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RESUMO

Pilocarpus microphyllus Stapf ex Wardleworth (jaborandi, Rutaceae) € uma das mais
importantes espécies de plantas medicinais brasileiras devido ao seu contetdo de
pilocarpina (PIL), um alcal6ide usado no tratamento de glaucoma e xerostomia. Apesar
de muito utilizada na medicina popular para diversos tratamentos, no entanto ndo ha
relatos na literatura sobre seus efeitos no sistema reprodutor. Desta forma, o objetivo
deste estudo foi investigar os possiveis efeitos do OE-Pm sobre o sistema reprodutor de
ratos machos e no desenvolvimento de sua progénie.. Para a avaliacdo de toxicidade nas
progénies, as fémeas prenhes (n=28) foram divididas em quatro grupos, sendo um grupo
controle com Tween-80 a 1% e trés grupos tratados com OE-Pm nas doses de 25, 50 e
100mg/kg por via oral, do oitavo dia de prenhez até o desmame. As progénies foram
avaliadas diariamente quanto a quantidade de filhotes, peso ao nascer(g), deslocamento
dos pavilhGes auriculares, surgimento de pelos, abertura palpebral bilateral, abertura do
canal vaginal, descida dos testiculos e separacdo prepucial. A avaliacdo com 0s machos
foram utilizados 28 ratos Wistar divididos em 4 grupos: grupo controle (Tween 80 a
1%) e trés grupos de tratamento com OE-Pm nas doses de 25, 50 e 100mg/kg, por via
oral por 60 dias. Foram realizados os seguintes testes: coleta dos érgdos e pesagem,
analise de motilidade, vigor e concentracdo espermatica. Os dados paramétricos foram
avaliados por andlise de variancia seguida pelo teste de Bonferroni (p<0,05) e 0s ndo
paramétricos pelo teste de Kruskal Walis seguido pelo teste de Tukey (p<0,05) para
comparagGes multiplas. Os resultados do protocolo das progénies indicam que 0s
parametros quantidade de filhotes, peso ao nascer (g), deslocamento dos pavilhdes
auriculares e surgimento de pelos ndo foram alterados de forma significativa (p<0,05).
Contudo, as analises de abertura palpebral, abertura do canal vaginal, descida dos
testiculos e separacao prepucial, analisados em dias, indicaram um retardo significativo
nas progénies de ratas tratadas com o 6leo. Os resultados para a avaliagdo nos machos
demonstraram que o peso da préstata de ratos tratados com 6leo na dose de 100mg/kg
diminuiu significativamente (p<0,05) com relacdo ao controle, assim como a
concentracdo espermatica nas doses de 50 e 100mg/kg com relacdo ao controle e a dose
de 25mg/kg de OE-Pm. O vigor e a motilidade espermética ndo foram alteradas de
forma significativa. Os animais ndo apresentaram sinais comportamentais de toxicidade.
Assim, conclui-se que o Oleo essencial de Pilocarpus microphyllus apresenta efeitos
toxicos no desenvolvimento inicial da prole assim como no sistema reprodutor do
macho adulto.

Palavras- chave: Pilocarpus microphyllus (jaborandi);espermatozoides; fertilidade;
progénie
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ABSTRACT

The objective of this study was to investigate the possible effects of oral administration
of the essential oil of Pilocarpus microphyllus (OE-Pm) on the progeny development
and on the reproductive system of male rats. For the experimental protocol of progeny
toxicity, females pregnant, total of 28, were divided into four groups, being a control
group with 1% Tween-80 and three groups treated with OE-Pm at doses of 25, 50 and
100mg / kg orally, from the eighth day of pregnancy until weaning, and progenies were
evaluated in relation to the number of pups, birth weight (g), opening of the auricles,
appearance of hair, bilateral opening of the eyelid, opening of the vaginal canal, descent
of the testicles and preputial separation. For protocol in rats were used 28 Wistar rats
were divided into 4 groups according to dosage: control group (Tween 80, 1%) and
three treatment groups with EO, pm at doses of 25, 50 and 100mg / kg , orally for 60
days. . The following tests were performed: organ collection and weighing, analysis of
motility, vigor and sperm concentration. The parametric data were evaluated by analysis
of variance followed by the Bonferroni test (p <0.05) and the nonparametric ones by the
Kruskal Walis test followed by the Tukey test (p <0.05) for multiple comparisons. The
results of the progeny protocol indicate that the parameters number of pups, birth
weight (g), displacement of the atrial pavilions and appearance of hairs were not
significantly altered, but the analyzes: palpebral opening, vaginal opening, testis descent
and preputial separation, analyzed in days, indicated a significant delay in the progenies
of rats treated with the oil. The results for the protocol in males showed that the prostate
weight of rats treated with oil at the dose of 100mg / kg decreased significantly with
respect to the control. as well as the sperm concentration at doses of 50 and 100mg / kg
in relation to the 25mg / kg dose control. The analyzes of vigor and motility were not
significantly altered. In the histopathological analysis of the testicles, no changes were
observed in relation to the control group. The animals showed no behavioral signs of
toxicity. It is concluded that the essential oil of Pilocarpus microphyllus presents toxic
effects on the early development of the offspring as well as on the adult male
reproductive system.

Keywords: fertility, spermatozoon, progeny



INTRODUCAO

O conhecimento sobre o poder curativo das plantas é tdo antigo quanto o
aparecimento da espécie humana na terra. Desde cedo as primeiras civilizacOes
perceberam, empiricamente, que algumas plantas continham poder curativo ao serem
experimentadas no combate as doencas (BADKE et al, 2011). Neste sentido, as feiras e
mercados tradicionais sdo o centro de compra e venda que comercializam produtos
vegetais e animais, concentrando-se em manter e difundir o conhecimento empirico
sobre estes recursos (ALBUQUERQUE et al, 2014). Embora a medicina moderna esteja
bem desenvolvida, na maior parte do mundo, a OMS reconhece que grande parte da
populacdo dos paises em desenvolvimento depende da medicina tradicional para sua
atencdo primaria, tendo em vista que 80% desta populacdo utiliza préaticas tradicionais
nos seus cuidados basicos de salde e 85% destes utilizam plantas em diferentes
preparacOes (SILVA, 2002).

No entanto, com o avancgo cientifico, essa pratica ficou menos frequente
devido a utilizacdo de medicamentos sintéticos. Mas, devido ao alto custo desses
medicamentos e efeitos indesejaveis tanto ao homem quanto ao meio ambiente, a
utilizacdo de produtos naturais como alternativa terapéutica voltou a ter destaque
(ROCHA, 2006; MACHADO, 2011).

Dentro desta perspectiva, a biodiversidade brasileira tem sido estudada
extensivamente e um nimero crescente de estudos relacionados a espécies de plantas e
recursos naturais tem contribuido para novas alternativas terapéuticas. Um exemplo
dessa flora diz respeito a espécie Pilocarpus microphyllus Stapf ex Wardleworth,
popularmente conhecida como jaborandi, originarias do Norte e Nordeste do Brasil
(ROCHA et al, 2017).

Diversos estudos revelam que folhas de jaborandi, como outras espécies de
plantas, contém varios metabolitos bioativos cujas propriedades farmacolégicas e
fisioldgicas ainda ndo foram completamente elucidadas ou ainda estdo sendo estudadas.
Dentre os principios ativos encontrados nas folhas a epiisopiloturina (EPI), um alcal6ide
com atividade anti-esquistossdmica (BENTO et al, 2010; VERAS et al, 2012;
GUIMARAES et al, 2014; GUIMARAES et al, 2015).

No Brasil suas folhas sdo utilizadas como diurético, sudorifico, digestivo,
sialogogo, tonico capilar e para inflamacao ocular (TAVEIRA et al., 2003). De acordo

com a medicina popular, esta espécie é utilizada para dor de ouvido, célicas em



criangas, sinusite e até mesmo "mau olhado” e "amuleto”. As folhas sdo usadas na
forma de ché, infundido e macerado.

Porém, o surgimento do conceito de “natural”, em muito contribuiu para o
aumento no uso das plantas medicinais nas ultimas décadas. Para muitas pessoas esse
conceito significa “auséncia de efeito maléfico”, que sdo aqueles que podem causar
algum dano, ou de outra forma, representa perigo. Assim, produtos naturais passaram a
ser sindbnimo de produtos saudaveis, seguros e benéficos (MENGUE et al, 2001).

Contudo, as plantas possuem substancias ativas e, muitas vezes, o efeito
toxico sobre o organismo é desconhecido ou ignorado pelos usuarios. Dai a importancia
do conhecimento sobre o consumo de plantas para fins terapéuticos para uso seguro,
eficaz e consciente (ARRUDA, 2013).

Os estudos de toxicidade pré-clinica necessitam indicar o grau de confianca
a se depositar em determinado medicamento com vistas & administracdo em seres
humanos (MELLO; LANGELOH; MELLO, 2007) e animais. Tais estudos devem ser
realizados com base em protocolos aceitos internacionalmente. No Brasil a legislacéo
que regulamenta a realizacdo de testes pré-clinicos de toxicidade para medicamentos
fitoterapicos é a Resolucdo N° 90 de 16 de marco de 2004 da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria do Ministério da Satde do Brasil (ANVISA, 2004). E estipulado
que testes de avaliacdo de risco sejam realizados em duas espécies de mamiferos, uma
roedora e uma ndo roedora, machos e fémeas de linhagem isogénica, em numero
suficiente para que haja garantia das analises estatisticas dos resultados, sem excessos
que violem os “Principios Eticos da Experimentagio Animal” (COBEA, 1996).
Também estipula a via de administracdo a ser utilizada, doses e duracdo do tratamento,
tendo como base os recomendados para uso do fitoterapico em humanos. Além das
diretrizes estabelecidas pela OECD, que estabelece protocolos experimentais para
utilizacdo da dose e via de administragéo.

Diante do exposto, varias sdo as espécies de plantas que estdo presentes na
Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao Sistema Unico de Salde
(Renisus), uma lista com 71 espécies que apresentam potencial de avancar nas etapas da
cadeia produtiva e gerar produtos de interesse ao SUS e ao Ministério da Salde
(BRASIL, 2009). A Pilocarpus microphyllus ndo estd na lista das 71 espécies com
potencial de virar fitoteraico, mas o uso de seu principio ativo pilocarpina é permitido
na Portarian® 71, de 29 de maio de 1996.



O Brasil tem se preocupado em estabelecer diretrizes que objetivam o
emprego de plantas medicinais ou de medicamentos que as contenham dentro dos
requisitos de seguranca, considerando a politica de medicamentos estabelecida com o
uso racional de medicamentos. A criagdo de uma politica de ambito nacional para o uso
das plantas medicinais e dos fitoterapicos foi resultado de uma luta que remonta a época
anterior a criagdo do SUS, em que diversos autores, como pesquisadores, gestores,
profissionais de saude e usuarios tiveram papel fundamental (BRASIL, 2006).

Assim, os testes de toxicidade reprodutiva, que constituem objetivos desta
pesquisa, foram realizados para determinar os efeitos diretos do 6leo essencial de P.
microphyllus sobre o processo de reproducdo de mamiferos roedores.

Esta tese é constituida de dois capitulos, sendo que o primeiro artigo sera
submetido a publicacdo de acordo com a area ZOOTECNIA / RECURSOS
PESQUEIRQOS na Brazilian Archives of Biology and Technology, ISNN 1678-4324 —
Qualis B2, e o segundo capitulo sera submetido a publicacdo na Anais Da Academia
Brasileira De Ciéncias (ABC), ISNN 1678-2690 — Qualis B1.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Pilocarpus microphyllus Stapf ex Wardleworth

Entre as espécies de plantas medicinais nativas e cultivadas no Brasil, produtoras de
compostos bioativos de interesse mundial destacam-se aquelas que sdo popularmente
conhecidas pelo nome de jaborandi (género Pilocarpus, familia Rutaceae). Essa espécie
¢ fonte de uma variedade de metabdlitos secundarios com potencial atividade
farmacoldgica, tais como alcaloides, cumarinas, flavonoides e terpenos (SANTOS;
MORENO, 2004). O jaborandi apresenta uma ampla distribuicdo pelo continente
americano, estendendo-se da América Central até a América do Sul, ja sendo descritas
para este género 15 espécies (Quadro 1), das quais 13 sdo encontradas no Brasil, sendo
11 exclusivas desse territorio (SKORUPA, 2000).

O género Pilocarpus compreende espécies nativas encontradas do Norte ao Sul do
do Brasil. Dentre essas espécies, encontra-se a P. microphyllus, popularmente conhecida
como jaborandi, ¢ uma planta altamente ramificada, arbustiva e que apresenta altura

média de dois metros, com folhas (Figura 2A) compostas medindo cerca de 40 cm



quando adultas e foliolos coriaceos, de forma lanceolada. As flores (Figura 2B) do

jaborandi (P. microphyllus) sdo pequenas e arranjadas em racimos (cachos) compactos.

Os frutos sdo dispostos em cachos brancos contidos em capsulas de cortex acizentado e
lisos (MARQUES; COSTA, 1994).

Quadro 1 — Distribuicdo geografica no Brasil das diferentes espécies do género

Pilocarpus.

ESPECIES OCORRENCIA REFERENCIAS
Pilocarpus microphyllus  MA, PA, PI SKORUPA, 1996
Pilocarpus jaborandi BA, PE, CE SKORUPA,1996

Pilocarpus riedelianus

AL, PE, BA  ES, PB

SKORUPA, 1996

Pilocarpus spicatus

RJ, ES, BA, PE, PB, CE, SP

SKORUPA, 1996

Pilocarpus trifoliolatus

PA

SKORUPA E PIRANI, 2004

Pilocarpus grandiflorus

ES, BA, AL

SKORUPA,2003

Pilocarpus trachylophus

MG, BA, PI, MA, CE

SKORUPA, 1996

Pilocarpus pennatifolius

BA, GO, MG, SP, PR, SC, RS, MT, MS, PE

SKORUPA, 1996

Pilocarpus giganteus

BA, MG, RJ, SP, ES

SKORUPA, 1996

Pilocarpus peruvianus AC, RO, MT SKORUPA, 1996
Pilocarpus pauciflorus BA, SC, PR, SP, RJ, ES SKORUPA,2003
Pilocarpus alatus PA; MA SKORUPA, 1996
Pilocarpus manuensis AC SKORUPA, 1996
Pilocarpus sulcatus BA; MG SKORUPA, 1996
Pilocarpus carajaensis PA SKORUPA, 1996

Fonte: SKORUPA, 1996; SKORUPA 2003.

No Brasil, ocorre

principalmente no leste da

Amazbnia e

nas

regides do Centro-Sul e Nordeste, com vasta distribuicdo nativa no Piaui e Maranhéo
(MARQUES e COSTA, 1994).




Figura 2- Folhas (A) e flores (B) de Jaborandi (Pilocarpus microphyllus),
pertencente ao género Pilocarpus e familia Rutaceae

Fonte: http:// www.flickr.com

P. microphyllus é uma das mais importantes espécies de plantas medicinais do
Brasil, devido ao fato de suas folhas serem fonte da pilocarpina. Este alcaloide imidazol
é produzido pela industria farmacéutica e utilizado para tratar o glaucoma e xerostomia
(GIL-MONTOYA et.al., 2016; LIMA et al., 2017).

Em um levantamento etnoboténico realizado por Montelos e Pinheiro (2007), em
uma comunidade tradicional do Estado do Maranh&o, descobriu-se que o suco de folhas
de P. microphyllus foi usado para tratar doencas de pele. Maia et al. (2011) atribuem a
esta espécie as atividades: inducdo de transpiracdo, constricdo pupilar (miose),
aceleracdo peristaltica, inducdo de salivacdo e no tratamento de bronquite, pele seca,
febre, acne, perda de cabelo e seborréia.

Nas Ultimas trés décadas, esta espécie foi considerada uma das mais importantes na
flora brasileira para a produgdo de medicamentos. Existem cerca de 15 milhdes de
plantas jaborandi no cultivo e estas produzem cerca de 10.000 kg de folhas por ano
(PINHEIRO, 2002 , 2006 ). E importante notar que P. microphyllus tem alcal6ides que
s&o vistos como fontes promissoras na busca de agentes antiparasitarios (VERAS et al,
2012.).

A partir de espécies de jaborandi (Pilocarpus sp) ja foram identificadas as
estruturas dos seguintes alcaloides: pilocarpina (1), isopilocarpina (2), pilocarpidina(3),
isopilocarpidina (4), pilosina (5), isopilosina (6), epiisopilosina (7), epiisopiloturina (8),
13- nora-7(11)-dehidro-pilocarpina (9), N,N-dimetil-5-metoxi-triptamina (10), N,N-
dimetiltriptamina (11), plastidesmina (12), (1H)-4-metoxi-2-quinolone (13) e dictamina

(14). Alguns deles ja tiveram as suas estruturas determinadas por Ressonancia



Magnética Nuclear-RMN, porém ainda ndo possuem atividade farmacoldgica descrita,
podendo ser promissores como 0 objetivo da pesquisa para a medicina humana e
veterinaria (ANDRADE et al., 2008; SANTOS; MORENO, 2004).

Por meio de pesquisas realizadas através da técnica de cromatografia gasosa ja
foram detectados 24 compostos presentes nos Oleos essenciais de P. microphyllus,
dentre 0s quais encontram-se monoterpenos e sesquiterpenos. Esses compostos
encontrados foram: alfa pineno, limoneno, trans-beta-omiceno, delta eleneno, alfa
cubeneno, alfa copaeno, beta bouboneno, germancreno D, beta elemeno, trans-
coriofileno, alfa gaieno, afa humuleno, aromadendreno, gama cadieneno, isoledeno,
tridecanona,  biciclogermacreno, delta guaineno, beta cadineno, Germancreno B,
Dehidroaromadendreno, beta guaieno, beta guaineno e pentanodec-2-ona. Dentre estes,
0s compostos majoritarios sdo y-cadineno (23,53%) seguido de trans-cariofileno
(21,43%) e tridecanona 16,15% (SILVA, 2017).

A exploracdo do jaborandi é responsavel por uma grande massa de recursos
financeiros nas regides Norte e Nordeste do Brasil. Em 2013, movimentou em torno de
291 toneladas no norte e nordeste brasileiro perfazendo aproximadamente R$ 1,2
milhGes de um total de R$ 4,5 bilhGes referentes ao extrativismo vegetal realizado no
Brasil naquele ano (IBGE, 2013).

2.2 .Toxicidade reprodutiva e teratogenicidade

A toxicologia do desenvolvimento é uma expressdo relativamente recente
encontrado dentro da toxicologia reprodutiva (UDO, 2012). No entanto, ela tem suas
raizes relacionadas a teratologia, termo utilizado antigamente para denominar alteracdes
de ordem estrutural no concepto (GORNIAK et al., 2008), decorrentes de perturbacoes
do desenvolvimento embrionario ou fetal (UDO, 2012). O aparecimento de efeitos
embriotoxicos e fetotoxicos induzidos por substancias diversas pode resultar da
interacdo destas com outros fatores que incidem no conjunto mée-placenta-feto,
interferindo no estado nutricional do feto (MELLO, 2007).

De modo geral, a toxicologia reprodutiva dedica-se ao estudo de fatores que
possam alterar o sistema reprodutor, o desenvolvimento do embrido e feto e o
desenvolvimento pds-natal da prole (SANTQOS, 2011). Assim sendo, o ciclo reprodutivo
ndo versa apenas na concepcdo, prenhez e nascimento, mas tem inicio com a producao

de gametas nos genitores (no periodo pré-natal), continuando pela fertilizacdo e



desenvolvimento embrionario e fetal, nascimento e desenvolvimento pés-natal até a
maturidade sexual, quando o descendente adulto torna-se capaz de procriar (MELLO,
2007).

Testes de toxicidade reprodutiva sdo realizados para determinar os efeitos
diretos de uma substancia quimica sobre o processo de reproducdo dos mamiferos.
Devido a complexidade dos processos que envolvem a fertilidade e desenvolvimento é
inevitavel que distarbios fisioldgicos advindos da exposicdo a agentes quimicos possam
em muitos casos exercer um efeito deletério indireto sobre esses processos
(LEMONICA, 2001).

O termo teratogenicidade provém do grego teratos, que significa monstro. O
sentido original da palavra refere-se a malformacdes anatbmicas macroscopicas, embora
atualmente tenha se expandido sua defini¢do para englobar anomalias mais sutis como
atraso  intrauterino e  distdrbios  bioquimicos e psicomotores (LIMA;
FRAGA;BARREIRO, 2001). Um agente teratogénico € qualquer agente que durante a
vida pré-natal produz uma alteracdo permanente na morfologia e/ou fisiologia de mée-
placenta-feto. Este agente pode ser uma substancia quimica, droga, processo infeccioso,
exposi¢do ambiental ou condi¢cdo materna (SHEPARD, 1995).

Assim, as malformacdes nédo significam apenas anormalidades em tecidos, mas
também anormalidades bioguimicas. Atualmente a teratologia também abrange as
manifestagcdes no retardo do crescimento, alteraces funcionais e comportamentais e/ou
morte da prole (UDO, 2012). As manifestacdes do desenvolvimento anormal podem ir
desde um disturbio funcional até a morte (FAVEIRO, 2006). Cada um dos sistemas em
formacdo apresenta um periodo critico especifico em que se encontra mais suscetivel ao
agente e quanto maior for este periodo, maior também sera a suscetibilidade
(BERNARDI, 2014).

Dessa forma, o uso indiscriminado de plantas medicinais por gestantes é um
problema de salde publica, uma vez que as gestantes fazem o uso de plantas medicinais
sem saber dos possiveis efeitos causados por esse tipo de terapia. Vale destacar que, 0s
efeitos abortivos e teratogénicos se ddo, principalmente no primeiro terco de gestacdo
(RODRIGUES, 2011).

Levando-se em conta que o0s objetivos da avaliacdo da toxicidade reprodutiva e
da teratogenicidade sdo os de evidenciar possiveis riscos de xenobioticos para a espécie
humana e para animais domésticos, os testes sdo realizados, em sua maioria, em

mamiferos como ratos e camundongos, que reunem diversas caracteristicas que 0s



tornam animais de escolha para os testes em laboratério, como: periodo curto de
gestacdo, prole numerosa, Utero com dois cornos nos quais os sitios de implantacao tém
distribuicdo regular, placenta tipo hemocorial, como no ser humano (MELLO;
LANGELOH, 2006).

A gestacdo do rato dura de 21 a 23 dias, sendo dividida em trés periodos: pré-
implantacdo, abrange do 1° ao 5° dias de gestacdo, caracterizado pela formacdo do
blastocisto e inicio da implantacdo; organogénico, do 6° ao 15° dias de gestacdo,
havendo o término da implantacédo e periodo de formacao dos tecidos e 6rgaos; fetal, do
16° ao 21° dias de gestacdo, no qual o feto ja com os 6rgdos formados, inicia seu
crescimento intrauterino, com maturacdo funcional dos 6rgdos (GRANCE, 2007). Ja no
periodo neonatal, que ocorre apds 0 nascimento e se estende do 1° ao 21° dia
(amamentagdo) ocorrem a maturacdo de receptores, diferenciacdo sexual do encéfalo,
formacdo de sistemas enziméaticos (GEHLEN, 2003) e ganho de peso corporal, 0s quais
podem sofrer prejuizos com a exposicdo a substancias quimicas. O periodo mais
importante do desenvolvimento cerebral do rato ocorre nas duas primeiras semanas pos-
natais (CASTRO, 2006).

Para cada estrutura formada, existem picos de susceptibilidade ao aparecimento
das malformagdes (UDO, 2012). Essas malformacdes congénitas constituem disturbios
de desenvolvimento presentes ao nascimento e que surgem no periodo embrionario e
incluem todas alteragdes de ordem estrutural, funcional ou metabolica, que causam
anomalias fisicas ou mentais ao individuo (CASTRO et al, 2006; HOROVITZ;
LLERENA JUNIOR;MATTOQOS, 2005). No rato, por exemplo, o &cido acetilsalicilico
sO é capaz de produzir fenda palatina se o feto for exposto entre o 10° e 16° dias de
gestacdo, periodo em que se forma o palato. Quanto maior for o periodo de formacéao de
um determinado sistema maior sera o risco de seu desenvolvimento ser afetado por um
determinado agente (GEHLEN, 2003).

Como todos os efeitos toxicos, os efeitos teratogénicos geralmente sdo dose-
dependentes (GEHLEN, 2003), logo, aumentando a dose do farmaco, deve-se verificar
um aumento da toxicidade. Dessa forma, o feto pode apresentar um efeito mais grave,
como o 6bito, efeito letal (GORNIAK et al., 2008).

A causa da maioria das malformacdes ainda é desconhecida, porém, as
anomalias cromossdmicas (fatores genéticos), os teratdgenos (fatores ambientais) e a
heranca multifatorial (genética e ambiental) sdo agentes etioldgicos melhor

identificados (GUERRA, 2006). Para ser considerado um teratdgeno, o agente toxico



deve produzir seus efeitos embriotdxicos em niveis de doses que ndao provoquem
toxicidade para a mae, pois se houver toxicidade materna, a dismorfogénese podera
decorrer do efeito primario toxico materno, o que ndo é considerado teratogenicidade
(GORNIAK et al., 2008).

Os danos reprodutivos podem ser agrupados nas principais classes: (1) morte do
concepto, (2) malformacGes, (3) retardo de crescimento intrauterino, e (4) deficiéncias
funcionais, incluindo-se aqui o retardo mental. Esses danos podem tanto ter uma causa
genética como ambiental e, muitas vezes, uma combinacdo das duas (etiologia
multifatorial) (SCHULER-FACCINI; PIRES, 2002)

Dentro dos grupos que causam danos reprodutivos, estdo as plantas. Muitas
delas séo utilizadas de forma indiscriminada e algumas sdo prejudiciais a prenhez nas
diversas espécies, incluindo a humana. Dentre as plantas mais recorrentes sdo citadas a
bétula (Betula alba), a cénfora (Cinnamomum camphora), o cedro (Cedrela
brasiliensis), a erva-doce (Pimpinella anisum), ginseng brasileiro (Pfaffia glomerata),
jasmim (Jasminum officinalis), manjericdo (Origanum basilicum), manjerona
(Majorana hortensis), espinheira-santa (Maytenus ilicifolia) e algumas espécies de
copaiba (Copaifera sp.), devendo-se evitar 0 consumo em gestantes, especialmente nos
primeiros meses de gravidez (CASCON; GILBERT, 2000; MONTANARI, 2008;
MULLER et al, 2009).

2.3 Anatomia do aparelho reprodutor de machos

Os ratos sdo modelos bioldgicos consolidados e difundidos mundialmente, Gteis
para 0s mais variados tipos de pesquisas, devido ao vasto conhecimento da anatomia e
fisiologia destes animais, além da semelhanca morfofisioldgica com a espécie humana
(GRAHAM; NADEAU, 2014; PAGLIARANI et al., 2014; RAUNIG et al., 2011).

A inervacdo do pénis é autonémica (vias simpaticas e parassimpaticas) e
somatica (vias sensoriais e motoras). A partir do plexo pélvico, as inervagdes simpatica
e parassimpatica confluem, formando o nervo cavernoso, que adentra 0S COrpos
cavernosos e esponjosos para controlar os eventos neurovasculares durante a ere¢éo e
intumescéncia. Os nervos somaticos sdo responsaveis pelas sensacdes e pela contracdo

dos musculos bulbo cavernoso e isquiocavernoso (DEA; LUE, 2005).
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Os testiculos, 6rgdos do sistema reprodutor masculino, sdo as principais glandulas
desse sistema e podem ser divididos, funcional e anatomicamente, em duas partes:
tecido intersticial (células de Leydig) e tdbulos seminiferos (células de Sertoli),
responsaveis pela esteroidogénese (producdo de testosterona) e pela espermatogénese
(producdo de espermatozoides), respectivamente. (ANTUNES-RODRIGUES;
FAVARETTO, 1999). A espermatogénese necessita de uma rede de interrelagdes
neuroenddcrinas com fungdes endocrinas, paracrinas e autocrinas (ROSER, 2008). Em
ratos, estas geram um ciclo que apresenta 55,6 dias onde ocorrem as diferenciagfes das
células germinativas do epitélio seminifero (FRANCA, 2005). Esses espermatozoides
ao serem produzidos sdo lancados nos epididimos onde ficam armazenados (18 a 24
horas) e adquirem a capacidade de motilidade, embora varias proteinas inibitérias no
liquido do epididimo ainda impeca a motilidade final até depois da ejaculacdo. Ao
sairem do epididimo, os espermatozoides caem no canal deferente onde ficam
armazenados até o0 momento da ejaculacdo (BUFALO, 2007).

A fertilidade masculina depende da producdo de milhdes de espermatozoides por
ejaculado. Para tal, hd necessidade de um processo Unico, altamente complexo e
ordenado, que dura certa de seis a nove semanas e depende de fatores paracrino,
autocrinos e endocrinos (O’DONELL et al, 2008). A prostata € a maior glandula
acessoria desse sistema (DIAZ et al, 2010 ). A sua funcdo é produzir fluidos que
contribuam para a formacdo do ejaculado e elementos como zinco, &cido citrico |,
prostaglandinas, frutose e enzimas que contribuem na fertilidade do espermatozoide
(RISBRIDIER; TAYLOR, 2006).



11

CAPITULO I

“Apresentado segundo normas da revista Brazilian Archives of Biology and Technology



12

Analise do desenvolvimento inicial da prole de ratas
tratadas com 6leo essencial de Jaborandi (Pilocarpus
microphyllus Stapf ex Wardleworth)

Efeito do Jaborandi em progénies de ratos

Resumo

Pilocarpus microphyllus Stapf ex Wardlew (Rutaceae), popularmente conhecida como
jaborandi, é uma planta nativa das regides norte e nordeste do Brasil, muito utilizada
na medicina popular para tratar diversas doencas. Assim este estudo avaliou o
desenvolvimento pds natal de ratos, apds administracdo do OE-Pm nas doses de 25, 50
e 100mg/kg e tween 80 (1%) como controle, por via oral durante a prenhez e lactacéo,
verificando a presenca ou ndo de anomalias e malformagdes externas. Os resultados
indicaram que os parametros: quantidade de filhotes, peso ao nascer (g), deslocamento
dos pavilhdes auriculares (dias) e surgimento de pelos (dias) ndo foram alterados
significativamente. Porém, quanto ao tempo de: abertura palpebral ocular bilateral,
abertura do canal vaginal, descida dos testiculos e separacéo prepucial, os resultados
indicaram um retardo significativo nas proles ratos tratados com o OE-Pm. Com base
nesses achados, pode-se inferir que o 6leo essencial de Pilocapus microphyllus
apresenta efeitos toxicos durante a lactacédo para o desenvolvimento inicial de ratos.
Foi capaz e interferir no desenvolvimento pos-natal da prole.

Palavras chaves: toxicidade; lactagdo; prenhez; prole

INTRODUCAO

A toxicologia reprodutiva dedica-se ao estudo de fatores que possam alterar o sistema
reprodutor, o desenvolvimento do embrido e do feto e o desenvolvimento pés natal da prole *.
De modo especifico, tém-se a toxicologia do desenvolvimento, um termo relativamente recente
da toxicologia reprodutiva, ligada a perturbacGes do desenvolvimento embrionario ou fetal,
estudando suas anomalias e malformacdes®. Por isso, exposicdo pré-natal ou intrauterina e pos-
natal, por meio do leite materno a xenobioticos, pode produzir alteragdes, muitas vezes
irreversiveis, no desenvolvimento em ambos os sexos®. E provavel que metabdlitos de 6leos
essenciais atravessem a placenta devido ao intimo, mas ndo direto, contato entre 0 sangue
materno e embrionario ou fetal. Substancias lipofilicas podem migrar por difusdo passiva entre
estas duas circulagdes e atingir niveis equivalentes entre o sangue materno e fetal. Em seguida
s&o biotransformadas em compostos polares e podem se acumular no concepto®.

Os compostos naturais possuem vasta variabilidade qualitativa e quantitativa nos seus
constituintes quimicos, o que se reflete em diferentes mecanismos de acfes toxicoldgicas e
farmacoldgicas e isso pode repercutir na eficacia e seguranca dos produtos naturais®®. As
plantas medicinais e seus derivados podem ser tdo eficientes quanto os medicamentos sintéticos.
Entretanto, a transformacdo da planta em medicamento requer estudos que visam garantir a
integridade da entidade quimica, a manutencdo das suas propriedades farmacolégicas e sua
seguranca, critério muitas vezes negligenciado pela medicina popular em virtude da falsa ideia
de que esses produtos possam ser indcuos®. Atualmente, existe no mundo um apelo ao consumo
de produtos naturais, embora suas indicacBes terapéuticas possuam fundamentacdo apenas em
habitos e costumes e as propriedades farmacoldgicas a eles atribuidas ainda ndo tenham
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comprovagcao se quer em testes pré-clinicos.”®%1%

Vaérias espécies da familia Rutaceae sdo importantes devido ao seu valor econdémico para
alimentacdo, ornamentacao e usos medicinais. O género Pilocapus, pertencente a essa familia,
encontra-se distribuido largamente pela América do Sul e América Central. A maioria das
espécies desse género sdo nativas do Brasil, onde o jaborandi (Pilocapus microphyllus Stapf )
encontra amplas aplicagBes™**. A partir de espécies de Pilocarpus sp , ja foram identificadas as
estruturas de diversos alcaloides, como: pilocarpina, isopilocarpina, pilocarpidina,
isopilocarpidina, pilosina, isopilosina, epiisopilosina, epiisopiloturina, 13-nora-7-dehidro-
pilocarpina, N,N-dimetil-5-metoxi-triptamina, N,N-dimetiltriptamina, plastidesmina, (1H)-4-
metoxi-2-quinolone e dictamina, 0s quais possuem diversas atividades bioldgicas, entre elas,
efeito antioxidante, antifingico, contra o glaucoma e a xerostomia, galactagogas, contra a forma
jovem e adulta do parasita Schistosoma mansoni. Na espécie P. microphyllus destaca-se o
principio ativo pilocarpina, um alcaloide dentre os isolados das espécies de jaborandi que pode
agir sobre o sistema nervoso autbnomo como um farmaco colinérgico direto, estimulando o
sistema parassimpatico, com efeitos sobre a bexiga, canais lacrimais, glandulas sudoriparas,
glandulas salivares e outros 6rgdos. Este alcaloide é a droga de eleicdo para o tratamento de
glaucoma e também na xerostomia, esta causada pela radioterapia ou quimioterapia nos
canceres de cabeca e pescoco. ** Por ser de origem natural, as propriedades toxicas das plantas
sdo muitas vezes esquecidas favorecendo o uso de modo abusivo. Mesmo para aquelas espécies
com documentacdo cientifica que comprove seus efeitos terapéuticos, a toxicidade costuma ser
desconhecida ou pouco explorada.*****> No Brasil, a toxicidade de plantas medicinais é pouco
investigada.’® Desta forma é necessario conhecer as caracteristicas farmacoldgicas e
toxicoldgicas, posologia e aspectos clinicos dessas substancias, evitar a propagacdo de
informacbes equivocadas e aprimorar os métodos de producdo, controle de qualidade e de
fiscalizacdo para que ocorra realmente seguranca na utilizacdo de produtos naturais.”*'’ Assim,
em funcdo do uso da Pilocarpus microphyllyus para diversos fins terapéuticos, o objetivo do
presente estudo foi avaliar o efeito no desenvolvimento p6s natal da progénie de ratas tratadas
com o Oleo essencial de jaborandi em diferentes doses.

MATERIAL E METODOS

MATERIAL VEGETAL

O oleo essencial de Pilocarpus microphyllus foi fornecido pela empresa Phytobios, empresa
brasileira voltada para o desenvolvimento e comercializacdo de tecnologias baseadas em
Biodiversidade por meio de pesquisa, licenciamento, apoio regulatério e gestdo de inovacgdo.
Uso desta planta para esta pesquisa foi cadastrada no SISGEN, em atendimento ao previsto na
Lei n® 13.123/2015 com o numero de cadastro - AEQ7055.

ANIMAIS

Utilizaram-se ratos Wistar adultos, provenientes do Biotério Central da Universidade Federal do
Piaui-UFPI e foram mantidos em gaiolas de polipropileno com tampa de arame zincado,
contendo maravalha, com &gua e racdo ad libitum, em regime de luminosidade com ciclo
claro/escuro de 12 horas e temperatura de 22 + 2°C. O protocolo experimental foi aprovado
pela Comissao de ética no uso de animais- CEUA da UFPI sob o n° 289/17.

DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Os animais, num total de 28 ratas (4 grupos de 7 animais) foram acasaladas com machos na
proporcdo de 2 fémeas para um macho. A identificacdo da prenhez foi realizada através do
esfregaco vaginal matinal para detecgdo de espermatozoides e contado como dia O de gestacdo,
onde 3 grupos destas fémeas prenhes, foram tratados uma vez ao dia por via oral com 6leo
essencial de Pilocarpus microphyllyus (OE- Pm) nas doses de 25, 50 e 100 mg/kg e o grupo
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controle com solugdo de tween 80 a 1% em &gua destilada (utilizada para dissolver o 6leo),
utilizando uma sonda gastrica. O tratamento teve inicio no 8° dia de prenhez, que corresponde
ao inicio do periodo de p6s-implantagéo do feto, nesta fase ocorre a organogénese da espécie e
consequente formacéo esquelética e visceral, sendo interrompida somente no dia do nascimento
da progénie (21°+1 dia de prenhez) e continuado dia seguinte ao parto até o 21° dia de lactacdo
que corresponde ao desmame. Durante a gestacdo foram também observados a presenca de
alteracbes comportamentais de toxicidade como diarréia, piloerecdo, tremores, salivacao,
convulsbes e outros sinais que pudessem surgir. Para permitir o adequado controle do
nascimento dos filhotes, no 18° dia de prenhez, as fémeas foram separados e mantidos em
gaiolas individuais, inspecionados duas vezes ao dia até o parto, para anotacfes sobre o
nascimento da prole (1° dia pos-natal). Os filhotes foram desmamados no 21° dia pds-natal e
colocados em novas gaiolas. Desde o nascimento os filhotes foram observados, duas vezes ao
dia, quanto as caracteristicas de evolugdo como a massa corporal, deslocamento dos pavilhGes
auriculares, surgimento de pelos, abertura palpebral ocular bilateral, abertura do canal vaginal,
descida dos testiculos e separacdo prepucial. Ao final das analises os ratos foram eutanasiados
com lidocaina e Tiopental sédico de acordo com as normas do Conselho Federal de Medicina
Veterinaria (Resolucdo 37/CFMV, de 2018).

ANALISE ESTATISTICA

As variaveis foram avaliadas pelo teste Kolmogorov-Smirnov quando a distribui¢cdo normal dos
dados. Os dados paramétricos foram analisados pela ANOVA seguida do teste de Bonferroni
para comparacao das médias e o teste de Kruskal-Walis foi utilizado para analisar os dados ndo
paramétricos. Os resultados foram expressos em médias * erro padrdo da média e analisados no
programa IBM Statistical Package for the Social Sciences versdo 20. O nivel de significancia
adotado foi de 95% de probabilidade (P<0,05).

RESULTADOS

e Analise do desenvolvimento geral das progénies

Os resultados mostraram que a quantidade de filhotes nascidos das ratas tratadas com OE- Pm
ndo diferiu do grupo controle, nem houve diferenca significativa entre as doses dos grupos
tratados com OE-Pm durante gestacdo e lactacdo. Nas caracteristicas gerais, com relacdo ao
peso ao nascer (g), deslocamento dos pavilhdes auriculares, surgimento de pelos, ndo houve
alteracdo significativa qguando comparados os grupos tratados com o dleo e o grupo controle.

Os ratos do grupo tratados com OE-Pm 100 mg/kg mostraram uma diminuigdo significativa do
tempo para abertura palpebral ocular bilateral quando comparados com 0s ratos do grupo
tratado com OE-Pm 25 mg/kg (Tabela 1).
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Tabela 1 — Tempo médio (dias) para o aparececimento das caracteristicas de desenvolvimento geral da
progénie exposta ao Tween 80 1% (CN), 25mg/kg de OE-Pm (C25), 50mg/kg de OE-Pm (C50),
100mg/kg de OE-Pm (C100) durante a gestacéo e lactagéo.

Caracteristicas CN C25 C50 C100 p
Média £+ EPM Média+ EPM Média+ EPM Meédia + EPM
Quantidade de filhotes 10,4+4,0 96+21 89+13 104+15 0,593
Peso ao nascer (g) 6,0+0,7 6,7+1,3 6,0+04 55+0,5 0,106
Deslocamento dos pavilhdes auriculares 169+1,1 156+1 16,4 +1,7 154+1,1 0,130
Surgimento de pelos 8,0+0,6 6,6+1,3 6,7+0,8 7014 0,078
Abertura palpebral ocular bilateral 149+1,2 15,0+£1,2 144+13 13,017 0,044

Valores expressos como médias + erro padrdo da média (n=7 animais/grupo). *p<0,05 comparado com o
OE-Pm 25 mg/kg, pela ANOVA seguida do teste de Bonferroni.

e Analise das caracteristicas sexuais das progénies

A figura 1 demonstra o tempo para descida dos testiculos nos grupos controle e tratados durante
gestacdo e lactagdo. Foi observado uma reducdo significativa no tempo de descida dos testiculos
em ratos que receberam OE-Pm na dose de 100mg/kg quando comparada com o0s demais
grupos.
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Figura 1 — Tempo decorrido para descida dos testiculos
em ratos exposto durante a gestacdo e lactacdo ao OE-Pm
e a Tween 80 a 1%.
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Os resultados expressam as média = desvio padréo.
*p<0,05, comparado ao grupo controle e grupos OE-Pm
25 e 50 mg/kg, por ANOVA seguida do teste de
Bonferroni.

A administracdo de 6leo essencial de P. microphyllys na dose de 100 mg/kg na gestagdo e
lactacdo das progenitoras aumentou significativamente o tempo de separacdo prepucial dos
filhotes machos, quando comparados com animais do grupo controle, assim como em relacdo
aos tratados com 6leo nas doses de 25 e 50mg/kg (Fig 2).
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Figura 2 — Tempo decorrido para separacdo prepucial de
progeénie, cujas progenitoras foram tratadas com tween 80
ou OE-Pm, em diferentes concentracdes, durante a
gestacao e lactacio.
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*p<0,05, comparado ao grupo controle e grupos OE-Pm
25 e 50 mg/kg, por ANOVA seguida do teste de
Bonferroni.

Os resultados da Figura 3 indicam que a dose de 100 mg/kg de OE-Pm reduziu
significativamente o tempo de abertura do canal vaginal dos filhotes fémeas de ratas tratadas
durante a gestacdo e lactacdo, quando comparado com o grupo tratado com OE-Pm 25 mg/kg.
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Figura 3 — Tempo decorrido para abertura do canal
vaginal em ratas tratadas com tween 80 1% e OE-Pm nas
doses de 25, 50 e 100 mg/kg.
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Os resultados expressam as média + desvio padréo.
*p<0,05 comparado ao grupo 25 mg/kg, por ANOVA,
seguida do teste de Bonferroni.

DISCUSSAO

O desenvolvimento fisico pds-natal é medido ndo sé pelo crescimento, mas por indicadores
fisicos, caracteristicos da maturagdo progressiva, que vao se estabelecendo, progressivamente,
com a idade do animal®’. A observacdo da presenca ou auséncia dos parametros de
desenvolvimento fisico é realizada de acordo com a idade do filhote e por determinado nimero
de dias consecutivos até o aparecimento do parametro estudado em todos os filhotes avaliados®
De acordo com os resultados obtidos nestes estudos, a quantidade de filhotes nascidos e o0 peso
ao nascer das progénies de ratas tratadas com tween 80 e OE-Pm ndo se alteraram
significativamente entre os grupos tratados. Isso mostra que a fertilidade e a gestacdo das ratas
ndo foram influenciadas pelo tratamento com o 6leo o que pode ser explicado pelo fato de que a
exposicdo materna a agentes toxicos no periodo fetal pode levar a anormalidades morfoldgicas
menores e funcionais, sem necessariamente interferir no peso e ndmero da prole; o que é
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sustentado por autores *>?** que observaram a exposicéo de fémeas a agentes quimicos durante

a prenhez e a lactacdo pode causar alteracdes de acordo com a ocorréncia de periodos criticos no
desenvolvimento animal.

No desenvolvimento dos descendentes em relacdo ao surgimento de pelo e deslocamento dos
pavilhBGes auriculares, observou-se que o Oleo ndo interferiu significativamente nessas
caracteristicas. E importante considerar que a progénie alimenta-se estritamente do leite materno
até 8 + 2 dias pds-natal e, a partir desse periodo, ja consegue se alimentar também de racdo,
reduzindo mais ainda os niveis de exposicdo ao dleo. ** Apesar do 6leo ndo ter interferido no
tempo de deslocamento dos pavilhdes auriculares e no surgimento de pelos, ele interferiu no
desenvolvimento de seus descendentes em relagdo ao periodo de abertura palpebral ocular
bilateral (dias), onde se observou uma diminuicdo nesse tempo, ou seja, as progénies tratadas
com OE-Pm na maior dose conseguiram abrir os olhos precocemente. Isso pode resultar em
uma exposi¢do maior da visdo, ainda ndo completamente formada ou imatura ao meio externo e
trazer consequéncias oculares desde a diminui¢do da visdo até possiveis danos irreversiveis,
pois a maturagdo do sistema visual continua ap6s o nascimento. Embora a via de exposicao
tenha sido alterada de membrana feto-placenta para leite materno, indicando uma possivel
redugdo nos niveis de exposi¢cdo aos componentes do 6leo, o tratamento com OE-Pm apresentou
toxidade fetal e pés-natal.

O estudo mostrou que a exposigdo gestacional e lactacional ao OE-Pm interferiu nas
caracteristicas sexuais das progénies. O tempo de descida dos testiculos foi reduzido apo6s
exposi¢do do OE-Pm na dose de 100 mg/kg quando comparado com 0 grupo controle e aos
grupos expostos ao OE-Pm na dose de 25 e 50 mg/kg. Porém o 6leo aumentou o tempo de
separacdo prepucial na maior dose quando comparado com o grupo controle e grupos expostos
ao 6leo na dose de 25 e 50mg/kg.

Para que haja uma boa producdo espermatica, a temperatura testicular deve estar abaixo da
temperatura corpérea e em decorréncia disso, ocorre 0 processo de descida do testiculo da
cavidade abdominal para o escroto, que em grande parte dos mamiferos domésticos acontece no
periodo fetal ou logo ap6s o nascimento e é realizada pelo gubernaculo. ** Este que orienta o
testiculo em diregdo ao canal iguinal e subsequente ao escroto. Esses dois eventos, descida
testicular e separacdo prepucial obedecem também ao efeito direto da testosterona e
indiretamente ao aumento de liberacéo de LH pela hip6fise®.

Para que ocorra o deslocamento testicular para a bolsa escrotal e separagdo prepucial ndo é um
simples mecanismo, numa s6 fase, mas pelo contrério, é influenciado por processos complexos,
que podem ser mecanicos e hormonais. Algum agente contido no 6leo parece ter um efeito
sobre esses mecanismos e possue sensibilidade diferente aos eventos descida dos testiculos para
bolsa escrotal e separacdo prepucial. Além disso, a exposicdo da progénie ao OE-Pm
compreendeu um periodo critico na maturacdo sexual desses ratos, pois desta forma, ocorreu
uma provavel interferéncia na idade a puberdade dos machos, uma vez que a produgdo
espermatica apresenta relacdo direta com os eventos decorridos durante o periodo critico de
desenvolvimento testicular em ratos e mudangas experimentais durante este periodo podem
altera-las.

De acordo com os resultados, o tempo de abertura do canal vaginal da progénie exposta ao OE-
Pm 50mg/kg, diminuiu de forma significativa quando comparado a progénie exposta ao OE-Pm
25mg/kg. Nas ratas o Unico sinal externo de puberdade é a canalizacdo da vagina, que é
inicialmente imperfurada e mais tarde (por volta de 30 dias pds natal) torna-se aberta em
consequéncia da estimulagdo estrogénica. A abertura do canal vaginal ocorre um dia depois do
primeiro pico pré-ovulatério de gonadotrofinas®’. Esses resultados sugerem possivel
interferéncia dos compostos do 6leo com fatores endécrinos, fatores esses que indicam o OE-
Pm como uma planta com possivel agdo estrogénica, ou seja, fitoestrogénica. Desta forma,
pode-se inferir que o 6leo essencial de jaborandi na dose de 50mg/kg interferiu na puberdade
das ratas, pois a abertura do canal vaginal corresponde ao periodo de crescimento e maturagdo
dos odcitos nos ovarios, culminando no primeiro ciclo reprodutivo, e ocorre de um a dois dias
apos a abertura do canal vaginal. ®
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O tempo médio para a abertura do canal vaginal e para a descida bilateral dos testiculos até o
escroto sdo eventos hormonio-dependentes, portanto a ocorréncia de alteracfes na produgédo
hormonal pode repercutir no aparecimento dessas caracteristicas sexuais. %

CONCLUSOES

A administracdo de 6leo essencial de Pilocarpus microphyllus durante o periodo gestacional e
lactacional resultou em alteracdo no desenvolvimento geral da progénie e alterou o tempo de
maturidade sexual masculina e feminina, demonstrado através da reducdo do tempo de descida
dos testiculos para bolsa escrotal e aumento do tempo para separacéo prepucial.
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Resumo

A espécie Pilocarpus microphyllus popurlamente conhecida como Jaborandi é uma planta com
varios usos na medicina popular e sem estudos na area de toxicologia da reproducdo. Este
trabalho teve como objetivo verificar o efeito do uso sub-crénico do éleo essencial de P.
microphyllus na reprodugdo de ratos machos Wistar. Os 28 animais foram divididos
aleatoriamente em: grupo controle com solucdo de Tween 80 a 1%, em &gua destilada, e trés
grupos com 6leo nas doses de 25, 50 e 100 mg/kg, administrados por via oral por 60 dias, uma
vez ao dia. Apds o tratamento, foi realizada a eutanasia e os 6rgdos (testiculos, epididimos,
préstata, vesiculas seminais, rins, pulmdes, bago, figado, adrenais e cora¢do) foram removidos,
dissecados e pesados em balanga analitica individualmente. Os espermatozoides da cauda do
epididimo foram analisados quanto a concentracdo, motilidade e vigor. Neste experimento
verificou que o peso da prdstata de ratos tratados com 6leo na dose de 100mg/kg diminuiu
significativamente com relacdo ao grupo controle, bem como a concentracdo espermaética
diminuiu na dose de 50 e 100mg/kg. Os resultados indicam que o Oleo essencial de P.
microphyllus tem possivel interferéncia na fertilidade de ratos machos.
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Introducéo

Apesar de possuirem potencial curativo, as plantas medicinais, dependendo da
dose, podem ser téxicas ao organismo animal e humano, e até mesmo levar a dbito. O
estudo toxicoldgico das plantas é alvo de pesquisas e investigacdes de muitos estudiosos
desde antigas civilizagdes como a chinesa e a indiana. Dessa forma, os estudos
toxicoldgicos tém a finalidade de avaliar a ideia errdnea de que produtos fitoterapicos
sdo isentos de efeitos tdxicos e que o uso popular de plantas medicinais serve como
validag&o da eficacia de tais medicamentos (Lapa, 2007).

O principal problema no uso destes produtos de origem vegetal é a crencga de que
eles ndo podem apresentar eventos adversos (Rodrigues et al.,, 2011) e assim,
toxicidade de plantas medicinais € um grave problema que diz respeito a salde publica.
Neste sentido, por exemplo, foi demonstrado que a administragdo oral de extrato
metanolico da casca do caule da Albizia lebbeck L. Beth (albizia) em ratos pode levar a
um estado de infertilidade devido a interferéncia no processo de espermatogénese
(Gupta et al, 2006).

As plantas medicinais no Brasil sdo consumidas sem nenhuma ou pouca
comprovacao dos seus constituintes ativos, divulgadas pelo comércio ou usuarios. Em
alguns casos, essas plantas sdo utilizadas para fins medicinais diferentes daqueles para
as quais de fato ela tem utilidade (Maciel et al., 2002; Veiga Junio et al., 2005; Cheng et
al., 2007).

A espécie P. microphyllus Stapf ex Wardlew € nativa do Norte e Nordeste do
Brasil, de ocorréncia no leste do Estado do Par, oeste e norte do Maranhdo e no norte
do Piaui, é conhecida popularmente como Jaborandi. Essa espécie movimenta o
extrativismo com toneladas todos os anos nesses estados (Pinheiro, 1997). Das folhas

desta especie, sdo processados os sais cloridrato de pilocarpina, nitrato de pilocarpina,
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além de sua forma livre (pilocarpina base) utilizados na formulagdo de colirios para
tratamento do glaucoma (Tsai et al., 2003; Nordstrom et al., 2005).
Por estas razBes, o objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito do 6leo

essencial de Pilocarpus microphyllus no sistema reprodutor de ratos machos.

Material e Métodos

Material Vegetal

O oleo essencial de Pilocarpus microphyllus foi fornecido pela empresa Phytobios,
empresa brasileira voltada para o desenvolvimento e comercializacdo de tecnologias
baseadas em Biodiversidade por meio de pesquisa, licenciamento, apoio regulatorio e
gestdo de inovacdo. Esta empresa possui parceria com o laboratério de pesquisa Biotec
da Universidade Federal do Piaui, campus Parnaiba. A utilizacdo do 0leo para este
projeto foi cadastrado no SisGen com o n°® AEQ7055.

Animais

Utilizou-se ratos Wistar adultos, provenientes do Biotério Central, os animais foram
mantidos em gaiolas de polipropileno com tampa de arame zincado, contendo
maravalha, com agua e racdo ad libitum, em regime de luminosidade e temperatura
controlada (ciclo de 12 horas claro/escuro, a 22 + 2°C). Todos 0s experimentos foram
aprovados pela CEUA da Universidade Federal do Piaui sob o protocolo n® 289/17.
Delineamento Experimental

Utilizaram-se 28 ratos Wistar (Rattus norvergicus albinus), machos (com
aproximadamente 45 dias de idade), pesando entre 120g e 150g, divididos
aleatoriamente em quatro grupos (n=7). Trés grupos receberam os tratamentos com OE-
Pm (25, 50 e 100 mg/kg) e um grupo controle com solucdo de Tween 80 a 1% , via oral,
uma vez ao dia, durante 60 dias. Apds os tratamentos, os ratos foram eutanasiados de

acordo com as normas do Conselho Federal de Medicina Veterinaria (Resolugédo
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37/CFMV, de 2018). Os érgdos (testiculos, epididimos, prostata, vesiculas seminais,
rins, baco, figado e adrenais) foram removidos, retirados os ligamentos e pesados

individualmente em balanca analitica.

Concentracdo espermatica

Coletou-se 0,1ml de fluido da cauda do epididimo que foram transferidos para 1,9ml de
solucdo fisioldgica. Em seguida, as areas superiores e inferiores da camara de Neubauer
foram preenchidas com essa amostra. Calculou-se 0 nimero de espermatozoides pela
média dos valores encontrados nos quatro quadrantes laterais de cada area.

Concentracao de sptz/mL = Média obtida x 2 x 10° (CBRA, 2013).

Analise de Motilidade e Vigor espermatico

Para se avaliar a motilidade e vigor espermaético, os espermatozoides da cauda do
epididimo foram colocados entre lamina e laminula previamente aquecidas e mantidas a
37°C durante a avaliagdo. A analise foi realizada sob microscopia de luz em aumento de
400X. A motilidade e o vigor espermético foram avaliados em uma escala de 0 a 5

(CBRA, 2013).

Analise histoldgica testicular

Para avaliar a morfologia das células testiculares, ap6s eutanasia, os testiculos de cada
animal foram seccionados (com auxilio de tesoura) e colocados em alcool. Depois
foram desidratados utilizando série crescente de alcool, diafanizados em xilol e, por fim,
incluidas em parafina. Os blocos de parafinas foram cortados com 6um de espessura e

corados pelo método da hematoxilina-eosina para analise morfométrica.
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Andlise estatistica

As variaveis foram avaliadas pelo teste Kolmogorov-Smirnov para verificar a aderéncia
a distribuicdo Normal. Foi usada a Analise de Variancia (ANOVA) e o teste de Kruskal
Walis para verificar se houve diferenca entre os grupos controle e OE-Pm (25, 50 e 100
mg/kg). Em seguida foi utilizado o teste de Tukey para compara¢cdes multiplas. Os
dados foram tabulados e analisados no programa IBM Statistical Package for the Social

Sciences versdo 20. O nivel de significncia adotado foi de p< 0,05.

Resultados

e Analise do peso dos 6rgaos
Como mostrado natabela 1, o tratamento com O&leo essencial de Pilocarpus
microphyllus (OE-Pm) ndo interferiu no peso relativo dos testiculos, epididimo,
vesiculas seminais, rins, baco, figado e adrenais, porém diminuiu significativamente
(p<0,05) o peso da prostata de ratos tratados com OE-Pm na dose de 100mg/kg quando
comparado com o grupo controle.

Tabela 1. Peso relativo dos 6rgdos (g) de ratos tratados por 60 dias com OE-Pm nas
doses de 25 mg/kg, 50 mg/kg e 100 mg/kg e ndo tratados.

Grupo Grupo Grupo

Gleo 25mglkg Oleo 50mg/kg  Oleo 100mgrkg P™Va"

Grupo Controle

Média dos testiculos 1,69 + 0,46 1,54 £ 0,05 1,35+ 0,50 1,39+ 0,10 0,077
Média epididimos 0,65 + 0,04 0,66 + 0,04 0,79 +0,49 0,64 +0,19 0,749
Préstata 0,90+ 0,15 0,85+0,18 0,71+0,19 0,64 +0,17* 0,038*
Vesiculas seminais 1,68 £ 0,33 1,52 +0,20 1,66 £ 0,27 2,55+3,77 0,202
Média rins 1,41 £0,08 1,27 £0,07 1,36 £ 0,14 1,26 £ 0,11 0,058
Baco 0,94 +0,16 0,96 + 0,09 0,96 + 0,15 0,95+ 0,08 0,983
Figado 12,5+0,90 11,8 £0,79 12,0+ 1,35 11,8+1,59 0,305
Média adrenais 0,02+0,01 0,01 £ 0,00 0,01 +0,00 0,01 +0,00 0,199

Os resultados expressam média + erro padrdo da média. *p<0,05 comparado o grupo controle, pela
ANOVA seguida do teste de Tukey.
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e Analise de motilidade e vigor espermatico

O tratamento crénico com tween 80 e OE-Pm nas doses de 25, 50 e 100 mg/kg por 60

dias em ratos, ndo alterou as variaveis motilidade e vigor dos espermatozoides (tabela 2)

;rabela 2- Motilidade e vigor de espermatozoides de ratos tratados com tween 80 a 1%
(controle) e OE-Pm nas doses de 25 mg/kg, 50 mg/kg e 100 mg/kg.

Grupo Grupo Grupo Grupo

Controle 25mg 50mg 100mg p-valor
Motilidade 3,71+£1,11 4,00 £0,82 2,43 £1,27 3,43+£0,79 0,072
Vigor 3,29+1,11 3,86 £ 0,90 229+1,11 3,14 £ 0,90 0,087

Os resultados expressam média + erro padrao pela ANOVA. Teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de
Tukey

e Analise de concentracdo espermatica
Os resultados apresentados na figura 1 demonstram que o tratamento sub-crdénico com o
OE-Pm nas doses de 50 e 100 mg/kg em ratos, diminuiu a concentracdo de
espermatozoides do epididimo quando comparado com o grupo controle e grupo tratado

com OE-Pm na dose de 25mg/kg.
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controle OE-Pm 25mg OE-Pm 50mg OE-Pm 100mg

Figura 1. Efeito do tratamento de ratos com OE-Pm na concentracdo espermatica
(x10%spz/ml). Os resultados expressam média = erro padrdo. *p<0,05 comparado o
grupo controle e grupo tratado com OE-Pm 25 mg/kg. ANOVA seguida do teste de
Tukey.

e Analise histoldgica testicular
Com relagcdo & analise histologica dos testiculos, verificou-se manutencdo das

caracteristicas morfologicas gerais (figura 2). O padrdo de organizacdo do epitélio

seminifero se apresentou sem alteragdes evidentes, em qualquer comparacao.
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Figura 2. Fotomicrografia: tabulo seminifero. Eg — epitélio germinativo (células
de Sertoli mais linhagens espermatogénicas); (seta azul) espermatogbnias; (seta
vermelha) espermatdcitos; e (seta preta) flagelos das espermatides. Testiculo de
rato do grupo tratado com OE-Pm 25 mg/kg. HE. Aumento de 400x.

Discussao

Para avaliar a toxicidade reprodutiva, foram determinadas as massas dos testiculos, dos
epididimos e da prostata. A avaliacdo do peso desses 6rgdos do sistema reprodutor
masculino é um dos indicadores mais sensiveis para deteccdo da influéncia de
substancias (Mangelsdorf et al, 2003), pois 0 peso dos érgdos fornece informacdes para
avaliacOes preliminares dos testes toxicoldgicos que podem indicar lesGes nos sistemas
dos quais fazem parte (Sellers et al, 2007).

Analisando os resultados, o peso dos testiculos e epididimo ndo foram alterados de
forma significativa com relagdo aos tratamentos (p<0,05). A importéncia da aferi¢do do

7

peso relativo dos érgdos sexuais e glandulas acessorias € que ela pode fornecer
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indicios da funcdo destes 6rgaos, bem como, da atuacdo da substancia testada sobre o
organismo (Ferreira et al, 2016).

Por outro lado, o peso da préstata diminuiu de forma significativa nos ratos tratados
com OE-Pm na dose de 100mg/kg quando comparado com o grupo controle. A prostata
€ um Orgdo acessorio que secreta o liquido prostatico importante para aumentar a
motilidade e a fertilidade dos espermatozoides (Ahlgren et al., 1995) e seu peso é
androgeno-dependente, podendo refletir mudancas no estado enddcrino ou na funcéo
testicular do animal, onde niveis ideais de testosterona circulante sdo requeridos para
manter a funcdo testicular e de drgdos sexuais acessorios. Por isso, variagdes no peso
testicular, prostatico, da glandula vesicular e do epididimo podem indicar alteragcdes nos
niveis desse horménio (Chauhan et al, 2007; US EPA, 1996).

Esta alteracdo no peso da préstata pode indicar possivel alteragdo nos niveis de
testosterona circulante, pois trabalho realizado por Oliveira et al (2018, in press)
mostrou alteragdes nas caracteristicas sexuais (descida dos testiculos e separagédo
prepucial) de progénies de ratas tratadas com 6leo essencial de Pilocarpus microphyllus
que possivelmente tem como causa alteracfes hormonais androgénicas.

A avaliacdo do peso dos animais é utilizada como parametro para indicar o estado de
salde e desenvolvimento, bem como, pode fornecer informacgdo importante sobre a
toxicidade (HOLLENBACH et al.; 2015). Neste trabalho o peso relativo do figado, rins,
adrenais e vesiculas seminais de ratos tratados com OE-Pm e Tween 80 a 1% néo
revelou diferencas entre os grupos estudados, sugerindo que o 6leo e seu composto nao
causaram toxicidade sistémica nos animais expostos, resultados estes que corroboram
com Santos (2017) que utilizou Oleo essencial de Rosmarinus officinalis L. em
tratamento com ratos, uma vez que o 6leo dessa espécie possui monoterpeno em sua

composicdo que assemelham com os encontrados na Pilocarpus microphyllys.
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Motilidade, vigor, morfologia testicular e concentracdo espermatica sdo importantes
parametros para avaliacdo do potencial reprodutivo de machos, sendo a determinacédo da
porcentagem de espermatozoides madveis, um dos testes mais utilizados para predizer a
qualidade seminal (Verstegen et al., 2002). De acordo com os resultados encontrados
neste trabalho, os espermatozoides do epididimo de ratos tratados com OE-Pm e tween
80, ndo foram modificados significativamente com relacdo aos parametros motilidade e
vigor. Uma reducdo nesses parametros teria consequéncias na capacidade de
fertilizacdo. Os espermatozoides saem dos testiculos imoveis e incapazes de fertilizar
um ovdcito e adquirem motilidade e capacidade fecundante apds sua passagem pelo
ducto epididimario (Shum et al., 2009). J& com relacdo a concentragdo espermatica, 0s
ratos tratados com OE-Pm nas doses de 50 e 100 mg/kg apresentaram reducdo da
concentracdo espermatica quando comparados com ratos tratados com Tween 80 e OE-
Pm na dose de 25mg/kg. Essa redugdo na concentracdo espermatica tem como
consequéncia uma baixa na qualidade seminal e fertilidade. Resultados semelhantes
foram encontrados por Mazaro et al (2002) que avaliaram os efeitos do extrato
hidrometandlico de Austroplenckia populnea e verificaram que apesar do peso da cauda
dos epididimos de ratos ndo diferirem entre os grupos controle e tratado, houve reducéo
na concentracdo de espermatozoides estocados no 6rgdo. A diminui¢cdo no peso da
prostata e na concentracdo espermatica, consequentemente houve uma diminui¢do na
qualidade seminal desses animais tratados com OE-Pm.

Em concluséo, os resultados do presente estudo mostram uma possivel interferéncia do
OE-Pm na qualidade espermatica em ratos, porém sdo necessarios estudos mais
aprofundados para verificar se essas interferéncias prejudicam na fertilidade dos ratos

expostos a esse tratamento com OE-Pm.
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CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo permitiu identificar os possiveis efeitos do 6leo essencial de Jaborandi
nos diferentes aspectos reprodutivos de ratos, contribuindo para a obtencdo de
informacg6es importantes como 0 consumo consciente do 6leo pela populagdo. Apesar
dos efeitos do 6leo nas progénies ndo serem considerados como alteracBes de ma-
formacéo ndo se sabe ao certo na vida adulta do animal as consequéncias do uso, porém
mostrou ter possivel acdo enddcrina, como fitoestrogénica.

Nos ratos adultos machos, a diminuicdo do peso da préstata sem alteragdo de
motilidade e vigor, mostra uma possivel acdo terapéutica, uma vez que varios casos de
hiperplasia prostatica ainda é algo recorrente na clinica e com tratamento limitado,
porém como houve alteragdo na concentragdo espermatica, o uso deve ser com cautela e

necessario investigaces mais aprofundada.
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