido a
diferenca estatistica no numero de machos nascidos, houve redugdo no indice de

virilidade do grupo G3.

Figura 18- Em A filhote recém-nascido, apresentando-se sem pelos e orelhas dobradas e
em B (a) pelos ja nascidos, (b) orelhas desdobradas e (c) olhos ainda fechados.

Fonte: Autor (2017).
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Além disso, foi avaliado o reflexo de endireitamento, onde cada animal foi
colocado em decubito dorsal e verificado o tempo gasto para retornar ao decubito ventral,

nao sendo observada alteracdo em nenhum filhote avaliado.

4.3.5 Dosagens hormonais

A saude reprodutiva masculina é definida ndo s6 pelo desenvolvimento
adequado do sistema reprodutor como pela manutengcdo de suas fungdes, portanto, o
sistema genital masculino é totalmente dependente de andrégenos (LUCCIO-CAMELO;
PRINS, 2011; SMITH; WALKER, 2014).

As células de Leydig sdo responsaveis pela producdo do hormoénio
testosterona, que atua no desenvolvimento das caracteristicas masculinas, essencial para
a funcdo continuada da espermatogénese, além de fornecer informacdes sobre a
degradacdo do hormdnio no figado (OECD, 2009; ROSS; PAWLINA, 2012). O FSH
controla as concentracdes de testosterona, um fator imprescindivel para o processo
espermatogénico e o LH estimula a secrecdo de testosterona pelas células de Leydig
(COUTO, 2011; SPRITZER; REIS, 2012). Portanto, os compostos que interferem na acao
destes hormdnios, tém impacto direto sobre a funcionalidades dos 6rgdos que compdem
este sistema.

Neste estudo, foi observado aumento nos niveis de testosterona (p<0.001) e
nos niveis séricos de LH (p<0.001) e FSH (p<0.001), entre os animais dos grupos
tratados G2 e G3 em relacdo ao G1 (Tabela 9). Estes resultados sdo dose dependente
semelhantes aos encontrados por Sharma et al. (2011), ao investigar os efeitos da

administracao de extrato de jambu, por 28 dias.

Tabela 9- Efeito do EHAo, preparado a partir das flores de A. oleracea, sobre os niveis
hormonais de testosterona, hormonio luteinizante (LH) e foliculo estimulante (FSH) dos
animais avaliados.

Grupos
Niveis hormonais G1-05mL de agua G2- 88,91 mg/kg  G3- 444,57 mg/kg
destilada (n=5) de EHAo0 (n=5) de EHAo0 (n=5)
FSH (mIU/mL) 1.4+0.01a,b 3.3+0.08¢c 8.2+0.06
LH (mIU/mL) 4.3+0.07a,b 7.6+0.08¢C 10.6+0.12
Testosterona total (ng/mL) 1.7+0.03a,b 4.7+0.03c 8.7+0.02

Valores expressos em média + D.P.M. Diferengas significativas (p=0,05). Resultados analisados
pela ANOVA com pés-teste de Tukey.
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A importancia da testosterona é mencionada em varios trabalhos, por
desempenhar papel na manutencéo do tecido erétil e na fisiologia peniana, modulacdo da
funcdo neural e na integridade do musculo liso (ANTONIO-CABRERA et al., 2011; KIM;
WOOD, 2014). Schultz e colaboradores (2004) relatam que a deficiéncia de testosterona
durante a puberdade diminuiu o nimero de montas, intromissdes e ejaculagbes, o que 0s
levou a concluir que a testosterona € essencial para aumentar o desejo sexual de machos
maduros e para preparar o macho para responder a uma fémea receptiva.

Erhabor e Idu (2017), estudaram a raiz da espécie Aloe barbadensis, que é
bastante utilizada na Nigéria para aumentar a libido, e observaram que o aumento da
testosterona é dose-dependente, dando suporte ao uso da raiz desta espécie como um
afrodisiaco em machos.

A capacidade de diferentes plantas medicinais em melhorar a funcéo sexual, €
atribuida ao aumento da concentracdo de testosterona sérica, sendo que em algumas
espécies a acao desse hormonio atuou especificamente nos reflexos penianos, como em
animais tratados com Arctium lappa (JIANFENG et al., 2012) e Tribulus terrestris (SINGH
et al., 2012).

Watcho e colaboradores (2017) observaram em seu estudo que Ficus
asperifolia (Moraceae) possui atividade semelhante a androgenos através da possivel
estimulacdo de células citoplasmaticas e/ ou receptores nucleares pelos compostos
biativos encontrados em seus extratos. Neste estudo, 0 aumento da concentracdo sérica
de testosterona é o possivel mecanismo possivelmente, o responsavel por seus efeitos
afrodisiacos (MALVIYA et al., 2011; VYAS et al., 2016).

4.3.6 Analise macroscopica e peso relativo dos 6rgéos vitais e reprodutores

Determinadas substancias sdo capazes de atravessar a barreira testicular e
alterar o peso deste 6rgao, indicando modificacées no tibulo seminifero, intersticio e na
producdo de espermatozoides, interferindo a espermatogénese, assim, o peso do
testiculo aparece como um parametro confiavel na avaliacdo de lesdo gonadal, por
apresentar pouca variabilidade dentro de uma espécie (LENT et al., 2015; SAENPHET;
JITJAINGAN; CHAIYAPO, 2015).

Durante as necropsias, ndo se observou alteracbes macroscopicas dos 0rgaos
vitais e reprodutores dos ratos tratados com o EHAo, considerando os parametros:
aspecto, cor, textura e forma. A andlise do peso dos 6rgdos ndo indicou diferenca

significativa nos 6rgaos dos ratos machos (Tabela 10).
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Tabela 10 - Peso relativo de érgaos vitais e reprodutores de animais dos grupos controle
(G1) e tratados (G2 e G3) com EHAo0, preparado a partir das flores de A. oleracea,
durante 30 dias.

Orgédos G1-0,5mL de 4gua G2-88,91 mg/kg G3-444,57 mg/kg
destilada (n=5) de EHAo0 (n=5) de EHAo0 (n=5)
Baco 0.26+0.02 0.24+0,03 0.26+0.03
Coragéao 0.27+0.02 0.28+0.01 0.27+0.02
Figado 2.85+0.35 2.81+0.26 2.73+0.25
Pulmdes 0.39+0.01 0.37+0.05 0.38+0.02
Rins 0.65+0.05 0.63+0.04 0.62+0.05
Epididimo 0.63+0.02 0.64+0.07 0.60+0.06
Testiculos 0.92+0.07 0.94+0.07 0.95+0.08
Vesicula seminal 0.43+0.09 0.45+0.02 0.44+0.03

Valores expressos em média + D.P.M. ANOVA uma via (Tukey) (p <0.05).

Autores como Russell e colaboradores (1990), propdem que exista uma
correlacdo entre o niamero de células germinativas existentes nas gbnadas e o peso
testicular. Neste contexto, como nao foi observado alteracdo no peso relativo dos
testiculos entre os grupos controle e tratados, € possivel sugerir que o EHAo nao alterou
as estruturas dos tabulos seminiferos, nem a quantidade de células germinativas.

Outro fator importante é que a contagem de espermatozoides na secrecéo
epididimaria ndo demonstrou diferenca significativa entre os grupos tratados com o EHAo
(G2 e G3), comprando com o controle (G1) (tabela 11). Considerando tais dados, €
possivel concluir que a exposicdo de ratos machos ao EHAo no periodo avaliado néo
interfere no processo de espermatogénese. De forma semelhante, estudo conduzido por
Santos et al.,, (2016) demonstrou que a administracdo do extrato de Pradosia huberi
Ducke em ratos machos ndo altera a estrutura e funcdo dos érgdos reprodutores e

glandulas sensoriais desses animais.
4.3.7 Funcao espermatica
4.3.7.1 Concentracdo, motilidade e morfologia espermética
A contagem de espermatozoides demonstrou que a concentracdo de

espermatozoides (10%/mL) foi de 369.0 + 24,2 para o grupo G1 (controle), 359.3 + 34,4 e

375.3 + 59,5 para os grupos tratados G2 e G3, respectivamente, sem significancia
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estatistica. Além disso, ndo houve alteracdo no peso dos 6rgaos, principalmente dos
testiculos, sugerindo ndo haver degeneracdo do epitélio epidimario nas doses utilizadas,
mantendo-se também normal a concentracdo espermatica (JEQUIER et al.,, 2010;
BELLENTANI et al., 2011).

A motilidade espermatica é uma das principais caracteristicas associadas com a
capacidade fertilizante do sémen, sendo essencial para o transporte espermatico atraves
do trato genital feminino e para a fertilizacdo (CARVALHO et al., 2010; LUCENA et al.,
2014). O presente estudo ndo demonstrou diminuicdo da motilidade de espermatozoides
de ratos tratados com o EHAo durante 30 dias (Tabela 11).

Perobelli et al. (2012) observaram que a aceleragdo do transito de
espermatozoides pelo epididimo compromete a maturacdo, ou seja, a motilidade dos
espermatozoides e o potencial de fertilizagdo, sendo observadas alteragbes protéicas na
membrana plasmatica dos espermatozdides coletados da cauda do epididimo associadas

a baixa qualidade do sémen.

Tabela 11 - Concentracdo e motilidade espermatica de animais dos grupos controle (G1)
e tratado (G2 e G3) com EHAo0, preparado a partir das flores de A. oleracea, durante 30
dias

G1-0,5mL de agua G2-88,91 mg/kg G3-444,57 mg/kg

Orgdos destilada (n=5) de EHAo (n=5)  de EHAo (n=5)
[ ] de esperm. (10%/mL) 369.0+24.2 359.3+34.4 375.3+59.5
Motilidade espermatica 54.5+6.59 53.9+6.18 55.3+5.89

Valores expressos em média + D.P.M. ANOVA uma via (Tukey) (p <0.05).

O aumento na porcentagem de alteragdes morfolégicas presentes no
ejaculado, correlaciona-se diretamente com a diminuicdo da fertilidade. Na analise da
morfologia espermatica foi nitido neste estudo que ndo houve diferenca significativa entre
0s grupos tratados com EHAo (G2 e G3) e o grupo controle (G1) ao comparar o

percentual de espermatozoides integros e néo integros (Tabela 12).

Tabela 12- Morfologia espermética de animais dos grupos controle (G1) e tratados (G2 e
G3) com EHAO, preparado a partir das flores de A. oleracea, durante 30 dias

G1l-0,5mL de G2-88,91mg/kg G3-444,57 mg/kg

Parametros agua destilada  de EHAo (n=5)  de EHAO (n=5)
integros (%) 95.7+0.3 96+0.2 95.5+0.1
N&o integros (%) 4.3£1.3 3.9+1.1 3.3+x0.9

Valores expressos em média + D.P.M. ANOVA uma via (Tukey) (p <0.05).

Referente aos nao integros, houve um aumento do percentual de

espermatozoides com a cauda curvada e sem cabeca em todos 0s grupos. A primeira
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anormalidade pode ter ocorrido devido a alteragdo na osmolaridade das células durante a
diluicdo, apds a coleta, e o fato de alguns estarem sem cabeca, € possivel que esta
anormalidade seja consequéncia do procedimento de esfregaco realizado na preparacao
das laminas. Contudo, para uma investigagcao mais aprofundada, outros testes podem ser
realizados com a finalidade de obter mais informagdes como os testes de: penetragao
espermatica, reacdo acrossémica, hemizona pelicida, edema hipoosmaético e interacao
dos espermatozoides com o muco cervical (LAMB, 2010; SAMPLASKI et al., 2010).

A principal correlagdo encontrada foi que entre os trés parametros analisados
de maneira geral, uma boa estrutura espermética (morfologia) € necesséria para obter
boa motilidade. Como observado, os animais tratados com EHAo nas doses 88,91 mg/kg
e 444,57 mg/kg ndo apresentaram efeitos toxicos no sistema reprodutor, diferente
daqueles relatados por Nusier et al. (2007), sobre o efeito potencialmente téxico do
extrato de Rosmarinus officinalis L. (a-pineno, 1,8 cineol e a canfora como constituintes
majoritarios) no sistema reprodutivo de machos na dose de 500 mg.kg. Os autores
constataram diminuicdo no peso meédio do epididimo, prostata, ducto deferente e vesicula
seminal, além de declinio significativo na espermatogénese, no numero de
espermatdécitos, espermatides e nos niveis de testosterona.

Neste trabalho, a producdo de gametas, motilidade e a sua morfologia nao
foram afetadas pelo tratamento durante 30 dias com o EHAo v.0, considerando que as
proporgdes de gametas normais e anormais foram comparativamente semelhantes entre

0s animais dos grupos controle e tratado.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Diante dos resultados obtidos:

e A analise quimica do extrato hidroetandlico das flores de A. oleracea revelou
a presenca do composto espilantol como componente majoritario, corroborando com
resultados ja descritos na literatura, em que a maior quantidade € encontrada nesta parte
da planta.

e A administracdo do EHAo em fémeas, nas condi¢cdes experimentais deste
estudo, € seguro, pois ndo foi observado sinais de toxicidade materna ou qualquer
interferéncia gestacional ou reprodutiva. Por outro lado, o tratamento com EHAo foi capaz
de aumentar o periodo de fertilidade, sem alterar a foliculogenése. Sugere-se a conduc¢éao
de estudos futuros relacionados a seguranca do EHAo, incluindo o tratamento durante as
demais fases do desenvolvimento.

e A administracdo do EHAo em machos, nas condi¢cbes experimentais deste
estudo demonstrou nao interferir na espermatogénese, aumentou a libido e n&do alterou a

fertilidade destes.
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ARTICLE INFO ABSTRACT
Keywords: Ethnoph logical rel The species Acmella oleracea (L.) R.K. Jansen (Asteraceae), popularly known as
Acmella oleracea jambd, is marketed in fairs as a female aphrodisiac and has several pharmacological activities already confirmed,
Reproductive performance among them the sexual stimulant action. The objective of this study was to evaluate the effects of the oral
Spilanthol administration of the hydroethanolic extract of A. oleracea flowers (EHA0) on wistar rats during the pre-mating,
i’:"m“;l‘{‘" mating, and pre-implantation period.

P e Material and methods: During the treatment period, measurements of feed intake, water intake, weight, estrous

cycle, behavior, reproductive parameters, biochemical parameters, hematological parameters, and histo-

pathology of ovaries were performed daily.

Results: In the gas chromatography analysis - mass spectrometry characterization, the compound (2E, 6Z, 8E) -N-

isobutyldeca-2,6,8-trienamide (spilanthol) was detected as the majority compound at the 84% concentration. In

the conditions of this study, EHAo did not cause maternal toxicity. However, in the estrous cycle, the frequency
of the Proestrous (P) and Estrous (E) phase was significantly increased with the doses of 88.91 and 444.57 mg/kg
of the EHAOo in relation to the control. On the other hand, the rous (M) and di (D) phases showed a
significant reduction in their frequency in the groups treated with EHAo. Water intake increased significantly
(p < 0.01), as well as the triglyceride levels, the total cholesterol and fractions (p < 0.05), and the percentage of
neutrophils (p < 0.05).

Conclusion: It is concluded, therefore, that the treatment with EHAo, which is one of the forms popularly used, is
safe in the concentrations and time of treatment studied as it is able to influence the estrous cycle without
altering folliculogenesis and fertility.

and boto-de-ouro, native of South America, very cultivated, and used
as a seasoning in the cuisine of the northern region of Brazil. At the Ver-

The Acmella oleracea (L.) R.K. Jansen species is popularly known as o-Peso fair in the city of Belém, Par4, Brazil, the largest city from the
jambu, agrido-do-Par, agrido-do-norte, agrido-bravo, agrido-do-Brasil, Amazon region, it is marketed as a female aphrodisiac and is sought by

1. Introduction
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