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RESUMO

Acido elagico (AE) alvo deste estudo, vem sendo nos Gltimos anos bastante estudado
devido as suas mais diversas propriedades e beneficios a salde humana. E um
fitoquimico derivados de frutas, umas das suas principais fontes sdo a roma, o
morango e alguns frutos secos, como as nozes. E considerado um excelente
antioxidante, tem efeito anti-inflamatorio, antineoplasico e quimiopreventivo. O
objetivo deste estudo foi investigar os possiveis efeitos da administracéo oral do acido
elagico (AE) sobre os parametros reprodutivos e sistémicos de ratos Wistar, machos
e fémeas visando o conhecer sua toxicidade, de forma a indicar o grau de seguranca
como agente terapéutico. Para os protocolos experimentais de toxicidade nos machos
foram utilizados 40 ratos Wistar e 40 ratas Wistar para acasalamento, os machos
foram divididos em 4 grupos de acordo com as doses do AE: grupo controle (agua
destilada) / (GC) e os grupos tratamento de 3,10 e 30 mg/kg do AE, nos quais se
realizaram o0s seguintes testes: consumo de agua e racdo, massa corporea,
alteracdes comportamentais, coleta dos 6rgaos e pesagem e avaliacdo da fertilidade.
Para os protocolos experimentais nas fémeas foram utilizadas 32 ratas Wistar e 16
ratos Wistar para acasalamento, as fémeas foram divididas em 4 grupos de acordo
com as doses do AE: grupo controle (dgua destilada) / (GC) e os grupo tratamentos
de 3,10 e 30 mg/kg do AE, nos quais se realizaram os seguintes testes: avaliacado do
ciclo estral, toxicidade gestacional, avaliacdo da ninhada, consumo de agua e racao,
massa corpoérea, alteracdes comportamentais, coleta dos 6rgdos e pesagem. Os
dados foram avaliados por analise de variancia seguida pelo teste Student Newman-
Keuls (p<0,05). Os resultados para o protocolo nos machos demonstraram que o AE
nao alterou o ganho de peso dos animais tratados. Houve uma diminuicdo na massa
relativa dos érgaos, baco e rins no grupo de 30 mg/kg quando comparado ao GC,
porém 0s animais nao apresentaram sinais comportamentais de toxicidade. N&o
houve diferenca significativa na morfologia espermatica. A concentracdo espermatica
teve reducdao significativa nos grupos de 10 e 30 mg/ kg quando comparado ao GC.

A analise histopatologica dos 6rgaos reprodutivos ndo apresentou alteragfes quando
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comparado ao GC. Para o protocolo nas fémeas, os resultados demonstraram que o
AE reduziu o consumo de racdo e agua na dose de 10 mg/kg, porém nao alterou o
ganho de peso nem a massa relativa dos 6rgdos dos animais tratados quando
comparado ao GC. Além disso, ndo provocou alteracdes histopatoldgicas dos 6rgaos
reprodutores, sinais comportamentais de toxicidade, nem alteracao do ciclo estral ou
toxicidade gestacional. Observou-se apenas um aumento significativo no ganho de
peso dos filhotes, no grupo de 3 mg/kg no dia 4. Conclui-se que o acido elagico nao
apresenta toxicidade reprodutiva ou sistémica relevantes nas fémeas, dentro do
intervalo de doses e no periodo de tempo utilizado. No macho, produz pequena

reducdo na concentracao espermatica, sem prejudicar a capacidade de fecundacao.

Palavras-chaves: espermatogénese; fertilidade; ovario; utero; fitoquimico; tanino.
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ABSTRACT

Elagico acid (AE) object of this study, has been studied in recent years due to its
different properties and benefits to human health. It is a phytochemical derived from
fruits and its main sources are pomegranate, strawberry and some nuts such as
walnuts. It is considered an excellent antioxidant and has anti-inflammatory,
antineoplastic and chemopreventive effect. The objective of this study was to
investigate the possible effects of oral administration of ellagic acid (AE) on the
reproductive and systemic parameters of male and female Wistar rats in order to know
their toxicity, in order to indicate the degree of safety as a therapeutic agent. For the
experimental protocols of toxicity in males 40 males and 40 females Wistar were used
for mating. The males were divided into 4 groups according to the AE doses: control
(distilled water) / (CG) and treatment groups of 3,10 and 30 mg / kg EA, in which the
following tests were performed: consumption of water and feed, body mass, behavioral
changes, organ collection and weighing and fertility evaluation. For the experimental
protocols in the females were used 32 females and 16 males Wistar for mating.
Females were divided into 4 groups according to the AE: control group (distilled water)
/ (GC) and the 3,10 and 30 mg / kg EA treatments, in which the following tests were
performed: evaluation estrous cycle, gestational toxicity, litter evaluation, water and
feed intake, body mass, behavioral changes, collection and weighing of organs. Data
were analyzed by analysis of variance followed by the Student Newman-Keuls test (p
<0.05). The results of the protocols with males showed that EA did not alter the weight
gain of treated animals. There was a decrease in the relative mass of the spleen and
kidneys in the 30 mg / kg group when compared to CG, but the animals showed no
behavioral signs of toxicity. There was no significant difference in sperm morphology.
The sperm concentration had a significant reduction in the 10 and 30 mg / kg groups
when compared to the CG. The histopathological analysis of the reproductive organs
showed no alterations when compared to the CG. For the protocol in the females, the
results showed that the AE reduced the feed and water consumption at the dose of 10
mg / kg, but did not alter the weight gain nor the relative mass of the organs of the
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treated animals when compared to the GC. In addition, it did not cause
histopathological changes of the reproductive organs, behavioral signs of toxicity, nor
alteration of the estrous cycle or gestational toxicity. There was only a significant
increase in pup weight gain in the 3 mg / kg group on day 4. It was concluded that
ellagic acid did not present any relevant reproductive or systemic toxicity in females,
within the dose range and in the period of time used. In the male, it produces reduction

in sperm concentration, without impairing the fertilization capacity.

Keywords: spermatogenesis; fertility; ovary; uterus; phytochemical; tannin.
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1 INTRODUCAO

Segundo Kang et al. (2016), o acido elagico (AE) foi descoberto em 1831 por
Braconnot e possui varias propriedades farmacoldgicas, tais como anticancerigenos,
antioxidantes e propriedades quimiopreventivas. Por ser um dos precursores dos
taninos hidrolisaveis, pode comumente ser encontrado em morangos, romas, uvas
muscadine, castanhas, amoras silvestres, framboesas (GONCALVES, 2012) e em
plantas medicinais como Lafoensia pacari, Punica granatum L., Duschesnea
chrysantha, Ficus glomerata Roxb, Juglans regia L e Pimenta dioica (L.) Merr.,
apresentando-se na forma de elagitaninos, como componente estrutural da membrana
e parede celular vegetal (BESERRA et al., 2010).

Os taninos hidrolisaveis podem sofrer hidrélise acida ou microbiana para agucar
e compostos fendlicos simples que podem ser absorvidos e causam toxicidade,
enquanto o0s taninos condensados sao polimeros grandes com ligactes
carbonocarbono conectando unidades de flavonoides que sdo mais dificeis de
degradar no intestino e, portanto, ndo sdo prontamente absorvidas, sendo menos
téxicos (MONTEIRO et al., 2005). Produtos téxicos do final da degradacéo de tanino
hidrolisavel podem resultar em gastroenterite hemorragica, necrose hepética e
necrose tubular renal, enquanto os taninos condensados normalmente exercem seus
efeitos negativos pela ligacédo e precipitacdo de proteinas e amido (ROGOSIC et al.,
2008).

Estruturalmente, o &cido elagico corresponde a uma dilactona de &cido galico,
representado pela féormula C14-H6-08 e pode ser encontrado na forma de elagitaninos
e glicosilada. Altamente termoestavel (ponto de fusdo 359°C) o AE possui duas
lactonas que podem atuar como doadores de elétrons conferindo, assim uma
caracteristica hidrofilica. Com peso molecular de 338,2 g/mol, ligeiramente soluvel em
agua, alcool e éter (CARDOSO, 2013). Estruturalmente, apresenta quatro anéis que
representam o dominio lipofilico, quatro grupos fendlicos e duas lactonas, que formam
os lados do hidrogénio e atuam como receptores de elétrons, respectivamente, e que
representam o dominio hidrofilico (figura 1), possui ainda elevada capacidade
antioxidante, com aplicacdbes em diferentes éareas da industria alimenticia,
despertando interesse comercial nos ultimos anos devido as suas propriedades,

aplicacées e beneficios para a saide humana (SEPULVEDA et al., 2011).
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Figura 1- Estrutura quimica do &cido elagico.

Fonte: ASCACIO-VALDES, et al., 2013

Esse &cido potencializa os niveis de glutationa, antioxidante produzido pelo
organismo e que protege as células da acdo dos raios solares, que induzem a
formacdo de radicais livres. Além disso, inibe a proliferacdo de melandcitos,
prevenindo manchas de sol. Estudos in vitro com a substancia pura aplicada em
membranas de células e no DNA mostraram que moléculas de AE se ligam ao cobre
e ao ferro e impedem que eles formem radicais livres, atuam também como um
“escudo” protegendo as moléculas, mesmo que os radicais livres sejam formados em
pequena quantidade (SANDMANN, 2013).

Apesar de ser utilizado como suplemento alimentar no Japdo, por suas
propriedades antioxidantes, a avaliacdo da seguranca desta substancia sé
recentemente foi investigada em ratos, por adicdo a dieta basal em pd, com as doses
até 39,1 g / kg nos machos e 42,3 g / kg em fémeas misturados a racao (TASAKI et
al., 2008). Estudos relataram efeitos coagulantes, bem como congestdo dos
linfonodos e baco apds administracéo intravenosa de AE (30 mg/kg) em ratos (CHEN;
CHUNG, 2000). Outros estudos sugeriram que AE exibe efeitos neuroprotetores
contra danos oxidativos e efeitos antiproliferativos em ratos diabéticos, mas o0s
mecanismos de sua agdo nos niveis celular e molecular ainda ndo estdo claros
(MASHHADIZADEH, et al., 2017).

A biodisponibilidade de elagitaninos e AE é baixa em modelos humanos e
animais devido a sua natureza hidrofébica. A hidrélise de elagitaninos libera AE em
condicbes fisiologicas, que € moderadamente absorvida e metabolizada pela
microbiota intestinal para urolitina através da remoc¢ao de um dos dois grupos de

lactona e posterior descarboxilagdo e reacdes de desidroxilagdo (SHENG WU; LI


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mashhadizadeh%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28804609
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mashhadizadeh%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28804609

19

TIAN, 2017). A identificacdo das urolitinas liberadas a partir de elagitaninos
alimentares por microbiota intestinal € uma tendéncia atual na investigacao fendlica
devido a implicacdo desses metabolitos microbianos como potenciais compostos
antiinflamatdérios, antioxidantes, cardioprotetores, neuroprotetores e preventivos do
cancer (ESPIN, et al.,2013).

Estudo realizado verificou que o AE pode ser detectado, a uma concentracao
maxima de 0,06 uM, na circulagéo sanguinea de voluntarios saudaveis dentro de meia
hora apoOs ingerir suco ou extratos de roma. Foi também demonstrado que as
concentragdes de urolitina atingiram até 18,6 yM no plasma de voluntarios saudaveis
depois de consumir suco de roma por cinco dias consecutivos (SHENG WU e LI TIAN,
2017).

Devido a ampla distribuicdo do AE em algumas frutas e plantas medicinais e a
falta de pesquisas que testem seus efeitos sobre o sistema reprodutor, consideramse
relevantes os estudos nesta area, uma vez que estes podem contribuir para o uso
seguro do acido elagico derivado de tais vegetais. Assim, o presente trabalho teve por
objetivo avaliar os efeitos do acido elagico sobre o sistema reprodutor e outros

sistemas organicos de ratos Wistar.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 TOXICIDADE DOS TANINOS

Taninos sdo compostos fendlicos presentes em plantas, alimentos e bebidas
que podem ser téxicos dependendo do peso molecular. De acordo com a sua estrutura
sao classificados em hidrolisaveis e condensados. Apresentam baixa solubilidade em
agua e peso molecular compreendido entre 500 e 3000 Dalton, possuindo a habilidade
de formar complexos insoliveis em agua com proteinas, gelatinas e alcaloides
(TAHMOURESPOUR et al.,, 2016). Tais compostos s&8o responsaveis pela
adstringéncia de muitos frutos e produtos vegetais, devido a precipitacdo de
glicoproteinas salivares, o que ocasiona a perda do poder lubrificante (RINALDO,
2010).

S8o0 substancias comerciais importantes, tradicionalmente utilizadas para

preparacdo de couro, outros usos incluem adesivos, como substituintes de fenol nas
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formulacdes, aplicacbes médicas, cosmeéticas, farmacéuticas e industrias alimentares. A
extracdo de taninos de residuos vegetais constitui uma importante contribuicdo para sua
reutilizacdo e valorizacdo e para a producao sustentavel de taninos (AIRES et al., 2016).

Quimicamente, os taninos sdo moléculas fendlicas relativamente volumosas,
resultantes da polimerizacdo de moléculas elementares de funcdo fenol. Sua
configuracdo espacial esta relacionada com sua reatividade. Segundo a natureza das
moléculas elementares, diferenciam-se em taninos hidrolisaveis ou galicos e taninos
condensados ou catéquicos. Os taninos hidrolisdveis sdo naturais da uva, presentes
na casca e sementes, enquanto os condensados sdo encontrados na madeira de
carvalho (CERBARO, et al.,2016).

A liberacdo do tanino para ser usado tem como objetivo facilitar a precipitacao
de matérias proteicas em excesso e auxiliar nos processos de clarificacdo. Outros
usos tém sido descritos, na melhora da qualidade dos vinhos, dadas as propriedades
na melhoria do corpo, na eliminacdo de aromas e gostos atribuidos a fenébmenos de
reducdo, na estabilizacdo da cor e na melhoria de aromas, outra propriedade muito
importante € sua capacidade anti-radical livre e de consumo de oxigénio diluido
(CERBARO, et al., 2016).

Os taninos hidrolisaveis consistem de ésteres de acidos gélicos e &cidos
elagicos glicosilados, formados a partir do chiquimato, onde os grupos hidroxila do
acucar sao esterificados com os acidos fendlicos sendo os taninos elagicos muito mais
frequentes que os galicos. Uma caracteristica importante para os taninos hidrolisaveis
€ que possuem um precursor imediato comum, tanto para os galataninos como para
os elagitaninos: o B- 1,2,3,4,6-pentagaloil-D-glicose. Os galataninos sdo formados a
partir de ligacdes meta-depsidicas dos &cidos galicos com o precursor imediato.
Enquanto os elagitaninos, sdo formados pelo acoplamento dos acidos elagicos ao
precursor imediato (BARBOSA, 2014).

Provavelmente, devido a habilidade de ligar-se as proteinas e outras
macromoléculas, os taninos apresentam atividades toxicas, onde verificaram que a
rapida mortalidade de insetos tratados com taninos condensados parece ser devido a
atividade tdéxica destes compostos e ndo pela inibicdo da digestibilidade. Contudo
elagitaninos dimeros sdo mais adstringentes que os mondmeros, deste modo, se a
toxicidade é devido a sua adstringéncia, a alta toxicidade esta intimamente associada

ao maior peso da molécula. Um outro mecanismo de toxicidade, que pode envolver
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0s taninos, deve-se ao fato desses complexarem-se com facilidade a ions metalicos
nos sistemas biologicos, incluindo microrganismos, que necessitam de ions metalicos
como cofatores enzimaticos. Por exemplo ratos tratados com bebidas ricas em
compostos fendlicos tiveram reducéo da absorcéo de ferro (MONTEIRO,2005).

Niveis elevados de tanino ingerido pelos animais podem produzir toxicidade e
até causar a morte (MAKKAR, 2003). Estudo realizado sobre a gestacdo em ratas
Wistar com a administragdo do Sanativo (fitoterapico rico em tanino) por via oral nas
doses de 335 e 1675 mg/kg demonstrou uma reducdo de massa corporal da méae
observada na organogénese correlacionada a presenca dos altos teores de taninos
que o compde (LYRA, 2007). Com isso a presenca de taninos sugere uma possivel
toxicidade, o que merece ser investigado, dado o seu potencial uso terapéutico e na
alimentacéo animal (SALES, 2011).

2.2 ESTUDO DA TOXICIDADE SISTEMICA

A toxicologia é definida como o estudo dos efeitos adversos das substancias
guimicas sobre os organismos vivos, fundamenta-se fortemente nos campos da
guimica e da biologia, e busca uma compreenséo detalhada dos efeitos toxicos e dos
meios para evitar ou reduzir a toxicidade (SHIBAMOTO et al.,2014). Os ensaios de
toxicidade consistem em expor organismos-teste representativos no ambiente a varias
concentracfes de uma ou mais substancias, durante determinado periodo de tempo,
e avaliar o efeito causado através de respostas nos organismos, determinando assim
0 seu potencial toxico (COSTA et al.,2015).

Os efeitos toxicos vao desde a mortalidade até efeitos chamados subletais, tais
como mudancas no crescimento, na reproducdo, no comportamento, entre outros
(MELO,2015). A auséncia de morte ou sinais de maior significancia indica substancia

como “pouco tdéxico” ou “quase nao téxico” (OECD, 2001).

Em estudos de toxicidade para o desenvolvimento e reproducdo, a agua
consumida pelos animais € um forte indicador do potencial toxico de uma substancia,
pois alguns investigadores atribuem alteracdes no paladar devido ao composto
testado quando ocorre reducdo no consumo de &gua e quando consequente

desidratacdo € observada nos grupos testes. O consumo reduzido de agua que
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contém compostos toxicos levanta questdes sobre os efeitos indiretos da reducéo do
consumo de fluido materno por filhotes durante a amamentacéo resultante da falta de

qualidade, versus efeitos diretos do composto de teste (CAMPBELL et al., 2009).

A toxicidade sistémica de uma substancia ainda pode ser observada por meio
da alteracdo comportamental, apatia, ma condi¢do de pelagem e alteracdo da massa
relativa dos 6rgdos. O peso corporal € 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 (BARBOSA,2014).

A toxicologia estuda a acdo de compostos quimicos e outros xenobioticos sobre
0s organismos, com énfase especial nos efeitos adversos ou danosos em 6rgaos
especificos realizada através de exames macroscoépicos, biometria dos 6rgdos e
histopatologia dos tecidos (BAILEY et al., 2004; FERNANDES,2005). Alteracfes nas
massas dos Orgaos tém sido aceitas como indicadores de efeitos relacionados ao
tratamento, até mesmo na auséncia de mudancas morfologicas, contribuindo para
identificacdo de 6rgdos associados aos efeitos toxicos de uma substancia
(WOLFSEGGER et al., 2009).

Para se obter um grau de seguranca através do uso de qualquer substancia, os
testes toxicoldgicos sao realizados para obter dados sobre as condices em que 0s
agentes quimicos produzem efeitos toxicos, qual a natureza desses efeitos e quais 0s
niveis seguros de exposicdo. Evidéncias toxicoldégicas demonstram que toda
substancia € agente téxico em potencial, dependendo apenas das condi¢cdes de
exposicao, como dose administrada ou absorvida, tempo, frequéncia e via de
administracdo (PIRES JUNIOR et al.,2012).

Os estudos de toxicidade de dose repetida tém como objetivo caracterizar o perfil
toxicolégico da substancia apdés a administracdo repetida. A partir deles é possivel a
obtencdo de informacfes sobre os efeitos téxicos, identificacdo de 6rgdos alvos,
efeitos nas funcdes fisiologicas, hematoldgicas, patologia, histopatologia, além da
determinacdo do No Observed Effect Level (NOEL). Estes estudos podem ter
duracbes menores — Short-term - (por exemplo, 14 e 28 dias) ou envolver um periodo
mais extenso de administracdo da droga — Long-term - (por exemplo, 90 dias, 180
dias). Geralmente 3 doses sdo utilizadas, sendo a mais alta escolhida com a
expectativa de produzir efeitos toxicos observaveis, mas ndo morte nem sofrimento

intenso e respeitando-se o limite maximo de 1000 mg/kg/dia em roedores e
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naoroedores. As demais doses sdo estabelecidas em sequéncia descendente
sugerindose intervalos de 2 a 4 vezes (SOBRAL ,2006; ANVISA, 2013).

Em trabalho realizado com o acido elagico (AE), a DL50 da substancia em
camundongos néo foi determinada devido & auséncia de morte no periodo de 24 horas
apos a administracédo de 25 a 1500 mg/kg de AE por v.o ou intraperitoneal (25 a 1000
mg/kg). Como ndo houve letalidade dos animais em nenhuma das vias de
administracdo e doses testadas, esses resultados sugerem uma baixa toxicidade para

0 &cido elagico, necessitando assim de estudos posteriores. (BESERRA et al., 2010).

2.3 ESTUDO DA TOXICIDADE REPRODUTIVA NAS FEMEAS

Sobre 0 uso de substancias quimicas presentes no meio ambiente ha grande
interesse cientifico devido suas acfes que podem interferir no sistema enddécrino de
humanos e outros animais e, com isso, afetar a saude, o crescimento e a reproducao.
Essas substéncias s&@o conhecidas como Desreguladores Endocrinos (DES)
(DEZOTTI; BILA,2007). Os DEs interferem com a producéo, secrecao, metabolismo,
transporte e acdo periférica de hormoénios enddgenos. Sua interferéncia com a acao
hormonal deve-se, sobretudo a ligacao a receptores hormonais e, por meio desta
acao, podem desencadear dois tipos de resposta, representadas pelo efeito agonista,
gue mimetiza a acdo hormonal, ou pelo efeito antagonista, que impede a ligacdo do

horménio natural ao seu sitio de acdo (COSTA, 2014).

Desregulador enddcrino é caracteriazado como uma substancia exdégena ou
mistura que altera uma ou mais fun¢des do sistema enddcrino, bem como a sua
estrutura, causando efeitos adversos tanto no organismo exposto como na sua prole
(BACHEGA et al.,, 2011). Segundo a Unido Europeia (UE), os desreguladores
enddocrinos podem: danificar diretamente um érgdo enddcrino; alterar diretamente a
func@o de um 6rgédo enddcrino; interagir com um receptor de hormonios ou, alterar o
metabolismo de um horménio em um 6érgao enddcrino (DEZOTTI; BILA,2007).

A toxicidade reprodutiva esta relacionada a interferéncia toxica sobre o sistema
reprodutor de qualquer espécie com capacidade reprodutiva tanto de machos quanto
de fémeas, incluindo o desenvolvimento pré-natal (SANTOS, 2009; BARROS, 2011).

Diversas substancias quimicas podem alterar o funcionamento do sistema

endocrino. Para a realizacdo de triagem e programas de testes para detectar agentes
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capazes de desregular o sistema endocrino, a Agéncia de Protecdo Ambiental dos
Estados Unidos (US EPA — United States - Environmental Protection Agency) instituiu, no
ano de 1998, o Comité Consultivo de Testes e Triagem dos Desreguladores Endocrinos
(EDSTAC — Endocrine Disrupters Screening and Testing Advisor Committe) que propde
e valida testes que caracterizem o potencial dessas substancias. De maneira semelhante,
a Organizacdo para a Cooperagcdo e o Desenvolvimento Econbémico (OECD -
Organization for Economic Cooperation and Development) vem trabalhando em validac&o

de métodos para detecgdo de desreguladores enddcrinos (MULLER,2007).

A fertilidade, a reproducdo e o desenvolvimento fetal sédo essenciais para
sustentar uma espécie, o que torna relevante qualquer estudo relacionado a
substancias que venha a ter uma ampla utilizagdo sem o maior conhecimento sobre
sua acao reprodutiva (no sistema reprodutivo). As mulheres tém apenas cerca de 400
foliculos que atingem a maturidade e passam pela ovulacdo durante a vida, o que
significa que h& uma oportunidade limitada de reproducéo. Além disso, os 06rgaos
reprodutores femininos, incluindo o Utero e 0s ovarios, apresentam crescimento
periodico e regeneracado regulado por horménios. O sistema de controle hormonal
possui fungdes dindmicas e é suscetivel ao estresse fisiolégico causado por particulas
estranhas e qualquer interrupcao na reproducédo feminina pode resultar em anomalias
fetais (BROHI, et al.,2017).

Geralmente os testes de avaliacdo da toxicidade reprodutiva compreendem a
exposicdo de animais sexualmente maduros antes da concepcdo, durante o
desenvolvimento pré-natal e apdés o nascimento e, continuadamente até a sua
maturidade. Com isso fazendo-se necessario para o esclarecimento de estudos das
mais diversas substancias existentes. (HOLLENBACH et al., 2010).

Através desses estudos € que podemos compreender o melhor funcionamento
dos oOrgaos reprodutivos e possiveis alteracdes que possa vir a existir, com iSso
entende-se por reproducdo o processo biologico que assegura a continuidade das
espécies, propiciando que o material genético existente seja passado as geracoes
seguintes. Dessa forma, o ciclo reprodutivo ndo manuseia apenas na concepc¢ao,
prenhez e nascimento, mas tem inicio com a produ¢édo de gametas nos genitores (no
periodo pré-natal), continuando pela fertilizagdo e desenvolvimento embrionario e
fetal, nascimento e desenvolvimento pos-natal até a maturidade sexual, quando o

descendente adulto se torna capaz de procriar (MELLO, 2007).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Brohi%20RD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28928662
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O ciclo reprodutivo pode ser afetado por substancias quimicas em qualquer das
suas diferentes fases, impedindo ou inibindo temporariamente a reproducdo e/ou
causando defeitos de desenvolvimento na prole exposta. Nas fases pré e pos-natal,
0s 0rgdos sexuais e 0 sistema nervoso central que ainda estdo se diferenciando,
podem ser atingidos por substancias presentes no sangue materno através da
placenta durante a gestacdo ou através do leite durante a lactacdo. Diante disso os
estudos de toxicidade reprodutiva devem ser igualmente abrangentes para que se
possam detectar diferentes tipos de agravos nas diferentes fases do ciclo reprodutivo
(SANTOS, 2017).

Os aparelhos reprodutores de fémeas possuem morfofisiologia que varia de
acordo com a espécie e com fatores como idade, estacdo do ano, luminosidade e
substancias ingeridas pela fémea, notadamente as que se ligam aos receptores
hormonais ou as que modificam expressao de hormoénios/receptores, podendo induzir
variagoes ou irregularidades no ciclo estral (ABRAMS, 2007).

O ciclo estral de ratas compde um meio natural e repetitivo para estudar as
variacfes dos hormoénios esteroides e suas acdes fisioldgicas. Muito do conhecimento
gue ha sobre o controle do ciclo ovariano de varios mamiferos que possuem ovulacao
espontanea é baseado em estudos sobre o ciclo estral da rata (GEHLEN, 2009). Nas
fémeas de roedores, o ciclo estral dura 4-5 dias e consiste em 4 fases: proestro (P),
estro (E), metaestro (M) e diestro (D), embora normalmente o metaestro e o diestro
sdo conhecidos como diestro | (DI) e diestro Il (DIl) respectivamente. H4 uma onda
caracteristica da progesterona, prolactina, estradiol, horménio foliculo estimulante e
horménio luteinizante, e, portanto, mudancas comportamentais induzidas pelas
variacfes hormonais do ciclo estral (ESKELUND, et al., 2016). A figura 2 relata as

flutuacBes hormonais do ciclo estral de ratas.
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Figura 2 — Ciclo estral de ratas e suas variagdes hormonais.

Fonte: SANTOS,2017

O estro dura cerca de 12 a 14 horas, estendendo-se do inicio da manhé até o
inicio da noite, quando o nivel de estrogeno aumenta visivelmente seguido por um
aumento de secrecdo de progesterona: esse aumento hormonal desencadeia a
ovulacdo, a rata ja comeca a exibir comportamento de lordose caracteristico da fase
do estro até o final do estro. Os hormonios voltam aos seus niveis basais quando
acontece a ovulacédo (estro) no quarto dia, seguido por um pico temporario de estradiol
na noite do estro (CALLEGARI,2008).

A determinacéo do ciclo estral é imprescindivel em procedimentos de pesquisa,
pois, além de evitar uma série de vieses devido a alteracées hormonais que ocorrem
durante o ciclo, permite conseguir grupo mais homogéneo, importante em alguns tipos
de ensaios. A caracterizacao de cada fase do ciclo se baseia na proporgcao entre trés
tipos celulares observados no esfregaco vaginal: leucécitos, células arredondadas
nucleadas e células epiteliais cornificadas, representado na figura 3. O monitoramento
do ciclo estral permite a realizagdo de ensaios sobre aspectos do ciclo reprodutivo, a
influéncia de fatores ambientais sobre a reproducdo e a acdo de substancias
potencialmente teratogénicas sobre a progénie (VILELA et al., 2007; BARRIL, et al.,
2016).
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Figura 3 — Esfregaco vaginal apresentando leucécitos (a), células arredondadas
nucleadas (b) e células epiteliais cornificadas (c).

Fonte: Arquivo pessoal

Assim, o emprego de ratas como modelo animal para triagem enddcrina é
importante, ndo apenas pela infinidade de informacgdes sobre o controle enddcrino da
funcdo reprodutiva e desenvolvimento que envolvem reprodu¢cdo humana, como
também pelas evidéncias dos efeitos de substancias tdxicas que alteram o sistema
endocrino, além de se justificar pela existéncia de algumas similaridades no
comportamento reprodutivo das duas espécies, que ndo sao compartilhadas por todos
os mamiferos. Dentre essas semelhancas, podem ser ressaltadas: o intervalo
temporal entre o coito e a implantacdo do blastocisto no Utero, de 4 a 6 dias, e a
deciduacéo, que é a formacdo do componente maternal da placenta, caracterizada
por uma intima relagéo entre as circulagées materna e fetal (GRAY et al., 2004).

As fémeas de roedores e humanos compartilham também o tipo de placenta,
denominada hemocorial, caracterizada por uma maior invasao tissular da mucosa
uterina pelos vilos coridnicos e intimo contato entre placenta e tecido uterino, o que
favorece a passagem de algumas substancias quimicas lipossoluveis e de baixo peso

molecular da circulacdo materna para a fetal (FLORIO; SOUSA, 2006).
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Durante a gestacéo, a utilizacdo de qualquer medicamento deve ser feita com
cuidado, ja que algumas substancias toxicas podem atravessar a barreira placentaria
e interferir no desenvolvimento embriofetal, muitas vezes de forma negativa. Esse
mesmo cuidado deve ser aplicado ao uso de plantas medicinais ou outro meio natural,
principalmente devido a falta de informac¢Bes sobre os mesmos (LOURENCO et al.,
2009).

Do ponto de vista cientifico pesquisas mostram que muitos alimentos possuem
substancias agressivas ao organismo e, por esta razdo, devem ser utilizadas com
cuidado, respeitando seus riscos toxicologicos (POZZATTI et al.,2010). Mesmo com
todos os riscos que sao informados, 0 uso de medicamentos durante a gestacéo é um
evento frequente, e as causas de sua utilizacdo incluem o tratamento das desordens
clinicas que ocorrem durante o periodo gestacional, doencas crbnicas ou
intercorrentes e a prépria medicacdo (LOURENCO, et al., 2012).

Além disso, os farmacos podem alterar o desenvolvimento do feto através de
uma grande variedade de mecanismos, por exemplo, se 0 medicamento atravessa a
placenta, o que ocorre com a maioria das drogas ingeridas, entdo ele pode atuar
diretamente sobre o feto. Os farmacos também podem atuar diretamente sobre o Gtero
e / ou sobre a placenta tendo como efeitos alteracdo da atividade secretora da
placenta ou fluxo sanguineo utero - placentaria, por exemplo. Finalmente também
podem produzir efeitos sobre a fisiologia da mae que podem influenciar
secundariamente o feto, tais como aumento da secre¢édo de hormdnios do estresse ou
comportamentos de salde materna alterados atribuidos a dependéncia da mae
(ROSS et al.,2015).

Até meados do século passado, acreditava-se que o Utero proporcionava um
ambiente protegido para o feto, e um escudo contra o ambiente externo. No entanto,
guase todas as drogas ou substancias quimicas administradas a mae séo capazes de
atravessar a placenta, em certa medida, a menos que seja metabolizado ou alterados
durante a passagem, ou entdo seu tamanho molecular e baixa lipossolubilidade n&o
permitem transferéncia transplacentéria (ESHKOLI et al., 2011).

Cada um dos sistemas em formacao apresenta um periodo critico especifico
em gue se encontram mais suscetiveis ao agente e, quanto maior for o periodo de
exposicdo a substancia, maior também sera a suscetibilidade (BERNARDI, 2014). Os

periodos criticos do desenvolvimento do rato estéo ilustrados na Figura 4.
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Figura 4 - Periodos de desenvolvimento dos diferentes 6rgaos e sistemas do rato. Fonte:

BERNARDI, 2014

Tradicionalmente, um dos principais efeitos observados em fetos através da
ingestdo de substancias quimicas por gestantes, sdo os efeitos teratogénicos, onde
tem sido reportado como malformacdes anatémicas. E notério que estas doses sdo
dependentes do tempo em que se € consumido, onde o feto é colocado em maior risco
durante o primeiro trimestre, no entanto, é possivel que medicamentos e produtos
quimicos possam exercer seus efeitos sobre o feto em outros momentos durante a
gravidez (ESHKOLI et al., 2011).

As conclusdes de estudos de toxicidade devem ser avaliadas em termos dos
efeitos observados, achados de necropsia e microscopia dos fetos. A avaliacao ira
incluir a relacéo entre a dose da substancia e da presenca ou auséncia, incidéncia e
gravidade das anomalias geradas nos filhotes, incluindo lesbes macroscépicas e
quaisquer outros efeitos toxicos (OECD,1995; EPA,1996).

2.4 ESTUDO DA TOXICIDADE REPRODUTIVA NOS MACHOS
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O sistema reprodutor dos mamiferos, a exemplo dos ratos, modelo
experimental escolhido para a realizacdo do experimento, é formado por glandulas e
ductos responséveis pela producéo, transporte e eliminacdo dos gametas masculinos
(espermatozoides) e, pela producdo e secrecdo de testosterona. Esse sistema €
formado pelas génadas (testiculo), epididimo, canais deferentes, ducto ejaculador,
uretra, pénis e glandulas acessorias, que incluem as vesiculas seminais, a prostata e

as glandulas uretrais (SANTOS,2012). A figura 5, retrata o sistema urogenital de rato.
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Figura 5 — Sistema urogenital de rato. Fonte:

SANTOS,2012

Para o estudo de fertilidade nos machos o principal 6rgdo a ser estudado é o
testiculo, por ser responsavel pela producdo de espermatozoides e andrégenos. Sao
orgaos pares revestidos por uma espessa capsula de tecido conjuntivo denso, a
albuginea testicular, a qual emite septos para o interior do 6rgdo até a regidao do
mediastino, dividindo o testiculo em l6bulos. Histologicamente e funcionalmente, o
testiculo dos mamiferos pode ser dividido em dois compartimentos, intertubular e
tubular. O intertdbulo de ratos é constituido por vasos sanguineos e linfaticos, células
de Leydig e células do tecido conjuntivo, como macroéfagos, fibroblastos e suas fibras
colagenas. A célula de Leydig é o tipo celular mais frequente, responsavel pela
producado de androgenos, principalmente testosterona, a qual pode ser posteriormente
convertida em uma variedade de outros esteroides (LIMA,2013; NASCIMENTO,

2017).
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Os espermatozoides saem dos testiculos iméveis e incapazes de fertilizar um
ovocito, eles s6 adquirem motilidade e capacidade fecundante apds sua passagem
pelo ducto epididimario e epididimo, responsavel pela maturacdo espermatica.
Agentes téxicos que venha a alterar a fisiologia destes 6rgédos podem causar reducao

na producéo e viabilidade espermaticas, influenciando na fertilidade (LIMA, 2013).

O epididimo consiste de um longo ducto, altamente contorcido, que conecta 0s
ductos eferentes ao ducto deferente. Morfologicamente, o epididimo € geralmente
dividido em trés regides: cabeca, corpo e cauda (OLIVA et al., 2009). Cada regiao do
epididimo apresenta funcdes distintas, sendo que o segmento inicial esta relacionado
com a absorcéo de fluidos vindos do testiculo, as regides da cabeca e corpo estédo
envolvidas com 0s processos iniciais e tardios de maturacdo espermatica, como a
aquisicao da motilidade progressiva e da capacidade de reconhecimento e fertilizacéo
do ovdcito, enquanto que a regido da cauda estd associada com o armazenamento
esperméatico e com a fagocitose de espermatozoides anormais (ROBAIRE; VIGER,
1995; CORNWALL, 2009).

A espermatogénese € um processo complexo e sincronizado que ocorre nos
tubulos seminiferos e dura cerca de 40 a 60 dias na maioria dos mamiferos (COSTA
et al.,2003). As células-tronco masculinas (chamadas espermatogonia) produzem
espermatozoides sob a influéncia dos hormonios esteroides, através de sucessivas
mitoses, meiose e a diferenciacdo de espermatides haploides. De acordo com
caracteristicas morfologicas e funcionais, o processo espermatogénico pode ser
dividido em trés fases: 1) fase proliferativa ou espermatogoniogénese, na qual as
espermatogbnias sofrem rapidas e sucessivas divisbes mitéticas; 2) a fase meiodtica
ou espermatocitogénica, onde cada espermatoécito dara origem a quatro espermatides
haploides e durante a qual ocorre uma divisdo reducional e outra equacional; 3) fase
de diferenciacdo ou espermiogénica, onde cada espermatide arredondada passa por
mudancas estruturais e bioquimicas diferenciando-se em espermatozoide, um tipo
celular especializado para alcancar e fertilizar o ovécito. A primeira e a terceira fases
apresentam aspectos morfolégicos que séo espécie-especificos, enquanto a fase
espermatogénica ou fase meidtica possui caracteristicas morfolégicas comuns nas
varias espécies de mamiferos (HERMO et al., 2010; FRANCA; RUSSELL, 1998;

ALMEIDA,1997). O processo espermatogénico no rato esta ilustrado na figura 6.
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PROCESSO ESPERMATOGENICO NO RATO
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Figura 6 — Espermatogénese no rato.

Fonte: RUSSELL, et al.,1990

O reconhecimento dos diferentes estagios do ciclo do epitélio seminifero é essencial
para a realizacdo de estudos quantitativos da espermatogénese. E importante para
gue se tenha uma compreensdo da espermatogénese normal bem como para a
determinacao de fases especificas do processo que possam ser afetadas por um
determinado tratamento ou droga (PANNOCCHIA et al.,2008.)

A infertilidade masculina é uma sindrome multifatorial que abrange uma grande
variedade de desordens, que podem ser congénitas ou adquiridas. Individuos
expostos durante periodo criticos de desenvolvimento sdo mais vulneraveis a agéo de
substancias quimicas em funcdo de menor capacidade metabdlica e excretora e da
auséncia de muitos mecanismos de retroalimentacédo do sistema enddécrino. O uso de
substancias em machos pode resultar em uma série de alteracdes que podem ser
relatados através de estudos. O tratamento dos machos antes da concepcao pode
resultar em infertilidade, morte embrionaria e anomalias ndo especificas, bem como
em reducédo do peso ao nascer, diminuicdo do tamanho da ninhada e retardo no
desenvolvimento pos-natal (HOLLENBACH, et.al, 2010).

3 OBJETIVOS
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3.1 Objetivo geral

O objetivo deste estudo foi investigar os possiveis efeitos da administracao oral
do acido elagico (AE) sobre os parametros reprodutivos e sistémicos de ratos Wistar

machos e fémeas.

3.2 Objetivos especificos

* Observar a influéncia do acido elagico sobre fertilidade e espermatogénese em

ratos Wistar;

* Observar a influéncia do acido elagico sobre o ciclo estral de ratas Wistar;

» Verificar o efeito do acido elagico sobre a prenhez e a lactacao de ratas Wistar;

* Avaliar cada ninhada quanto a presenca de filhotes nascidos mortos, nascidos
vivos, tamanho em relacé&o ao grupo controle e de anormalidades grosseiras;

* Avaliar a toxicidade sistémica do acido elagico através de analises

histopatoldgicas.

4 ESTRUTURACAO DA DISSERTACAO

Esta dissertacdo apresenta a seguinte estrutura formal: Uma introducéo,
revisdo de literatura, Capitulo | e Il contendo os artigos intitulado “Avaliagao do efeito

do acido elagico sobre o sistema reprodutor e outros sistemas organicos de
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ratos wistar” e “Avaliagao do efeito do acido elagico sobre o sistema reprodutor
e outros sistemas organicos de ratas wistar” a serem encaminhados para
publicacdo no periédico Toxicology and Applied Pharmacology — qualis: A2 para
zootecnia e recursos pesqueiros e fator de impacto: 3.791. Os artigos foram

estruturados de acordo com as normas técnicas da mesma.


https://www.sciencedirect.com/science/journal/0041008X
https://www.sciencedirect.com/science/journal/0041008X
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RESUMO

O &cido elagico € um composto fendlico responsavel por diversas atividades biologicas
tais como antioxidante e/ou anticarcinogénica e esta presente algumas frutas e nas
nozes. O objetivo deste estudo foi investigar os possiveis efeitos do acido elagico (AE)
sobre o sistema reprodutor e outros sistemas organicos de ratos induzidos pela
administracdo oral. Para os protocolos experimentais realizados foram utilizados 40
ratos Wistar machos divididos em 4 grupos de acordo com as doses do AE: grupo
controle (agua destilada) / (GC) e os grupo tratamentos de 3, 10 e 30 mg/kg do AE.
Foram realizados 0s seguintes testes: consumo de agua e racdo, massa corpérea,
alteracdes comportamentais, coleta e pesagem dos érgéos e avaliacao da fertilidade.
Para andlise estatistica utilizou-se o software GraphPad Prism® 5.03, aplicando
ANOVA seguida pelo teste SNK (p<0,05). Os resultados demonstraram que o AE ndo
alterou o ganho de peso dos animais tratados, porém houve uma diminuicdo na massa
relativa do baco e rins no grupo de 30 mg/kg quando comparado ao GC, no entanto,
0S animais ndo apresentaram sinais comportamentais de toxicidade. Nao houve
alteracdo significativa nas variaveis: capacidade de fertilizacdo e morfologia
espermatica. A concentracdo espermatica teve reducdo significativa nos grupos de 10
e 30 mg/kg em relacdo ao grupo controle, porém a analise histopatologica dos érgaos
reprodutivos ndo apresentou alteragdes quando comparado ao GC. Conclui-se que 0

acido elagico possui toxicidade reprodutiva, sem provocar infertilidade.

Palavras-chave: testiculo; fertilidade; sémen; fertilizac&o.
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ABSTRACT

Ellagic acid is a phenolic compound that is present in some fruits and nuts and has
several known biological activities, such as antioxidant and anticarcinogenic. The
objective of this study was to investigate the possible effects of ellagic acid (EA) on the
reproductive system and other organ systems of rats by oral administration. For the
experimental protocols, 40 male Wistar rats were divided into 4 groups according to
the AE dose: control group (distilled water) / (GC) and the 3, 10 and 30 mg / kg EA
treatments. The following tests were performed: water and feed intake, body mass,
behavioral changes, organ collection and weighing, and fertility assessment. For
statistical analysis, GraphPad Prism® software 5.03 was used, applying ANOVA
followed by SNK test (p <0.05). The results demonstrated that EA did not alter the
weight gain of treated animals. There was a decrease in the relative mass of the spleen
and kidneys in the 30 mg / kg group when compared to GC, however, the animals
showed no behavioral signs of toxicity. There was no significant change in fertilization
capacity or sperm morphology. The sperm concentration had a significant reduction in
the 10 and 30 mg / kg groups in relation to the control group. The histopathological
analysis of the reproductive organs showed no alterations when compared to the CG.
It is concluded that ellagic acid has reproductive toxicity, without altering fertility in a

subchronic  protocol.

Keywords: testis; fertility; semen; fertilization.

INTRODUCAO
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O uso de substancias presentes em diversas plantas e frutas merece um
cuidado e uma ampla investigacdo das possiveis alteracées no organismo animal, que
essas substancias podem provocar. Ha um crescente interesse em entender o papel
e 0 mecanismo dos fitoquimicos: polifendis, flavonoides e fenilpropanoides como
inibidores do estresse oxidativo. Entre todos os fitoquimicos, o acido elagico (AE) tem
recebido o maximo de atenc&o por causa de sua gama de propriedades biologicas. E
principalmente abundante em nozes, romé&, oxicoco e outros alimentos vegetais, sob
a forma de taninos hidrolisaveis chamados elagitaninos (Devipriva et al.,2007).

O acido elagico representa o mais alto valor bioativo agregado da roma, devido
as muitas propriedades biolégicas, incluindo antimutagénico, atividade
anticancerigena, preventiva do aparecimento de doencgas cardiovasculares, disturbios
dislipidémicos e estimulacao da cicatrizacao de feridas e manutencao da elasticidade
da pele (Zhao et al., 2013). Assim, o AE tem um grande potencial em tecnologia
alimentar como agente nutracéutico para melhorar a qualidade dos alimentos e na
industria farmacéutica como medicamento e cosmético (Verotta et al.,2017)

Tendo em vista o significante uso do AE como medicamento e cosmético, fazse

necessaria uma melhor investigacédo de sua toxicidade reprodutiva e sistémica.

MATERIAL E METODOS

Substancia Quimica
Acido elagico foi adquirido da empresa de representacdo de produtos
farmacéuticos (ActivePharmaceutica, Santa Catarina, Brasil), tendo como o pais de

origem a China, com teor do acido elagico foi de 92,1% identificado pelo processo de
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separacdo de compostos quimicos em solucéo, através da cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE).
Animais

Foram utilizados ratos (Rattus norvegicus, linhagem Wistar) fémeas e machos
virgens (90 + 8 dias de vida, 180-200 g), obtidos no Biotério Central da UFPI (CCA)
mantidos em gaiolas-padrao de polipropileno de 49x31x21cm (3 a 4 animais/ gaiola),
forradas com cama de xilana, trocadas duas vezes por semana, e com agua potavel
e racdo ad libitum. Os animais foram mantidos na sala de experimentacdo do mesmo
Biotério, em ambiente climatizado 22 ° C (x 3 °) e umidade relativa de 50-60%, com
ciclo claro-escuro de 12 h e com sistema de exaustdo com 15 a 20 trocas de ar/h
controlando a dispersdo de aménia no ambiente. Os protocolos experimentais foram
executados de acordo com as resolu¢cdes normativas do Conselho Nacional de
Controle de Experimentacdo Animal — CONCEA. Todos os procedimentos foram
submetidos aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacio Animal da UFPI,

mediante o parecer n° 263/16, antes de sua execucao.

Protocolo experimental

Visando avaliar o efeito do acido elagico (AE) na reproducdo de machos,
foram utilizados 40 ratos Wistars adultos e saudaveis selecionados aleatoriamente os
quais foram mantidos com 40 ratas adultas, na propor¢cdo de uma fémea para um
macho por gaiola e distribuidos em 4 grupos (n=10) sendo o grupo controle tratado
com agua destilada e trés grupos tratados nas doses 3, 10 e 30mg/kg do acido elagico,
pelo método de gavagem durante 28 dias seguidos, sendo duas semanas antes do

acasalamento, uma semana correspondente ao periodo de acasalamento e uma
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semana apés o acasalamento, para avaliacdo da toxicidade sistémica e reprodutiva
(OECD 421, 2015). As doses utilizadas foram baseadas em estudos ja realizados com

acido elagico em machos (Beserra,2010).

Toxicidade sistémica

Concomitantemente ao tratamento, os animais foram avaliados, quanto a
toxicidade sistémica segundo os parametros: consumo de agua e racdo, massa
corporea, alteracdes comportamentais, avaliacdo macroscopica e microscopica dos

orgaos.

Consumo de agua e racao

O consumo de a&gua (mL) e racdo (g) dos animais tratados foi aferido por gaiola
individual duas vezes por semana apos o inicio do tratamento durante os 28 dias. Foi
oferecido a cada gaiola 400g racdo e 700mL de agua e, no momento da reposicao,
foram reavaliadas as quantidades restantes de agua e racdo. O consumo de cada
animal foi registrado a partir da diferenca entre a quantidade oferecida e o restante

registrado.

Massa corpdrea

Os animais foram pesados no inicio e no final do periodo de 28 dias do tratamento
(dias 1 e 28).
Alteragcbes comportamentais
Foram avaliados os parametros: piloerecéo, perda de pelos, tremores, salivacao,
convulsdes, hipoatividade ou hiperatividade, reducédo do consumo de racéo, diarreia e

mortalidade.
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Avaliacdo macroscopica e microscépica dos érgaos

No 29° dia os animais machos foram eutanasiados por sobredose de anestésico
(Tiopental sodico 150mg/kg e Lidocaina 10mg/kg, via IP) para coleta e avaliacdo dos
orgaos internos. Os 6rgdos removidos foram: coracéo, pulmao, baco, figado, rins,
adrenais, testiculos, epididimos e vesiculas seminais e seus pesos relativos ao peso

corporal foram determinados, utilizando a seguinte formula:

peso do érgio (g)
Peso relativo (g/100g): : : X 100
peso corporal final do animal (g)

Os segmentos dos o6rgaos reprodutivos foram fixados em formol tamponado
(solucdo de formol a 10% tamponada), sendo que os testiculos foram fixados por
imersdo em fixador de Bouin e apos 24 horas, resseccionados para processamento
histol6gico no qual foram desidratados com séries crescentes de alcool (70 a 100%),
diafanizados em xilol, submetidos a impregnacao e inclusdo em parafina (Bacha;

Wood, 1990). Em micrétomo, os fragmentos tissulares foram seccionados em fatias
com espessura de 3,0 um e subsequentemente submetidos a coloragcdo com

hematoxilina-eosina e examinados ao microscoépio de luz (OECD, 2015).

Toxicidade reprodutiva

Tempo de fecundacgédo: A fertiidade do macho foi avaliada com base na
capacidade de fecundacéo, observada durante o periodo do acasalamento de sete
dias, na proporcdo de um macho para uma fémea onde avaliou-se a presenca de

espermatozoides (sptz) nos lavados vaginais durante o tempo avaliado.
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Concentracdo e morfologia espermatica: Os espermatozoides foram
obtidos da cauda do epididimo. Para isso, apds pesagem dos epididimos, foi realizada
a fragmentacédo das duas caudas inteiras, por meio de cortes com tesoura e pinga, em
pequenos pedacos e homogeneizacdo em 10 mL de solucédo de cloreto de sédio 0,9%.
Do homogeneizado resultante foi retirado um volume correspondente a 1 mL que foi
adicionado a um béquer com 9 mL de solug&o de cloreto de sédio 0,9% formando uma
suspensao diluida do homogeneizado. Dessa suspenséo foi retirado o volume de 1
mL que foi utilizado para avaliacdo da morfologia dos espermatozoides bem como sua
concentracédo. A contagem dos espermatozoides foi feita em camara de Neubauer,
com auxilio de microscépio Optico em aumento de cem vezes e dos valores obtidos
foi calculada a média dos quatro campos e multiplicada pelo fator de correcéo (3 x

0,520833) conforme metodologia proposta por Robb (1978).

Analise estatistica

Os dados foram expressos como média + erro padréo da média. Foi realizada
a Analise de Variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Student Newman-Keuls (SNK)

(p < 0,05), utilizando o software GraphPad Prism® 5.03.

RESULTADOS

Toxicidade sistémica

Massa Corp6rea, consumo de agua e racao
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Os resultados obtidos neste estudo demostraram que, no desenvolvimento
ponderal, os ratos nédo tiveram diferenca significativa entre os grupos tratamento nas

doses de 3,10, 30 mg/kg quando comparados ao grupo controle (Tabela 1).

Tabela 1: Massa corpérea, consumo de agua e racao e ganho de peso dos ratos apos
28 dias de administracdes do acido elagico nas diferentes doses.

Grupo | Dose Consumo sanho de
mg/Kg de racao Consumo Massa corporal peso (g)

de agua
Dial Dia 28

Controle| H20 183,7+15,37 295,9+38,75 257,8+5,27 286,9+6,89 29,1
3 172,7+15,74315,9+32,64 257,4+8,38 280,6+9,53 23,2

Acido 10 190,5+17,09320,6+38,32 246,1+8,62 267,1+12,71 21,0
elagico
30 139,1+26,44 350,7+44,29 252,6+£5,90 275,7+7,27 23,1

Resultados expressos em média + E.P.M. ANOVA seguida de SNK. N&o houve diferenca significativa.

Aspectos macroscépicos dos 6rgaos

A andlise macroscépica do coracao, pulméo, baco, figado, rins, adrenais, testiculos,
epididimos e vesiculas seminais ndo demonstrou alteracdo em sua cor e morfologia,
fato que evidencia a incapacidade da substancia em produzir alteragdes estruturais,
perceptiveis visualmente, nesses 6rgaos.

Massa relativa dos 6rgaos

Os resultados observados neste estudo mostraram uma diminuicdo na massa
relativa do bago e rins no grupo tratado com 30 mg/kg do AE quando comparado ao
grupo controle. Entretanto ndo foram observadas alteracdes macroscopicas nos

orgaos avaliados quando comparados ao grupo controle (Tabela 2).
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Tabela 2: Efeito da administracdo oral do acido elagico sobre o peso relativo (Q)
[(massa do 6rgdo em relacdo a massa corporal) x 100] de ratos tratadas com agua

destilada (controle) e diferentes doses do Acido Elagico (3, 10 e 30 mg/kg) ao final de

28 dias.
Orgéo Controle Acido elagico
(H20) 3 mg/Kg 10 mg/Kg 30 mg/Kg
Figado 3,67+0,10 3,35+0,11 3,87+0,07 3,48+0,11
Baco 0,21+0,007 0,180,008 0,200,005 0,180,005 *
Coracao 0,36x0,008 0,37+0,01 0,40x0,02 0,380,009
Rins 0,80%0,01 0,74%0,02 0,82+0,02 0,73%£0,02 *
Pulméao 0,64+0,02 0,66+0,03 0,74+0,04 0,72+0,03
Adrenais 0,015+0,001 0,012+0,001 0,015x0,002 0,012+0,002
Testiculos 1,10+0,03 1,07+0,04 1,19+0,05 1,19+0,03
Epididimos 0,44+0,02 0,39+0,02 0,48%0,02 0,42+0,02
Préstata 0,31+0,03 0,24%0,01 0,29+0,03 0,25+0,01
Vesicula 0,62+0,08 0,63%0,06 0,72+0,05 0,61+0,05
seminal

Resultados expressos em média + E.P.M. ANOVA seguida de SNK. * — quando difere do grupo
controle.

Sinais comportamentais de Toxicidade Sistémica

Durante todo o procedimento experimental, ndo foram observados nos animais,
sinais de toxicidade sistémica, como: piloerecado, perda de pelos, tremores, salivacao,

convulsdes, hipoatividade, incoordenagdo motora, reducao do consumo de ragdo ou
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diarreia. Também n&o foi observada a ocorréncia de mortes ou comportamentos

anormais.
Toxicidade reprodutiva nos machos

No teste de fecundacdo das fémeas pelos machos, ndo foi possivel avaliar
estatisticamente pelo teste do qui-quadrado devido ao numero reduzido de animais
por tratamento (Tabela 3). Mesmo assim, observou-se uma reducdo de 25% do

namero de ratas fecundadas no grupo de 10mg/kg.

Tabela 3: indice de fecundacao (%) de ratos tratados com agua destilada (controle) e
diferentes doses do Acido Elagico (3, 10 e 30 mg/kg) durante o periodo de
acasalamento.

Dose mg/Kg N&o
Grupo fecundadas
Controle H20 00% (0/9)
3 00% (0/10) 25%
Acido elagico 10 (2/8)
30 00% (0/8)

Observou-se uma reducdo significativa na concentracdo espermatica nos
grupos tratados com as doses de 10 e 30mg/kg quando comparados ao grupo controle
(Tabela 4). Com relagdo a patologia espermatica, ndo foram observadas

anormalidades nos grupos tratados com AE (3,10,30 mg/kg) conforme figura 1.

Tabela 4: Avaliacdo esperméatica de ratos tratados com agua destilada (controle) e
diferentes doses do Acido Elagico (3, 10 e 30 mg/kg) durante o periodo de tratamento
(28 dias).

Grupo Concentracéao Cabeca Cabecac/ Cauda
Dose espermatica Cabeca Cabecaisolada contorno Cauda enrolada na
mg/Kg pequena gigante patolégica anormal enrolada cabeca
(x108)

Controlef H.O  8,31+0,15 0,60+0,27 0,20+0,13 0,60+0,22 0,30+0,15 0,60+0,30 0,10+0,10
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3 8,34+0,13  0,30+0,21 0,70+0,33 0,60+0,34 0,30+0,15 0,20+0,13 0,40+0,30
Acido 10 7,17+0,13* 0,30+0,21 0,30+0,15 0,20+0,13 0,10+0,10 0,10+0,10 0,10+0,10
elagico
30 6,08+012*  0,90+0,43 0,30+0,15 0,0 0,20+0,13 0,20+0,13 0,20+0,13

Resultados expressos em média + E.P.M. ANOVA seguida de SNK. *— quando difere do grupo
controle.

c) d)

Figura 1: Morfologia espermatica dos animais tratados com agua destilada (controle)
e nas doses de 3,10 e 30 mg/ do acido elagico. a) - controle, b) - 3mg/kg de acido
elagico, c) - 10mg/kg de acido elagico e d) - 30 mg/kg de acido elagico. (Aumento

100x).

Avaliacao histopatolégica

A analise histopatolégica das sec¢bes dos testiculos (Figura 2), epididimos,
prostatas e vesiculas seminais de animais tratados com AE ndo demonstrou

alteracdes estruturais quando comparados ao grupo controle.
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Figura 2: Fotomicrografia de cortes histologicos dos testiculos dos animais tratados
com agua destilada (controle) e acido elagico nas doses de 3,10 e 30 mg/kg. a) -
controle, b) - 3mg/kg de acido elagico, c) - 10mg/kg de acido elagico e d) - 30 mg/kg

de acido elagico. (Aumento 10x).

DISCUSSAO

Na literatura foram encontrados poucos registros de estudos sobre toxicidade
reprodutiva e sistémica do acido elagico, assim este estudo buscou investigar
possiveis efeitos toxicos sobre 6rgdos reprodutivos e ndo reprodutivos de ratos apos
a administracéo oral do acido elagico, visando embasar o0 seu uso terapéutico.

O &cido elagico (AE) tem varios efeitos conhecidos e por isso € promissor como
farmaco para o controle da obesidade e dislipidemias. Yoshimura et al. (2013), por
meio de experimento em que administraram acido elagico em ratos, concluiram que o
AE é um potente supressor da secrecdo de resistina, uma adipocitocina que liga a
obesidade a diabete tipo 2, melhora a dislipidemia e esteatose hepatica, induzidas

pela obesidade. Luo et al. (2016) também observaram diminui¢do no ganho de peso
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em ratos tratados com uma dieta rica em gordura que passaram a receber suco de
framboesa e a combinagao de AE associado a cetona de framboesa.

Por ser um farmaco promissor faz-se necessario investigar possiveis efeitos toxicos
sobre os diversos sistemas organicos. Quanto a toxicidade sistémica, na avaliacado do
consumo de ragcdo e agua, da massa corporal e ganho de peso (tabela 3), ndo foi
observado diferenca significativa entre os grupos tratados com &cido elagico em
relacdo ao grupo controle. Outro estudo constatou redugédo do ganho de peso nos
animais tratados oralmente com AE nas doses de 10 e 30 mg/kg (Beserra
et al, 2010).

O peso de 6rgaos € amplamente aceito na avaliacdo de toxicidade, pois fornece
informacdes preliminares dos 6rgaos, que podem indicar lesbes nos sistemas dos
quais eles fazem parte. No presente estudo encontrou-se diminuicdo no peso do baco
e dos rins, essa alteracdo pode indicar a hipertrofia tubular ou nefropatia crénica

progressiva (Sellers et al., 2007).

No presente experimento, com animais ndo expostos propositadamente a estresse
oxidativo, os resultados encontrados demonstram que, no grupo tratado com
10 mg/kg, houve 25% de ratas que apresentaram estro e ndo foram fecundadas (2/8)
(tabela 1). Observou-se ainda uma diminuicdo da concentracao dos espermatozoides
nos grupos tratados com 10 e 30 mg (tabela 2), sem alterar a morfologia esperméatica
(figura 1). Na avaliacdo histopatolégica ndo foram encontradas alteracdes
morfolégicas nos tdbulos seminiferos (figura 2), esse resultado demonstra baixa
toxicidade do acido elagico sobre esse oOrgao, ficando restrito a uma alteracao
funcional, representada por uma reducdo na producdo de espermatozoéides, sem

correspondente alteracdo morfologica detectavel no exame histologico.
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Por outro lado, alguns farmacos anticancerigenos como € o0 caso da cisplatina,
ciclosfosfamida e ciclosporina, assim como o anticonvulsivante volproato, possuem
grande toxicidade sobre a funcao testicular e o acido elagico foi objeto de estudos para
efeito protetor contra tal toxicidade. Estudos mostram que o &cido eldgico possui
efeitos protetores sobre a toxicidade testicular da cisplatina (Turk et al., 2008) e da
ciclofosfamida (Ceribasi, et al. 2010). Turk et al. (2010) verificaram que o AE, na dose
de 10 mg/kg, atenuou os efeitos do estresse oxidativo da ciclosporina (15mg/kg) sobre
os testiculos de ratos, que incluiram: reducdo do peso dos testiculos e prostata,
didmetro e espessura da camada de células germinativas dos tdbulos seminiferos,
assim como a presenca de degeneracdo, necrose e reducdo da concentracao e
motilidade espermética. De modo semelhante, Girish et al. (2014) demostraram que
ratos Wistar machos tratados com o &cido elagico nas doses de 10, 25 e 50mg/kg
foram eficazes na prevencao das anormalidades de espermatozoides induzidas por
volproato de sédio de um modo dependente da dose. Resultados de outro estudo
mostraram que o acido elagico associado ao licopeno em ratos, previnem a apoptose
testicular induzida por cisplatina, aparentemente por prevenir a peroxidacao lipidica

(Tark et al., 2011).
Conclui-se que os estudos de toxicidade reprodutiva e sistémica em ratos

Wistar, demonstraram que o AE causa reducdo na concentracdo espermatica e
diminuicao do peso do baco e rins, sem gue tenha sido observado sinal de toxicidade
nos demais parametros. Assim, apesar do efeito protetor contra efeitos danosos de
outras drogas sobre os testiculos e os efeitos favoraveis contra a obesidade e
sindrome metabdlica, este experimento mostrou, de forma inédita, ter uma pequena
toxicidade intrinseca, como visto pela reducdo da capacidade de cépula na dose de

10 mg/kg e da reducéo da concentragdo espermatica na dose de 10 e 30mg/kg.
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RESUMO

O acido elagico possui diversas atividades bioldgicas como antioxidante e
anticarcinogénica e esta presente algumas frutas e nas nozes. O objetivo deste estudo
foi investigar os possiveis efeitos toxicos do &cido eldgico (AE), pela administracdo
oral, sobre o sistema reprodutor e outros sistemas organicos de ratas. Foram
utilizadas 32 ratas Wistar divididas em 4 grupos, de acordo com as doses do AE: grupo
controle (GC), agua destilada e os grupos tratamentos de 3, 10 e 30 mg/kg do AE, nos
quais se realizaram as seguintes avaliagdes: ciclo estral, toxicidade gestacional,
morfologia e peso ninhada, peso dos 6rgdos, consumo de agua e ragcdo, massa
corporea, alteracbes comportamentais. Os dados foram avaliados por analise de
variancia seguida do teste seguida pelo teste SNK (p<0,05), utilizando o software
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GraphPad Prism® 5.03. Os resultados demonstraram que houve diminuicdo do
consumo de agua e racao na dose de 10 mg/kg, sem alterar o ganho de peso. N&o
houve alteracdo na massa relativa dos o6rgdos dos animais tratados quando
comparados ao GC e ndo foram observados sinais de toxicidade na anélise
histopatologica dos 6rgdos. Ndo houve diferenca significativa nas variaveis: ciclo
estral, toxicidade gestacional, porém os filhotes apresentaram um aumento no ganho
de peso no grupo de 3 mg/kg no dia 4 quando comparado ao GC. Conclui-se, por meio
dos estudos de toxicidade reprodutiva e sistémica, que o 4cido elagico ndo produz a
alteragbes importantes, dentro do intervalo de doses e no periodo de tempo utilizado,

em ratas Wistar.

Palavras-chaves: ovario; toxicidade reprodutiva; gestacao.

ABSTRACT

The objective of this study was to investigate the possible toxic effects of ellagic acid
(AE), by oral administration, on the reproductive system and other organ systems of
rats. Thirty-Two Wistar rats were divided into four groups according to the AE: control
group (CG), distilled water and the 3, 10 and 30 mg / kg EA groups, in which the
following evaluations were performed: estrus, gestational cycle, morphology and litter
weight, organ weight, water and feed intake, body mass, behavioral changes. The data
were evaluated by analysis of variance followed by the SNK test (p <0.05) using
GraphPad Prism® software 5.03. The results showed that there was a decrease in

water and feed intake at a dose of 10 mg / kg, without altering the weight gain. There
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was also no change in the relative mass of treated animals when compared to CG. The
histopathological analysis of the evaluated organs and the animals showed no
behavioral signs of toxicity. There was no significant difference in the variables: estrous
cycle, gestational toxicity. The pups showed an increase in weight gain in the 3 mg /
kg group on day 4 when compared to the CG. It is concluded from studies of
reproductive and systemic toxicity that ellagic acid does not produce significant

changes, within the dose range and in the time, period used, in Wistar rats.

Keywords: ovary; reproductive toxicity; gestation.

INTRODUCAO

O acido elagico (AE) é um polifenol natural que se encontra em diversas frutas,
legumes e extratos de plantas nas formas de taninos hidrolisaveis denominados
elagitaninos, como framboesas, morangos, uvas, roma, groselha preta, camu-camu,
nozes, améndoas. Esse acido passou a receber grande atencao devido a sua ampla
gama de propriedades bioldgicas, tais como antioxidante, eliminagéo de radicais livres,
quimiopreventivo e acdes antiapoptoéticas (Landete, 2011).

Devido a ideia de que o natural ndo faz mal, ndo se tem limites de uso dos
fitoterapicos, ndo fornecendo informacdes sobre efeitos colaterais, representando

cada vez mais um risco para a saude humana. Estudos multidisciplinares, associando
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fitoquimicos e farmacologo, tornam-se cada vez mais importantes para a definicdo dos
potenciais terapéuticos e toxicos de extratos vegetais (Maciel, et al., 2002).

Estudo revelaram que o AE foi investigado extensivamente por causa de sua
acao antiproliferativa em alguns tipos de cancer, juntamente com seus efeitos
antiinflamatérios. Um crescente numero de evidéncias sugere que a ingestédo de AE é
efetiva na atenuacdo da obesidade e na melhora das complicacdes metabdlicas
mediadas pela mesma (Kang, et al., 2016).

Devido a escassez de pesquisas envolvidas na area da reproducéo,
principalmente envolvendo fémeas, associado as suas grandes propriedades e 0 seu
potencial, estd se tornando um suplemento dietético cada vez mais popular nos

altimos anos e o seu estudo se faz necessario para melhor entender a sua atuacao.

MATERIAL E METODOS

Substancia Quimica

Acido elagico foi adquirido pela ActivePharmaceutica, tendo como o pais de
origem a China, com teor do acido elégico foi de 92,1% identificado pelo processo de
separacdo de compostos quimicos em solucdo, através da cromatografia liquida de

alta eficiéncia (CLAE).

Animais

Foram utilizados ratos (Rattus norvegicus, linhagem Wistar) fémeas e machos
virgens (90 + 8 dias de vida, 180-200 g), obtidos no Biotério Central da UFPI (CCA)
mantidos em gaiolas-padréao de polipropileno de 49x31x21cm, com 3 a 4 animais/

gaiola, forradas com cama de xilana, trocadas duas vezes por semana, € com agua
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potavel e racéo ad libitum. Os animais foram mantidos na sala de experimentacéao do
mesmo Biotério, em ambiente climatizado 22 ° C (x 3 °), a umidade relativa de 5060%,
com ciclo claro-escuro de 12 h e com sistema de exaustao com 15 a 20 trocas de ar/h
controlando a dispersdo de amoénia no ambiente. Os protocolos experimentais foram
estabelecidos de acordo com as resolu¢gbes normativas do Conselho Nacional de
Controle de Experimentacdo Animal — CONCEA e todos os procedimentos foram
submetidos ao Comité de Etica em Experimentagdo Animal da UFPI antes de sua

execucao, aprovado e registrado com o parecer n° 263/16.

Efeito reprodutivo e sistémico do acido elagico sobre as fémeas: ciclo estral

gestacao, ninhada e toxicidade sistémica

Desenho experimental farmacolégico

Foram utilizados ratos (Ratus norvergicus, linhagem Wistar), sendo 32 fémeas e 16
adultos (180-200g), as fémeas foram tratadas ao longo do estudo e os machos
utilizados apenas para cobertura. Os animais foram separados aleatoriamente na
proporcao de duas fémeas para um macho por gaiola e distribuidos em 4 grupos (n=8)
sendo o grupo controle tratado com agua destilada e trés grupos tratados nas doses
3, 10 e 30mg/kg do acido elagico, durante 63 dias seguidos sendo 14 dias de
préacasalamento,14 dias de acasalamento, 22 dias de gestacédo e 13 dias lactacdo

(OECD 421, 2015). A aplicagdo das substancias foi feita por gavagem, utilizando-se
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agulha ponta-bola prépria para ratos. As doses utilizadas foram baseadas em estudos

ja realizados com acido elagico em machos (Beserra,2010).

Avaliacéo do Ciclo Estral

Para avaliacdo do ciclo estral esfregacos vaginais foram realizados diariamente
durante um periodo de 14 dias antes do inicio do tratamento, por meio da lavagem
vaginal com solucdo salina a 0,9%, com introducdo de 50 microlitros e imediata
recuperacdo, deposicdo em lamina de microscopia e exame imediato a fresco por
meio de microscopia de luz, nas objetivas de 10 e 40x para constatacdo da fase do
ciclo. Os resultados individuais foram registrados e a duracdo de cada fase foi
calculada. Apenas os animais que exibiram ciclos regulares de 4 a 5 dias continuaram
no estudo, onde foram distribuidas ao acaso em 4 grupos (n=8) sendo o grupo controle
tratado com agua destilada e trés grupos tratados nas doses 3,10 e 30mg/kg do acido

elagico.

Toxicidade gestacional

Para o procedimento de acasalamento as fémeas foram mantidas com machos
adultos, na proporcdo de um macho para duas fémea por gaiola. O esfregaco vaginal
continuou a ser realizado diariamente durante o periodo de acasalamento, até o
aparecimento de sémen no lavado vaginal ou de tampdo vaginal. O dia do
aparecimento desses sinais confirmou a copula e foi considerado primeiro dia da
gestacdo (D1). Uma vez confirmada a prenhez, as ratas foram alojadas em gaiolas
individualmente e o tratamento foi continuado até os 13 dias ap0s o parto. A duracao

da gestacéo foi registrada e calculada a partir do dia primeiro dia da gestacéo (D1) ao
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parto. O indice de fecundacéao foi avaliado pelo tempo (em dias) em que as fémeas

ficaram com os machos acasalando até a confirmacédo da gestacéo.

Avaliacao da Ninhada

Os recém-nascidos de cada ninhada foram examinados apds o parto para o
estabelecimento do numero, comprimento corporal (da extremidade da face até a
extremidade da cauda) e o sexo de filhotes. Foram registrados também quanto a
presenca de filhotes nascidos mortos, nascidos vivos e de anormalidades
macroscopicas. Os recém-nascidos foram pesados no primeiro, quarto e 13° dia apds
0 nascimento, sendo que nesses momentos foi registrado qualquer comportamento
anormal.

A distancia ano-genital (DAG) de cada filhote foi medida no mesmo dia
pésnatal, em pelo menos uma ocasido. No dia 13 pés-nascimento os filhotes foram
eutanasiados por inalacdo de isoflurano, cuidadosamente examinados quanto a
presenca de anormalidades macroscoépicas, com especial atencdo aos genitais

externos que foram examinados quanto a sinais de desenvolvimento alterado.

Pesagem e coleta dos 6rgéos

Ao final dos 63 dias (64° dia, D64), foi feito esfregaco vaginal para determinar
a fase do ciclo estral e permitir correlacdo com a histopatologia dos Orgaos
reprodutores (OECD, 2015). As ratas foram entdo eutanasiadas por sobredose de
anestésico (Tiopental sodico 150mg/kg e Lidocaina 10mg/kg, via IP) para coleta e
avaliacdo dos o¢rgados internos. Em seguida foram submetidas a uma necropsia
completa para avaliacdo dos orgaos do sistema reprodutor. O numero de locais de

implantagéo foi registrado.
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Foram realizadas pesagem de coracao, pulmao, baco, figado, rins, adrenais,
ovarios e Utero. Os segmentos destes 6rgaos foram fixados em formol tamponado
(solucdo de formol a 10% tamponado) e apds 24 horas resseccionados para
processamento histopatoldgico no qual foram desidratados com séries crescentes de
alcool (70 a 100%), diafanizadas em xilol, submetidas a impregnacao e inclusédo em
parafina (Bacha; Wood, 1990). Em micrétomo, os fragmentos tissulares foram
seccionados em espessura de 3,0 ym e subsequentemente submetidos a coloracéo

com hematoxilina-eosina e examinados ao microscopio de luz.

Toxicidade sistémica

Concomitantemente ao tratamento, 0s mesmos animais foram avaliados, quanto a
toxicidade sistémica do &cido elagico segundo os parametros: consumo de agua e
racdo, massa corpoérea, alteracbes comportamentais, avaliagdo macroscopica e

microscoépica dos érgaos.

Consumo de agua e racao

O consumo de agua (mL) e racéo (g) dos animais tratados foi aferido por gaiola
individual duas vezes por semana apos o inicio do tratamento, durante os 63 dias. Foi
oferecido a cada gaiola 400g racédo e 700mL de 4gua e, no momento da reposicao, e
foram reavaliadas as quantidades restantes de agua e racdo. O consumo de cada
animal foi avaliado a partir da diferenca entre a quantidade oferecida e o restante

registrado.

Massa corpdérea
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O parametro massa corpérea (g) dos animais tratados foi aferido inicio e no final

do periodo de 63 dias do tratamento (dias 1 e 63).

Alteracdes comportamentais

Durante o periodo de administracdo, os animais foram observados todos os dias
quanto a sinais de toxicidade. Foram avaliadas as seguintes alteracbes
comportamentais: piloerecdo, perda de pelos, tremores, salivacdo, convulsdes,
hipoatividade, reducdo do consumo normal de racéo e presenca de diarreia e outros

comportamentos estranhos, como automutilagdo e andar para tras.

Analise estatistica

Os dados foram expressos como média + erro padrdo da média. Foi realizada
a Analise de Variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Student Newman-Keuls (SNK)

(p < 0,05), utilizando o softwere GraphPad Prism® 5.03.

RESULTADOS

Toxicidade Reprodutiva

N&o houve diferenca significativa na duracdo (em dias) das fases do ciclo estral
das fémeas tratadas com &cido elagico nas doses 3,10 e 30 mg/kg quando

comparadas ao grupo controle (Tabelal).
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Tabela 1: Avaliacdo da duracédo das fases do ciclo estral de ratas Wistar tratadas com
agua destilada (controle) e diferentes doses do acido elagico (3, 10 e 30 mg/kg)

durante 14 dias.

Grupo | Dose Estro Metaestro Diestro Proestro
mg/Kg
Controle| H20 2,25%0,36 3,87+0,79 3,87+0,69 2,00+0,53
3 2,37+0,56 4,75+0,70 3,12+0,55 1,62+0,42
Acido 10 2,85+0,23 4,12+0,64 3,25+0,59 1,75+0,31
elagico
30 2,00+0,38 5,62+0,32 3,12+0,35 1,25+0,31

Resultados expressos em média + E.P.M. ANOVA seguida de SNK. N&o houve diferenca

estatisticamente significante entre os tratamentos e o controle.

N&o houve diferenca significativa na avaliacdo de fecundidade e no numero de
implantacbes entre os grupos de ratas tratadas com o acido elagico quando

comparado ao grupo controle (Tabela 2).

Tabela 2: Avaliacdo da toxicidade gestacional através da avaliacdo de fecundidade e
do nimero de implantacdes das ratas tratadas com agua destilada (controle) e

diferentes doses do acido elagico (3, 10 e 30 mg/kg) durante 14 dias de acasalamento.

Grupo Dose mg/Kg Avaliacao de Numero de
fecundidade (dias) implantacdes
Controle H20 5,37+2,19 11,75+£0,41
3 8,12+3,69 10,75+0,65
< . . 10 3,75+1,03 11,43+0,20
Acido elagico
30 5,75+£2,77 11,50+0,57

Resultados expressos em média + E.P.M. ANOVA seguida de SNK. N&o houve diferenca
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estatisticamente significante entre os tratamentos.

Os resultados do efeito do AE sobre o comprimento dos filhotes e distancia
anogenital ndo tiveram diferenca significativa entre os grupos tratados quando
comparado ao grupo controle. A evolucdo ponderal de todos os grupos foi avaliada
nos dias 1, 4 e 13, verificando-se aumento significativo no dia 4 entre o grupo de 3

mg/kg e o grupo controle (Tabela 3), que passou a ser insignificante no dia 13.

Tabela 3: Avaliacdo dos filhotes das ratas tratadas com agua destilada (controle) e
diferentes doses do &cido elégico (3, 10 e 30 mg/kg) durante a gestacao e por 13 dias
de lactacéao.

Grupo Distancia Ganho de
Dose Comprim Peso corporal peso ()
anogenital

mg/Kg ento (cm)

(mm) Dia 1 Dia 4 Dia 13

Controlel H.0O 6,17+0,05 2,63+0,12 6,14+0,08 8,70+0,12 20,07+0,41 13,93

3 6,01+0,04 2,38+0,13 6,21+0,08 9,36+0,17* 20,74%0,19 14,53
Acido 10 6,37+0,04 2,72+0,12 6,24+0,08 8,51+0,10 19,94+0,27 13,70
elagico
30 6,14+0,03 2,48+0,12 6,18+0,06 8,54+0,11 19,89+0,21 13,71

Resultados expressos em média + E.P.M. ANOVA seguida de SNK. * — quando difere do grupo
controle.

Toxicidade sistémica

Massa relativa dos 6rgaos
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Na presente pesquisa ndo houve diferenca significativa em relacdo ao peso relativo
do figado, rim, baco, Utero, ovario, coracdo, pulméo e adrenais de ratas tratadas com
acido elagico nas doses de 3,10,30mg/kg quando comparado ao grupo controle

(Tabela 4).

TABELA 4 - Efeito da administracao oral do &cido elagico sobre a massa relativa (g)
[(massa do 6rgdo em relacdo a massa corporal) X100] dos 6rgaos de ratas tratadas
com agua destilada (controle) e diferentes doses do acido elagico (3, 10 e 30 mg/kg)

durante 63 dias.

Orgao Controle Acido elagico
H20 3 mg/Kg 10 mg/Kg 30 mg/Kg
Figado 5,08%0,33 4,95+0,18 5,33%0,26 5,05x0,17
Baco 0,35%0,05 0,35%0,09 0,28%0,02 0,28x0,01
Coracéao 0,39+0,008 0,38+0,02 0,39+0,01 0,39+0,02
Rins 0,76+0,04 0,74+0,02 0,83+0,05 0,79+0,03
Pulméao 0,67x0,03 0,69%0,03 0,74%£0,04 0,66x0,02
Adrenais 0,03%0,002 0,04+0,01 0,08z0,05 0,03+0,003
Ovarios 0,06+0,01 0,08+0,02 0,05+0,004 0,11+0,04
Utero 0,13+0,01 0,17+0,08 0,14+0,02 0,13+0,02

Resultados expressos em média + E.P.M. ANOVA seguida de SNK. N&o houve diferenca

estatisticamente significante entre os tratamentos.

Consumo de racéo e agua e massa corporea
Os resultados deste estudo demostraram que houve uma diminuigao
significativa tanto no consumo de agua como no consumo de racdo no grupo de

10mg/kg quando comparado ao grupo controle, porém no desenvolvimento ponderal
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e no ganho de peso nao houve diferenca significativa nos grupos tratamentos nas

doses de 3,10,30mg/kg quando comparado ao grupo controle (Tabela 5).

Tabela 5: Consumo de racao e 4gua, evolucao ponderal e ganho de peso corporal de
ratas tratadas com agua destilada (controle) e diferentes doses do acido elagico
(3,10,30mg/kg) durante 63 dias.

Grupo | Dose Consumo Consumo de Massa corporal sanho de
mg/Kg de racao agua peso (g)

Dia 1l Dia 63

Controle| H20 166,6+£7,64  214,7+17,51 175,9+2,13 229,1+6,30 53,2

3 144,8+6,64 170,8+14,67 178,4+2,97 245,6+7,68 67,2
177,8+7,34 229,948,33

Acido 10 139,5+6,57 *152,5+12,93* 52,1

elagico

30 154,74+6,53 194,5+15,09 179,2+4,16 237,9+5,30 58,7

Resultados expressos em média + E.P.M. ANOVA seguida de SNK. * — quando difere do grupo
controle.

Aspectos macroscépicos dos 6rgaos

A andlise macroscoépica do coracdo, pulmao, baco, figado, rins, adrenais, Utero
e ovarios ndo demonstrou alteracdo em sua cor e morfologia, fato que evidencia a
incapacidade da substancia em produzir alteracbes estruturais, perceptiveis

visualmente, nesses 6rgaos.

Andlise histopatoldgica
No exame histopatologico, tanto os animais tratados com agua destilada quanto com
acido elagico (3, 10 e 30 mg/kg) apresentaram edema pulmonar e hemorragia leve,

além de diminuicdo do espaco alveolar, vacuolizacdo dos hepatocitos leve e
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degeneracéo e necrose tubular leve. Nos demais 6rgéos (coracdo, adrenal, baco e os
orgaos reprodutivos ovario e utero) ndo foram observadas alteragfes histologicas

significativas nos animais que receberam AE.

DISCUSSAO

O acido elagico possui vérias propriedades farmacolégicas importantes, entre
elas agente protetor contra os efeitos de drogas anticancerigenas (Turk et al., 2008;
Turk et al. 2010), efeito protetor contra a acao de droga anticonvulsivante (Ceribasi, et
al. 2010), efeito anticancerigeno (Zaazaa et al., 2018) no tecido hepético e efeito
antiviral contra HIV-1 (Promsong et al., 2018). Com isso é de fundamental importancia
verificar-se alguma toxicidade, especialmente sobre o sistema reprodutor feminino,
sobre o qual ndo se tem registro de pesquisa para um uso seguro em fémeas,

especialmente as gestantes.

N&o foram encontrados registros de estudos sobre toxicidade reprodutiva em
fémeas com o uso do &cido elagico, com isso neste estudo foram utilizadas diferentes
doses para observar possiveis efeitos toxicos sobre parametros reprodutivos e

sistémicos em ratas Wistar, prenhas e ndo prenhas.

Neste experimento, ndo houve diferenca significativa na duracao (em dias) das
fases do ciclo estral das fémeas tratadas com acido elagico nas doses 3,10 e 30 mg/kg
guando comparadas ao grupo controle (Tabelal). Assim, o AE mostra-se seguro para

uso medicinal, nas doses e intervalo pesquisados.

Como medicamentos naturais ndo sao regulados no mesmo grau que 0S
produtos farmacéuticos tradicionais, é importante monitorar seu uso, particularmente

na gestacao, um momento potencialmente vulneravel para a mée e o feto (Louik et al.,
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2010). Neste estudo, avaliou-se o indice de fecundidade e a toxicidade gestacional,
ndo houve diferenca significativa no indice de fecundidade e no numero de
implantacdes entre os grupos de ratas tratadas com o &cido elagico quando
comparado ao grupo controle (Tabela 2). Os resultados do efeito do AE sobre o
comprimento dos filhotes e distédncia anogenital ndo tiveram diferenga significativa
entre 0s grupos tratados quando comparado ao grupo controle. A evolugao ponderal
de todos os grupos foi avaliada nos dias 1, 4 e 13, verificando-se aumento significativo
no dia 4 entre o grupo de 3 mg/kg e o grupo controle (Tabela 3), que passou a ser
tornou insignificante no dia 13.

Um requisito importante em experiéncias toxicolégicas € a capacidade de
avaliar os efeitos dos xenobibticos em 6rgdos. Para muitos 6rgédos, isso é feito por
meio de exames macroscopicos, medicdo do peso e exame histopatologico do tecido.
Peso do 6rgédo pode ser o indicador mais sensivel de um efeito de uma substancia,
embora possa ocorrer alteracdo de peso sem alteragdes patolégicas, mas a auséncia
de alteracbes nos parametros fisioldégicos avaliados enfatiza a baixa toxicidade do
acido elagico nas doses testadas (Bailey et al.,2004). Na presente pesquisa ndo houve
diferenca significativa em relagéo ao peso relativo dos 6rgaos figado, rim, baco, utero,
ovario, coracdo, pulmdo e adrenais de ratas tratadas com &acido elagico quando
comparado ao grupo controle (Tabela 4). Isso mostra a auséncia de toxicidade sobre
esses 0Orgdos e sinaliza para a seguranca no uso dessa substancia como
medicamento.

Para avaliacdo e diagnostico da toxicidade sistémica deve-se levar em
consideragdo a massa corporal dos animais, do desenvolvimento ponderal, do

consumo de &gua e racgdo, pelo aparecimento de alteracbes comportamentais e
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fisicas, como apatia, movimentos estereotipados, prostracdo, pelos arrepiados,
diminuicdo da massa corporal além de alteracdes na massa relativa dos 6rgaos (Silva,
2010). Neste estudo, os resultados deste estudo demostraram que houve uma
diminuicdo significativa tanto no consumo de agua como no consumo de ragdo no
grupo de 10mg/kg quando comparado ao grupo controle, porém no desenvolvimento
ponderal e no ganho de peso nao houve diferenca significativa nos grupos tratamentos
nas doses de 3,10,30mg/kg quando comparado ao grupo controle (Tabela 5). A
diminuicdo no consumo de racao e agua no grupo de 10 mg/kg, pode ser explicada
devido o acido elagico ser um tanino hidrolisavel da classe de compostos fendlicos,
que se tornam responsaveis pela adstringéncia de muitos frutos e produtos vegetais,
devido a precipitacdo de glicoproteinas salivares, o que ocasiona a perda do poder
lubrificante (Mello,2001), fator esse que justifica a diminuicdo da ingestao de racao e
agua consumida pelos animais. No entanto, como os animais nao tiveram reducao
significativa no desenvolvimento ponderal, nem no ganho de peso, pode-se deduzir
que essa reducdo tenha ocorrido em uma fase e sido compensada em outra. Também
nao foi observado nenhum comportamento estranho, nem alteracées motoras ou de
equilibrio, de modo semelhante, Patel et al. (2008) demonstraram que a administracédo
do extrato da casca de roma em niveis de até 600 mg/ kg/ dia a ratos, durante 90 dias,
ndo provocou nenhum efeito adverso na clinica, nos parametros comportamentais e

Nos pesos corporais.

A analise macroscopica do coracao, pulméao, baco, figado, rins, adrenais, utero
e ovarios ndo demonstrou alteragdo em sua cor e morfologia, fato que evidencia a
incapacidade da substancia em produzir alteracbes estruturais, perceptiveis
visualmente, nesses 6rgaos. No exame histopatolégico, tanto os animais tratados com

agua destilada quanto com &cido elagico (3, 10 e 30 mg/kg) apresentaram edema
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pulmonar e hemorragia leve, além de diminuic&o do espaco alveolar, vacuolizacédo dos
hepatdécitos leve e degeneragdo e necrose tubular leve. Nos demais 6rgéos (coracao,
adrenal, baco e os 0Orgdos reprodutivos ovario e Utero) ndo foram observadas
alteracdes histoldgicas significativas nos animais que receberam AE. A literatura ndo
registra efeitos toxicos do &cido elagico sobre esses 6rgaos e, ao contrario, um estudo
realizado com &cido elagico demonstrou um efeito preventivo contra a lesdo cronica
hepética induzida por alcool em ratos, confirmando o efeito positivo que o &cido elagico
exerce (Devipriya et al., 2007) e efeitos protetores contra a toxicidade reprodutiva
induzida por diversos farmacos anticancerigenos tais como a cisplatina e
ciclofosfamida (Turk et al., 2010). Tasaki et al (2008), em pesquisa realizada com acido
elagico, demonstraram em seus dados histopatolégico, que lesdes foram observadas
esporadicamente nos pulmdes, coracao, figado e rins em machos e / ou fémeas. No
entanto sdo lesbes bem conhecidas e ocorreram espontaneamente em ratos da
linhagem estudada e também foram encontradas em no grupo controle. Outro estudo
também observou edema pulmonar multifocal com infiltrado linfocitario peribronquiolar
em pulmdes de ratos Wistar, tratados e ndo tratados com AE, atribuidas pelos autores
as condicdes inadequadas do ar inspirado pelos animais (Beserra et al., 2010). Desse
modo as lesGes pulmonares, encontrada neste estudo, uma vez que aparecem
também no grupo controle, ndo podem ser atribuidas ao acido elagico.

Conclui-se que por meio dos estudos de toxicidade reprodutiva e sistémica
em ratas Wistar, que o AE n&o causa alteracbes importantes dentro do intervalo de
doses e no periodo de tempo utilizado, no entanto estudos adicionais se fazem

necessarios para elucidar alteragdes observadas no consumo de ragao e agua.

Agradecimentos



67

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico (CNPq), pela

bolsa.
REFERENCIAS

Bacha, W. J.; Wood. Color atlas of veterinary histology. Lea and Febiger,
Philadelphia. p.269,1990.

Bailey S.A., Zidell, R.H., Perry, R.W. Relationships Between Organ Weight and
Body/Brain Weight in the Rat: What Is the Best Analytical Endpoint?Toxicologic
Pathology, v. 32, N. 4, 2004.

Beserra, A.M.S.S., Souza, M.C., Colodel, E.M., da Silva Jr., |. F., Lima, J.C. S., Silva,
R.M., Martins, D.T.O. Avaliacéo toxicologica do acido elagico em roedores. Revista
Brasileira de Farmacognosia 91, 16—-24, 2010.

Ceribasi, A.O., Turk, G., Sonmez, M., Sakin, F., Atessahin, A. Toxic effect of
cyclophosphamide on sperm morphology, testicular histology and blood
oxidantantioxidant balance, and protective roles of lycopene and ellagic acid. Basic &
Clinical Pharmacology & Toxicology, v.107, p.730-736, 2010.

Devipriya, N., Srinivasan, M., Sudheer, A.R., Menon, V.P. Effect of ellagic acid, a
natural polyphenol, on alcohol-induced prooxidant and antioxidant imbalance: a drug
dose-dependent study. Singapore Medical Journal, v. 48, n. 4, p. 311-318, 2007.

Kang, I., Buckner, T., Shay, N.F., Gu, L., Chung, S. Improvements in Metabolic Health
with Consumption of Ellagic Acid and Subsequent Conversion into Urolithins: Evidence
and Mechanisms. Advances in Nutrition, v.15, p.961-972, 2016.

Landete, J.M. Ellagitannins, ellagic acid and their derived metabolites: A review about
source, metabolism, functions and health. Food Research International, v.44,
p.1150-1160, 2011.

Louik, C., Gardiner, P., Kelley, K., Mitchell, A.A. Use of herbal treatments in pregnancy.
American Journal of Obstetrics & Gynecology, p. 202:443,2010.

Maciel, M. A. M., Pinto, A. C., Veiga Jr, V. F., Matrtins, J. R., Grynberg, N.F., Echevarria,
A., Lapa, A. J., Vanderlinde, F. A. Croton cajucara as an alternative to traditional
medicine in a modern health system. Phytochem Pharmacol Il Ser. Recent Prog.
Med. Plants, v. 8, p.502-17, 2002.

Mello, J.PC., Santos, S.C., Taninos In: Simbes, C.M.O, Schenckel, E.P., (orgs)
Farmacognosia: da planta ao medicamento. 3 ed. UFSC: Porto Alegre, 2001.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bailey%20SA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15204968
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bailey%20SA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15204968
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bailey%20SA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15204968
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bailey%20SA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15204968
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zidell%20RH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15204968
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zidell%20RH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15204968
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zidell%20RH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15204968
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zidell%20RH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15204968
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zidell%20RH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15204968
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zidell%20RH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15204968
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zidell%20RH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15204968
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zidell%20RH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15204968
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Perry%20RW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15204968
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Perry%20RW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15204968
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Perry%20RW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15204968
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Perry%20RW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15204968
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Perry%20RW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15204968
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Perry%20RW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15204968
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Perry%20RW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15204968
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Perry%20RW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15204968
http://journals.sagepub.com/home/tpx
http://journals.sagepub.com/home/tpx
http://journals.sagepub.com/home/tpx
http://journals.sagepub.com/home/tpx
http://onlinelibrary.wiley.com/journal/10.1111/(ISSN)1742-7843
http://onlinelibrary.wiley.com/journal/10.1111/(ISSN)1742-7843
http://onlinelibrary.wiley.com/journal/10.1111/(ISSN)1742-7843
http://onlinelibrary.wiley.com/journal/10.1111/(ISSN)1742-7843
http://onlinelibrary.wiley.com/journal/10.1111/(ISSN)1742-7843
http://onlinelibrary.wiley.com/journal/10.1111/(ISSN)1742-7843
http://onlinelibrary.wiley.com/journal/10.1111/(ISSN)1742-7843
http://onlinelibrary.wiley.com/journal/10.1111/(ISSN)1742-7843
http://onlinelibrary.wiley.com/journal/10.1111/(ISSN)1742-7843
http://onlinelibrary.wiley.com/journal/10.1111/(ISSN)1742-7843
http://www.ajog.org/
http://www.ajog.org/
http://www.ajog.org/
http://www.ajog.org/

68

OECD (ORGANISATION FOR ECONOMIC CO-OPERATION AND DEVELOPMENT).
Guidelines for the Testing of Chemicals. OECD 421. Combined Repeated Dose
Toxicity Study with the Reproduction/Developmental Toxicity Screening Test.
Organisation for Economic Cooperation and Development, 2015.

Patel, C., Dadhaniva, P., Hingorani, L., Soni, M.G. Safety assessment of pomegranate
fruit extract: acute and subchronic toxicity studies. Food and Chemical Toxicology,
v.46, n.8, p.2728-2735, 2008.

Promsong, A., Chuenchitra, T., Saipin. K., Tewtrakul, S., Panichayupakaranant, P.,
Satthakarn, S., Nittayananta, W. Ellagic acid inhibits HIV-1 infection in vitro: Potential
role as a novel microbicide. Oral Diseases, v.4, p. 249-252, 2018.

Silva, V. C. L. da. Avaliacao da toxicidade reprodutiva de ratas wistar submetidas
a ingestado do extrato etandlico das folhas de Nim (Azadirachta indica A. Juss).
2010. 50 f. Dissertacdo (mestrado) — Programa de Pdés-Graduacdo em Ciéncias
Veterinaria — Universidade Federal Rural de Pernambuco. Recife, 2010.

Tasaki, M., Umemura, T., Maeda, M., Ishii, Y., Okamura, T., Inoue, T., Kuroiwa, Y.,
Hirose, M., Nishikawa, A. Safety assessment of ellagic acid, a food additive, in a
subchronic toxicity study using F344 rats. Food and Chemical Toxicology, v.46,
p.1119-1124, 2008.

Turk, G., Atessahin. A., Sonmez, M., Ceribasi, A.O, Yuce, A. Improvement of
cisplatininduced injuries to sperm quality, the oxidant-antioxidant system, and the
histologic structure of the rat testis by ellagic acid. Fertil Steril, v.89, p.1474-1481,
2008.

Turk, G., Sonmez, M., Ceribasi, A.O., Yuce, A., Atessahin, A. Attenuation of
cyclosporine a-induced testicular and spermatozoa damage associated with oxidative
stress by ellagic acid. International Immunopharmacology. V.10, p. 177-182,2010.

Zaazaa, M.A., Lokman, S.M., Shalby, B.A., Ahmed, H.H., EI-Toumy, A.S. Ellagic acid
holds promise against hepatocellular carcinoma in an experimental model:
Mechanisms of Action. Asian Pacific Journal of Cancer Prevention, v.19, p. 387393,
2018.

CONSIDERACOES FINAIS


https://www.journals.elsevier.com/food-and-chemical-toxicology
https://www.journals.elsevier.com/food-and-chemical-toxicology

69

O acido elagico tem amplas perspectivas de uso, com base nas pesquisas ja
realizadas, como antioxidante. Neste estudo foi identificada leve toxicidade
reprodutiva no macho, com reducdo da concentragcdo espermatica e toxicidade
sistémica na fémea, com reducdo do consumo de racdo e agua. No entanto foram
alteracdes leves, que provavelmente ndo chegam a comprometer o uso medicinal da
substancia. Por isso, ha necessidade de realizar novos estudos mais prolongados e

com a separacao dos protocolos visando o efeito crénico da substancia.
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ANEXO | - Certificado da Comissao de Etica no Uso de Animais

COMITE D IA DE PESQuISA
ampus Universiario qunISr:ar Lﬁﬁxﬁ.’( P_ERIMENTA_(;AQ ANIMAL

UNIVERSIDADE

5
MINISTERIO DA EDUCAGAO

FEDERA
PRO-REITORIA DE prsaq AU
a2

. Bairo Ini ; k
Telefone (86) 3215.5734 _.manm:s%mx‘ﬂ; R S

CERTIFICADO

?eepr:l‘f:z?‘r::::sdzureataa sp\;?';l)sc;s:ﬁ intitgl?dz 'A:aliagao do efeito do 4cido elagico sobre o sistema
, regis il
PAULO RAPOSO COSTA. gistrada n® 263/16, sob a responsabilidade do Prof. Dr. AMILTON

Morfofisiologia Veterinaria/CCA/UFPI que envolve a a
N _COS rfof produgéo,
rr:\anutenqao ou qtlhzaqao de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto

umanos), para fins de Pesquisa Cientifica- encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n°
11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto

- n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas
editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi

Aprqvado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA/UFPI) da Universidade Federal do
Piaui, em Reuniao na presente data 09/12/2016.

Finalidade () Ensino (X) Pesquisa Cientifica
Vigéncia da Autorizagao Janeiro/ 2017 a Fevereiro/2018
Espécie/Linhagem/raca Rato heterogénico/ wistar
N° de Animais 128
Peso/ Idade 180-200g/ 90 £ 8
Sexo 56 machos e 72 fémeas i
Qrigem Biotério Geral da UFPI- Centro de Ciéncias Agrérias.

Teresina, 09 de Dezembro de 2016.

e~ ud ere ™
Prof®. Ivete l. de endonqa/
Comild de Etca em Expggrmentag Aninal-UrPl
Coordenasola —~
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ANEXO Il - Certificado de Analises do Acido Elagico

i
i‘?’l ActivePharmaceutica :
A
CERTIFICADO DE ANALISES N*: 03/17
INSUMO: ACIDO ELAGICO 90%
NOME BOTANICO: Punica gronatum
LOTE FABRICANTE: EA161110
ORIGEM: China

PARTE UTILIZADA: Cascas das Frutas
LOTE PRODUCAD: 0086/0217

CAS: 476-66-4
FABRICACAO: 10/11/2016 VAUDADE: 09/11/2018
Lnduu ESPECIFICACAD RESULTADOS \
I:omlﬂo (Visual e Pé fino cinza com odor | Conforme®
:’mmtul caracteristico —\
ent 30 HPLC Conforme**
Teor de Acido Elagico 290% [HPLC) 92,1%°* }
Densidade . — los70g/mL*
Solubilidade - Moderadamente solivel
em alcool; pouco soldvel
em dgua®
Perda por dessecacio <5,0% 2,11%**
Cinzas £3.0% 1.82%**
Metais pesados $20 ppm Conforme**
Arsénio $2 ppm Conforme
Chumbo s3ppm Conforme
Cadmio <1ppm Conforme
Mercurio <0,1 ppm Conforme
Solventes Residuais Eur. Pharm. Conforme**
Microbiolégico
Contagem Total $1000 ufc/g Conforme**
Fungos e Leveduras £100 ufc/g Conforme
E. coli Negativo Conforme
Saimonelia Negativo Conforme
Parecer: Extrato vegetal conforme especificagdes.

Releréncias; FABRICANTE
*Resultado obtido quando realizado no Laboratdrio de Controle de Qualidade Active
Pharmaceutica.

**Resultado transcrito conforme laudo original do fabricante.

Armazenamento: Conservar em recipientes bem fechados 20 abrigo de luz, calor e
umidade.

Responsdvel Técnica: Francielly Grassi - CRF/SC 3557

Francielly G
cmscmr:s& José, 11 de janeiro de 2017

Rua Palmira Laura Floréncio, 1937 ~ Real Parque ~ $30 José - Santa Catarina ~ CEP 83113-320
www.activepharmaceutica.com br - Telefone: (48) 2132-2659
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