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RESUMO

Luffa operculata, popularmente conhecida como buchinha-do-norte, € uma planta
usada no combate a sinusite e também para interromper a gravidez. A influéncia da
administracdo de 1,0mg/kg do extrato aquoso de buchinha-do-norte (EBN) em ratas
prenhes (GD17 a GD21) foi analisada, bem como em machos da geracdo F1,
comparados a machos FO. Foi realizada uma avaliagcdo comportamental das fémeas
da geracédo FO e dos machos da geracao F1 em aparelho de campo aberto e em caixa
claro-escuro. Nos machos F1 foram analisadas alteracdes dos indices de
corticosterona, horménio adrenocorticotrofico (ACTH), melatonina e testosterona
séricas, analise das citocinas IlI-1a, II-1B, -6 e TNF-a, e analise macroscopica e
microscopica dos testiculos. Os machos F1 (grupos controle e tratado CGF1 e EGF1)
tiveram seus parametros comparados aos parametros dos machos FO (grupos
controle e tratado CGFO e EGFO0). As ratas da geracdo FO tratadas com EBN
apresentaram diminuicdo em parametros comportamentais na caixa claro-escuro,
com aumento de peso das fémeas e dos machos da geracéo F1 dos grupos tratados.
Os machos F1 ndo apresentaram alteracdes comportamentais significativas em
relacdo aos machos FO. Os testiculos de F1 n&o apresentaram alteracdes
macroscopicas significativas, porém as alteracdes microscopicas foram mais
significativas para os machos FO tratados do que para os F1. Para os F1, as células
de Leydig apresentaram-se em menor numero nos machos EGF1l. O numero de
células de Leydig diminuidas nao influenciou na quantidade de testosterona produzida
por machos F1, em relacdo aos machos FO. As citocinas IL-1 a e IL-6 apresentaram-
se aumentadas em CGFO, corticosterona, diminuida em CGF0, ACTH diminuido em
EGF1 e melatonina aumentada em EGF1. A administracdo direta de EBN em ratas
prenhes influenciou o comportamento e o peso de fémeas FO e de machos F1. Nos
machos F1, em relacdo aos FO, ndo foram observadas diferencas comportamentais,
hormonais, inflamatérias ou morfo-histolégicas significativas nos machos F1 que
receberam EBN por via transgeracional. A administracdo transgeracional de EBN
mostrou-se menos prejudicial sobre os parametros observados nos ratos da geracao
F1 do que sobre os mesmos parametros observados nos ratos da geracdo FO, que
receberam EBN por gavagem. Conclui-se, portanto, que a administracdo direta de
EBN causa alteracdes comportamentais e fisiolégicas, tanto em machos quanto nas
fémeas.

Palavras-chave: buchinha-do-norte; testiculos; citocinas inflamatorias;
comportamento, hormonios.



ABSTRACT

Luffa operculata (popularly known as buchinha-do-norte) is a plant used to fight
sinusitis and also to terminate pregnancy. The influence of the administration of 1.0
mg/kg of aqueous extract of buchinha-do-norte (EBN) in pregnant rats (GD17 to GD21)
was analyzed, as well as in males of the F1 generation, compared to FO males. A
behavioral evaluation of the females of the FO generation and of the males of the F1
generation was carried out in an open field device and in a light-dark box. In F1 males,
changes in the levels of corticosterone, adrenocorticotropic hormone (ACTH),
melatonin and serum testosterone were analyzed, as well as the analysis of cytokines
lI-1q, 1I-1B, -6 and TNF-a, and macroscopic and microscopic analysis of the testicles.
F1 males (CGF1 and EGF1 control and treated groups) had their parameters
compared to FO males (CGFO and EGFO control and treated groups). The FO
generation rats treated with EBN showed a decrease in behavioral parameters in the
light-dark box, with an increase in the weight of the F1 generation males and females
in the treated groups. F1 males did not show significant behavioral changes in relation
to FO males. F1 testicles did not show significant macroscopic changes, but
microscopic changes were more significant for FO treated males than for F1 males. For
F1, Leydig cells were less frequent in EGF1 males. The number of Leydig cells
decreased did not influence the amount of testosterone produced by F1 males,
compared to FO males. The cytokines IL-1 a and II-6 were increased in CGFO,
corticosterone, decreased in CGFO, ACTH decreased in EGF1 and melatonin
increased in EGF1. The direct administration of EBN in pregnant rats influenced the
behavior and weight of FO females and F1 males. In F1 males, in relation to FO, there
were no significant behavioral, hormonal, inflammatory or morpho-histological

differences in F1 males who received EBN vertically.

Keyword:; buchinha do norte; testicles; hormones; inflammatory cytokines; behavior.



ABREVIATURAS

ACTH — Adrenocorticotrofina
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CIT/SC -Centro de Informacédo Toxicolégica/Santa Catarina
CONCEA - Conselho Nacional de Controle em Experimentagcdo Animal
CRH - Corticotrofina

EBN - Extrato aquoso de buchinha-do-norte

FO — Geracéo parental

F1 — Geracéo filial

FSH - Hormonios foliculo-estimulante

GC — Grupo controle

GD - Idade gestacional

GE - Grupo Experimental

HE - Hematoxilina-eosina

HHA - Hipotalamo-hipofise-adrenal

IL - Interleucinas
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1. INTRODUCAO GERAL

Luffa operculata (L.) Cogn., popularmente conhecida como buchinha-do-
norte, € uma espécie vegetal que apresenta uso popular no tratamento de
algumas condicfes patoldgicas relacionadas as vias aéreas superiores, como,
por exemplo, a rinossinusite (RS) (SILVA, L. et al., 2018). Por conta de um dos
efeitos colaterais que o consumo do cha dos frutos desta espécie apresenta, que
€ a eventualidade de um aborto, a planta acaba sendo consumida de forma
irregular também para este fim.

L. operculata é uma planta nativa das Américas Central e do Sul,
encontrada em éareas do Equador, Brasil, Coldbmbia e Guatemala, onde é
cultivada em escala comercial. No Brasil, cresce em algumas areas do Norte e
Nordeste e nos estados de Goias, Mato Grosso, Minas Gerais e Sao Paulo
(BALDISSERA, 2014).

Conforme Oliveira et al., (2011) afirmam, varios acidentes podem ocorrer
em funcédo do desconhecimento dos compostos quimicos presentes em certas
plantas disponiveis em diversos ambientes. Criancas de até 3 anos, por
exemplo, costumam se acidentar com plantas ornamentais dentro de casa.
Criancas maiores acidentam-se com plantas em parques, patios e jardins, e
jovens e adultos tendem a apresentar intoxicacao acidental, geralmente alérgica,
pelo contato, ou até mesmo pelo uso intencional, como por exemplo a buchinha-
do-norte. Por conta das caracteristicas da toxicidade causada pela ingestdo da
buchinha-do-norte sobre a gestacao, estudos foram feitos de modo a verificar os
efeitos sobre a gestacdo de camundongos fémeas e as atividades teratogénicas
e estrogénicas do cha de buchinha-do-norte (BARILLI et al., 2007).

BARILLI et al. (2007) prepararam um cha em uma dose correspondente
aqguela utilizada pela populacao, de 1 buchinha para 1 copo de agua. Os autores
prepararam o cha com base na informacao popular, mas obtiveram a massa de
extrato seco a partir do cha liofilizado e utilizaram essa massa para determinar a
dose de 4 mg/kg, adotada para o estudo. Deste modo, o cha foi administrado a
um grupo de fémeas entre os dias 1 e 3 da gestacédo; a outro entre os dias 4 e
6; e a outro entre os dias 7 e 9. As fémeas foram submetidas a eutanasia no 18°

dia de gestacao e seus fetos foram avaliados, bem como seus pesos medidos.
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Os autores verificaram que houve uma reducao na taxa de nascimento no grupo
gue recebeu o cha entre os dias 4 e 6 de gestacdo. Os fetos apresentaram
desenvolvimento O0sseo retardado devido a auséncia de ossificacdo da placa
supraoccipital e atraso na ossificagdo da placa interparietal, metacarpos,
metatarso, estérnebra e vértebras sacrais e caudais, embora as medidas dos
orgdos e membros ndo tenham sido reportadas pelos autores. Neste mesmo
grupo, teve uma reducdo do peso gestacional das fémeas FO, devido a
reabsorcao evidenciada no grupo tratado. Os autores fizeram, ainda, analise da
variacao de peso nas fémeas durante o periodo gestacional, mas nao foi possivel
verificar se houve diferencas por conta de um erro no delineamento experimental
apresentado no trabalho. No grupo que recebeu o cha entre os dias 7 e 9 da
gestacédo, periodo em que a organogénese comeca, foi evidenciado um feto
muito pequeno, com 433 mg, apresentando agnatia e exoftalmia. Dois fetos
apresentavam fenda palatina e um feto apresentava exencefalia, mas tais
malformacdes também foram encontradas no grupo controle, embora sem que
as medidas tenham sido novamente reportadas pelos autores.

O numero de estudos que abordam os efeitos farmacologicos da
buchinha-do-norte € escasso, e os trabalhos sédo geralmente restritos a avaliacao
de seus efeitos sobre a sinusite (SILVA et al., 2016; WEISER, GEGENHEIMER,
KLEIN, 1999), ou ligados a avaliacdo da capacidade antibacteriana sobre os
microrganismos relacionados a doencas das vias aéreas superiores, como
Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae e Streptococcus pyogenes
(SCALIA et al., 2015), ou ainda relacionados a toxicidade ao epitélio das vias
aéreas superiores (MENON-MIYAKE et al.,, 2005a) e ao corpos ciliares da
mucosa desta mesma area (MENON-MIYAKE et al., 2005b). Existem trabalhos
gue reportam estudos com medicamentos homeopéaticos feitos com a buchinha
para serem usados em sinusites (ADLER, 1999), sendo um deles um estudo
clinico randomizado duplo-cego (WIESENAUER et al.,, 1989). Estudos
preliminares relativos a toxicidade de buchinha-do-norte foram feitos
anteriormente (CHAMPNEY, FERGUSON, FERGUSON, 1974), porém, em
relacédo aos efeitos da administracao da buchinha a homens, que eventualmente
consomem a planta em tratamento contra sinusite, as informagdes sao ainda

mais escassas.
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Em um estudo recente (ALVES et al.,, 2018), verificou-se que a
administracao por via oral de 1 mg/kg do extrato aquoso da buchinha-do-norte
(EBN) em ratos Wistar adultos causou uma lesdo testicular significativa,
especificamente no didmetro dos tubulos seminiferos, com alteragées diretas no
tamanho da luz, que aumentou, e na espessura do parénquima, que diminuiu.
Também houve diminuicdo das células de Leydig. Esses achados suscitaram a
guestao da influéncia da administracdo do extrato de buchinha-do-norte, por via
transgeracional, sobre os fetos machos.

Diante do exposto, o presente estudo visa a verificacdo da influéncia da
administracdo transgeracional de buchinha-do-norte sobre a morfologia
testicular de ratos da geracdo F1 e se ha alteracfes na quantidade de citocinas
inflamatorias e de testosterona sérica tanto nos ratos da geragcao F1 quanto nos
ratos da geracdo FO. O presente trabalho também reporta a influéncia da
administracdo de buchinha-do-norte sobre o comportamento das ratas da

geracao FO apos o periodo de gestacédo e desmame.

1.1 Sinusite

As infecBes das vias aéreas superiores (IVAS) sédo causadas por algum
tipo de micro-organismo, particularmente os cocos Gram positivos
Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae e S. pyogenes. As IVAS séo
um dos principais problemas de saude que atingem a populagéo, particularmente
no inverno, sendo considerados grupos de risco criancas, idosos e
imunossuprimidos (BARROSO; LEITE; PAIVA, 2019). Entre as IVAS, a sinusite

€ encontrada em alta frequéncia na populacao.

A sinusite é definida como uma inflamacdo sintomatica dos seios
paranasais e cavidade nasal (HSU; SHENG; HO, 2018), caracterizada por dois
ou mais sintomas, como congestdo ou corrimento nasal, dor ou sensacao de
pressao e reducdo ou perda do olfato (HOFFMANS et al., 2018). Os sintomas
mais comuns que acometem os pacientes séo: cefaleia, dor espontanea na maca
do rosto, na raiz do nariz ou na arcada superciliar, acompanhada de secrecéo
amarelada ou esverdeada (MAGALHAES et al., 2019).
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Estudos recentes mostram a atuacdo das folhas da planta Diphasia
klaineana Pierre (Rutaceae) para o tratamento da sinusite contra a bactéria
Staphylococcus aureus (KONE et al., 2018). Embora a frequéncia de sinusite
causada por S. aureus, S. pneumoniae e S. pyogenes seja alta, outras bactérias
podem estar presentes, como Prevotella, Porphyromonas, Peptostreptococcus

spp. e Fusobacterium nucleatum (BROOK, 2006).

Na figura abaixo (Figura 1), estdo representados 0s seios nasais
saudaveis e ndo saudaveis, como observados nos individuos com um quadro de

sinusite.

Figura 1. Caracteristicas dos seios nasais de individuos saudaveis ou em

individuos diagnosticados com sinusite.
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Fonte: Google imagens. https://saudeemalta.net.br/wp-content/uploads/2016/10/0-que-

e-sinusite.png, acesso em 06/01/2020.

1.2 Luffa operculata (L.) Cogn.

1.2.1 Plantas medicinais na histéria, um breve relato.


https://saudeemalta.net.br/wp-content/uploads/2016/10/o-que-e-sinusite.png
https://saudeemalta.net.br/wp-content/uploads/2016/10/o-que-e-sinusite.png
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A utilizacdo de plantas como medicamento € muito antiga e data dos
primérdios da civilizagdo. Na China, por exemplo, ha registros de cultivo de
plantas medicinais desde 3.000 a.C.; os assirios e hebreus também as
cultivavam em 2.300 a.C. e produziam vermifugos, purgantes, cosméticos,
diuréticos e produtos para embalsamar, entre outros. Esses registros historicos
relativos a utilizacdo de plantas para tratamento de doencas sdo descritos no
manuscrito Egipcio “Ebers Papirus” (1.500 a.C.), que apresenta cerca de 800
prescricbes e 700 drogas, e que contém os nomes, as doses e as indicacdes
sobre 0 uso das plantas para o tratamento de doencas. Hipécrates (460-377
a.C.), o “Pai da Medicina”, escreveu sobre doencas e os remédios feitos com
plantas para combaté-las (NOLLA; SEVERO; MIGOTT, 2005).

Os primeiros europeus, ao chegaram no Brasil, perceberam como 0s
povos indigenas utilizavam algumas plantas com finalidade medicinal. Com o
passar do tempo, o conhecimento sobre a flora local acabou se aprofundando a
partir do interesse da Coroa Portuguesa em identificar as plantas e animais uteis.
Nos séculos que se seguiram a descoberta do Brasil, outros povos foram
trazidos, como os africanos, que embora estivessem sob a condi¢cdo inumana de
escravos, introduziram espécies vegetais ornamentais e medicinais oriundas da
Africa. O conhecimento sobre o poder curativo de algumas plantas é uma das
diversas formas de relacéo entre homens e plantas, e as praticas relacionadas
ao uso tradicional de plantas medicinais sdo o0 que muitas comunidades tém
como alternativa para a manutencédo da saude ou o tratamento de doencas, e
cada dia mais vem crescendo seu uso medicinal. (AMOROZO, 2002).

O uso de cerca de 2.000 plantas medicinais pelos indigenas da Amazonia
colombiana foi relatado pelo botanico norte-americano Richard Schultes em
1988. Em seu longo relato, constam espécies utilizadas para diversos fins, como
aquelas com efeitos antifungicos, como os relacionados a espécie Virola
calophyla, conhecida popularmente como parica. Paullinia cupana Kunth é uma
espécie conhecida popularmente como guarand, que pertence a familia
Sapindaceae; € muito utilizada como estimulante. Banisteriopsis caapi, espécie
conhecida como jagube, é utilizada em rituais religiosos (SCHULTES, 1988).

A utilizacdo de plantas medicinais se deu conforme foram surgindo as

necessidades basicas do homem primitivo, que dependia da natureza para sua


https://pt.wikipedia.org/wiki/Fam%C3%ADlia_(biologia)
https://pt.wikipedia.org/wiki/Sapindaceae
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sobrevivéncia e passou a utilizar plantas medicinais para se curar (ALMEIDA,
2011).

Conforme as diretrizes tracadas pela Organizacdo Mundial da Saude
(OMS), o Ministério da Saude (Brasil, 2006) adapta sua politica para que a
populacdo consiga ter acesso mais seguro as plantas medicinais e aos
fitoterapicos. Em 2006, com este propdésito, foi implantada a Politica Nacional de
Praticas Integrativas e Complementares (PNPIC) e a Politica Nacional de
Plantas Medicinais e Fitoterapicos (PNPMF), ambas com a finalidade de
promover o uso racional de plantas medicinais e fitoterapicos no Brasil. A
PNPMF apresenta diretrizes que regulamentam desde o cultivo das plantas
medicinais até a producdo e comercializacdo dos fitoterapicos por industrias
farmacéuticas nacionais. Estudos relacionados a toxicidade séo, portanto,

fundamentais para regular o uso racional de fitoterapicos e plantas medicinais.

1.2.3 Luffa operculata no tratamento da rinossinusite

Luffa operculata, popularmente conhecida no Brasil como buchinha-do-
norte, € muito utilizada para o tratamento da sinusite, porém apresenta efeito
colateral abortivo, e frequentemente encontram-se relatos populares de
consumo para esse fim (BALDISSERA, 2014). Pertence a familia das
Cucurbitaceae e é conhecida também como cabacinha, buchinha, bucha-dos-
paulistas, purga-de-Jodo-Pais, entre outros (SILVA et al., 2018). Espécies de
Luffa apresentam atividade analgésica, anti-inflamatoria, hepatoprotetora,
antidepressiva, ansiolitica, antiepiléptica e anti-ulcera (MODI; KUMAR, 2014 e
KAO; HUANG; CHEN, 2012, sendo util no tratamento da rinossinusite alérgica
(SILVA et al., 2018).

L. operculata é uma planta de origem da América Tropical, cujo cultivo é
comum no Nordeste e Norte do Brasil (SILVA et al., 2018). Seu fruto € ovoide-
oblongo, com aspecto amarronzado quando seco; seu interior € esponjoso,

formado por um tecido reticulado, as vezes utilizado como “esponja vegetal”.

Figura 2. Fruto seco de Luffa operculata (A); espécie vegetal (B).
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Fonte: Cinthia dos S. A. Rocha Fonte: Site: Neotropical plants

O fruto maduro da buchinha é conhecido na medicina popular pelo seu
efeito purgativo. Quando secos, os frutos sdo indicados em casos de rinite e
sinusite, e devem ser administrados por inalacdo ou solugdo nasal em gotas.
Segundo MENGUE et al. (2001), a utilizacdo dos frutos secos, em casos de
sinusite, pode causar graves irritacdes e hemorragias nasais. Alguns tipos de
intoxicacdo registrados estao relacionados, de modo geral, com tentativa de
aborto. Em dez casos registrados junto ao CIT/SC, que ocorreram em mulheres
entre 19 e 26 anos de idade apos a ingestdo de quantidade variavel do cha
preparado com o fruto seco, houve aborto (MENGUE et al., 2001). Ainda ndo ha
registros sobre 0s compostos responsaveis pela acdo hemorragica, nem
tampouco se sabe 0 mecanismo de acao.

Em espécies de Cucurbitaceae podem ser encontrados esteroides,
alcanos de cadeia longa (AHMED et al., 2018), carotenoides (licopeno e B-
caroteno) (Frias et al., submetido J. Ethnopharmacol.), proteinas, triterpenos,
fitoesterois, lignanas, compostos fendlicos, acidos graxos poli-insaturados e
minerais (DARRUDI et al., 2017), polissacarideos (RAISH et al., 2018),
saponinas (SHI et al., 2018) e peptideos ciclicos (ciclotideos) (ZHANG et al.,
2018). Os polissacarideos apresentam propriedades bioldgicas antifungica, anti-

inflamatéria, hipoglicémica, antioxidante, cardioprotetora e imunoestimulante, e
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sdo potentes agentes anti-Ulcera gastrica (RAISH et al., 2018). O grupo de
compostos que mais se destaca entre as Cucurbitaceae séo as cucurbitacinas,

cuja estrutura basica encontra-se representada na figura 3.

Figura 3. Representacdo do esqueleto cucurbitano, comumente

encontrado em compostos que ocorrem em espécies de Cucurbitaceae.

® esqueleto cucurbitano

Fonte: lvana Barbosa Suffredini

Curcubitacea € uma familia de trepadeiras com gavinhas laterais
ramificadas ou simples, flores unissexuais esbranquicadas ou amarelas, com
sementes relativamente grandes e numerosas, ovario inferior com placentacéo
parietal (HALLA et al., 2018), contemplando 130 géneros (KOCYAN et al., 2007)
e 1.100 espécies (MOYA-HERNANDEZ et al., 2018), sendo que 50% s&o
monoicas e 50% sao dioicas (HALLA et al., 2018).

Entre as varias espécies cultivadas no Brasil, destacam-se as aboboras e
as abobrinhas (Cucurbita moschata), as morangas (Cucurbita maxima), as
abobrinhas de arvore (Cucurbita pepo), as melancias (Citrullus lanatus), o melédo
(Cucumis melo), o pepino (Cucumis sativus), o maxixe (Cucumis anguria) e o
chuchu (Sechium edule). As abdboras e as morangas séo cultivadas em todo o
pais, e sdo encontradas em maior quantidade nas cidades de Cordisburgo e
Paracatu, no estado de Minas Gerais, pela producdo do hibrido do tipo
tetsukabuto ou kabutia. Ja a cidade de Paripiranga, no estado da Bahia, € a
grande produtora de abdboras de variedades locais (tipo Maranhéo, Sergipana

e Jacarezinho). No caso do pepino, existem diversas cidades tradicionalmente
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produtoras nos estados de Sao Paulo, Goias e Parana (PINHEIRO; AMARO.,
2010).

1.3 Toxicidade de plantas e métodos de avaliacao

Plantas de uso medicinal podem se mostrar toxicas, a depender de fatores
inerentes ao vegetal, como a correta identificacdo da espécie vegetal, o 6rgédo
vegetal a ser utilizado, os processos de secagem, moagem, conservacao,
preparo, e de fatores relacionados ao individuo que os consomem, como a
sensibilidade, a capacidade metabdlica, estados especiais como gravidez e
lactacdo, idade, sexo, ou consumo de outros medicamentos. Pode depender
ainda de fatores relacionados a planta como medicamento fitoterapico, como a
dose, a via de administracdo, a formulacdo e sua apresentacdo , tempo de
validade, entre outros. Segundo a legislacdo, um fitoterapico deve ser fabricado
segundo normas estabelecidas de controle de qualidade, o que o torna mais
seguro de ser utilizado, se comparar ao consumo deliberado de plantas
medicinais (RDC 10, de 09/03/2010; RDC 26, de 13/05/2014). Por esse motivo,
é fundamental que o grau de intoxicacdo que uma planta medicinal possa
apresentar seja estudado.

A avaliacdo de toxicidade de compostos quimicos desconhecidos €
tradicionalmente realizada em modelos que utilizam animais de laboratorio, em
geral roedores, por serem mamiferos e por apresentarem seus sistemas
fisiologicamente mais préximos aos sistemas humanos. Embora por varias
décadas a utilizacdo sistematica de animais de laboratério tenha sido uma
realidade, essas praticas tém mudado, recentemente, em funcao dos cédigos de
ética que se aprimoraram, visando ao bem-estar animal. Hoje, a determinacéo
do grau de toxicidade, e mesmo a avaliacdo de toxicidade em animais, tem sido
banida para algumas categorias de produtos, como 0s cosméticos, por exemplo
(Lei Estadual n. 289/2015), sendo substituida por outros modelos experimentais
in vitro (OECD guideline 476).

Com a adocéo da filosofia dos 3Rs, 0 uso de animal em experimentos
cientificos pode ser feito mediante o compromisso e responsabilidade do

pesquisador em delinear seu experimento de modo a primeiramente se certificar
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de que (1) ndo é possivel trocar 0 experimento in vivo por um modelo in vitro; (2)
foi possivel reduzir o numero de animais; e (3) as técnicas adotadas foram
cuidadosamente refinadas, de modo a se tornarem menos invasivas e realizadas
por pessoal experiente.

Deste modo, no presente projeto, a avaliagédo da toxicidade foi conduzida
em termos de avaliacdo de alteragbes comportamentais e locomotoras de
animais que receberam tratamento com buchinha-do-norte. As alteragdes
comportamentais foram realizadas com o auxilio de aparelhos classicos
empregados para essa finalidade, como o aparelho de campo aberto (CA) e
caixa claro-escuro (CCE). O primeiro é ideal para avaliacdo da capacidade
locomotora/exploratéria perdida ou adquirida a partir da administracao do
farmaco e para a avaliacdo dos primeiros sintomas de depressao/estimulo,
capacidade ansiolitica/ansiogénica. Ja o0 segundo modelo oferece a
possibilidade de se refinar as observacfes da capacidade ansiolitica ou
ansiogénica do farmaco.

A ansiedade é retratada como um mecanismo defensivo do organismo em
resposta a novidade. Geralmente € caracterizado por emocgdes negativas e
sentimento de apreensdao (WALIA; GARG; GARG, 2018). A ansiedade se
distingue do medo por ser um estado de apreensédo elevado, enquanto o medo
é dirigido a uma ameaca especifica (CARTER et al., 2013). Quando animais sé&o
expostos a estimulos ansiogénicos, sdo observados os impactos desses
estimulos em seu comportamento. O comportamento exploratorio e a atividade
locomotora podem ser avaliados no teste do campo aberto (CA) (WALIA; GARG;
GARG, 2018) ou na caixa claro-escuro (CCE).

1.3.1 Aparelho de campo aberto

O CA foi desenvolvido por Hall e Ballachey, em 1932, para analisar o
comportamento espontaneo de roedores com o objetivo de avaliar a resposta
comportamental do animal frente a uma aversao natural a lugares iluminados e
abertos que se contrapfe ao comportamento exploratério. O teste de campo
aberto € baseado no paradoxo entre o conflito causado por estimulos aversivos
e os estimulos exploratérios (EILAM, 2003). O aparato consiste em uma arena
circular (NASCIMENTO et al., 2017) e de iluminacao artificial. Cada animal é

colocado individualmente no centro da arena com iluminagao intensa. No
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aparelho, sdo mensurados os parametros frequéncia de locomocao (definida
como o0 numero de quadrantes cruzados pelo animal com as quatro patas);
imobilidade (tempo total em segundos sem movimentos espontaneos, quando a
cabeca, o tronco e os membros estavam imoveis); frequéncia de se levantar
(unidade do ato de levantar que corresponde a um posicionamento das patas
traseiras apoiadas no solo, com o tronco perpendicular ao ch&o, cabeca inclinada
e membros dianteiros no ar, tocando ou nao as paredes da arena); duragcédo do
grooming (o tempo total de movimentos de limpeza da cabega, lambendo as
patas, pele, cauda ou genitalia); nimero de cibalas fecais no final da sesséo
(GUSMAO et al., 2013); nimero de transi¢cdes dos quadrantes periféricos para o
circulo central da arena; tempo gasto no centro da arena; tempo gasto na
periferia (GARCIA et al., 2017). Esses parametros foram avaliados durante 3
minutos. A arena é limpa com uma solugéo alcoolica 5% antes de colocar os
animais, para eliminar quaisquer odores deixados pelos animais anteriores
(ESTORK et al.,, 2016). A simplicidade das configuragcbes do teste e da
guantificacdo facil e rapida de diferentes parametros comportamentais e
locomotores, como quantidade de locomocdo e de imobilidade, exploracao
espacial, medo, curiosidade, diferentes tipos de neofobia (PERALS et al., 2017),
ousadia e sociabilidade (CARTER et al., 2013), tornou o campo aberto popular
para medir parametros comportamentais em animais. A aversdo a novidade
apresentada pelos animais, ao serem expostos ao CA, € conhecida como
neofobia (CARTER et al., 2013). Na natureza, a neofobia faz com que o animal
evite novos predadores. O estudo da neofobia quantifica o medo, ansiedade,
curiosidade e memoria, e ainda é comumente utilizado na psicofarmacologia e
neurobiologia para avaliacdo de farmacos e mapeamento de neurocircuitos
(GREGGOR; THORNTON; CLAYTON, 2015). No teste, um animal (geralmente
um roedor) é introduzido em uma arena clara e iluminada e observado por
periodos de minutos a horas, em nosso estudo, ele foi observado por 3 minutos
(EILAM, 2003), a fim de se observar o comportamento animal frente a novidade
ao ambiente ndo familiar. Ratos tendem a andar préximos a parede da arena do
CA, um comportamento chamado de tigmotaxia. A reducdo da atividade no

centro da arena indica efeito ansiogénico (KUNIISHI et al.,).
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1.3.2 Caixa claro-escuro

O teste da caixa claro-escuro (CCE) foi popularmente descrito por Crawley
e Goodwin, em 1980 (BOURIN; HASCOE, 2003), baseia-se no paradoxo
existente entre a averséo inata dos roedores a ambientes abertos e iluminados
e sobre o comportamento exploratorio espontaneo induzido pela novidade. Esse
teste costuma ser rapido e facil de ser realizado, € um dos mais utilizados para
avaliacdo do fendtipo comportamental (KULESSKAYA,; VOIKAR, 2014).

A caixa € dividida em dois compartimentos chamados de escuro e claro,
gue apresentam, respectivamente, 1/3 e 2/3 do tamanho total, que é de 46 x 27
x 30 cm (comprimento x largura x altura). A &rea considerada segura € a escura
e a area aversiva é o compartimento maior e iluminado. O equipamento foi
desenvolvido de forma a permitir a mensuragcéo de parametros de locomocéo,
tempo gasto no lado claro ou escuro (HASCOET; BOURIN, 2009) e nimero de
transicOes entre as regides do compartimento (atividade locomotora) (SHIMADA
et al., 1995), grooming e frequéncia de levantar (BOURIN; HASCOE, 2003). O
tempo de laténcia para a primeira passagem do compartimento de luz para o
escuro tem sido usado por alguns autores. Nesse caso, uma diminuicdo no
tempo de laténcia pode ser o resultado de comportamento desinibitério e
diminuicdo da atividade ansiolitica, a qual os animais passam mais tempo
explorando a area clara. Outra explicacao € a influéncia da sedacao, sob a qual
0S animais sao incapazes de se mover rapidamente para o compartimento
escuro. A medida encontrada mais consistente e Util para avaliar a acao do tipo
ansiolitico € o tempo que os ratos passam pela area iluminada, uma vez que
esse parametro fornece os resultados de dose-efeito mais consistentes com
drogas (HASCOET; BOURIN, 2009). O teste claro-escuro baseia-se na
observacdo de que, embora os roedores possuam habitos noturnos, como 0s
ratos e tendem a permanecerem mais tempo no lado escuro, o instinto de
explorar um novo ambiente vai ocorrer, incentivando o animal a explorar as
regides claras do equipamento, mesmo que estas apresentem propriedades
aversivas que inibiriam, a principio, seu o comportamento exploratério. A
abertura entre os dois compartimentos ndo € maior que 7 cm (BOURIN;
HASCOE, 2003). Cada animal é colocado gentiimente no lado escuro
(CRAWLEY; GOODWIN, 1980) ou no lado claro da camara, onde o animal se
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movimenta, geralmente, na periferia da camara, até encontrar a abertura
(acesso) para o lado claro do compartimento, e normalmente ocorre entre 7 e 12
segundos. A entrada em uma camara é definida como a colocac¢éo de todas as
guatro patas do animal, na camara (BOURIN; HASCOE, 2003). No presente
trabalho, os animais foram colocados no lado escuro do equipamento, e a
laténcia para entrar no lado claro foi observada.

1.3.3 Sistema reprodutor masculino e toxicidade reprodutiva

Uma vez que os primeiros achados dos efeitos da administracéo oral do
cha de buchinha-do-norte a ratos Wistar foram observados nos testiculos, faz-
se aqui importante abordar informacdes a respeito do sistema reprodutor

masculino.

O testiculo € um 6rgdo complexo constituido morfofuncionalmente de dois
compartimentos, o intersticial e o tubular. O intersticial contém células e fibras do
tecido conjuntivo, vasos sanguineos e linfaticos e células de Leydig, que € a
principal fonte de horménios androgénicos. As células de Leydig, estimuladas
pelo horménio luteinizante (LH), encontram-se em contato com os capilares,
sendo sua principal funcdo a producédo de testosterona, hormdnio importante
para o desenvolvimento das caracteristicas masculinas e para a manutencéo da
espermatogénese (O° DONNEL, 2001). Ainda no utero, a testosterona estimula
o padréo de desenvolvimento masculino dos ductos do sistema genital e também
a descida dos testiculos. A testosterona se transforma em estrogénio no encéfalo
desempenhando nos homens o desenvolvimento de determinadas regiées do
encéfalo (TORTOLA, 2017). A testosterona, sob o efeito regulatério dos
horménios foliculo-estimulante (FSH) e luteinizante (LH), estimula a
espermatogénese, atua na diferenciacdo sexual durante o desenvolvimento
embrionario e no controle da secrecdo destas mesmas gonadotrofinas
(MORETTO et al., 2012).

O compartimento tubular é formado pelo parénquima testicular composto
pelos tubulos seminiferos, no interior nos quais ha a formacdo do gameta
masculino no processo denominado de espermatogénese (TAKASHIBA, 2011).

O tubulo seminifero é formado por células espermatogénicas, que consiste em
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espermatogobnia, espermatocitos e espermatide, entremeados pelas células de
Sertoli (DADOUNE e DEMOUULIN, 1993). As células de Sertoli ttm como
funcdo o controle da maturacédo e da migracao das células germinativas, e estao
envolvidas também na sintese proteica de esteroides e fagocitam células
germinativas em degeneracdo (DADOUNE e DEMOUULIN, 1993; AMANN,
1993), conforme figura 4.

Figura 4. Corte transversal de testiculo representando as células de
Sertoli e células da linhagem germinativa (espermatog6bnia, espermatécitos e
espermatide) no interior dos tubulos seminiferos e as células de Leydig.

-~ Espermatides
—Espermatocitos
Espermatogonias

- Células de
Sertoli

Células de
Leydig

Fonte: Pagina do Laborat6rio Virtual de Embriologia da UFRN.

http://embrioufrn.blogspot.com/2014/07/aula-pratica-de-gametogenese.html acesso em:

03/04/2020

A espermatogénese € caracterizada por ser um processo ciclico
altamente organizado e complexo que ocorre nos tubulos seminiferos e é
dividido por trés fases essenciais, sendo elas a proliferativa, em que as células
sofrem sucessivas e rapidas divisdes mitéticas; a meidtica ou espermatocitéria,
na qual o material genético dos espermatocitos € duplicado, recombinado e
segregado; a espermiogénica, em que células haploides (espermatides) se
diferenciam em espermatozoides, célula altamente especializada e
estruturalmente equipada para alcancgar e fertilizar o ovocito (PANNOCCHIA et
al., 2008). Esse processo, em particular, ndo foi abordado no presente trabalho.
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Leblond e Clermont, em 1952, publicaram um artigo, no qual consta o ciclo
da espermatogénese em ratos, camundongos e em cobaia, que foi amplamente
aceito e ainda é bastante utilizado até a presente data. A espermiogénese é
dividida e classificada com critérios morfolégicos bem definidos com base na
forma do acrossomo e das espermatides (RUSSEL, 1990) (Figura 5).
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Figura 05. Etapas da espermiogénese em rato.

Fonte: Russel LD, Etlin RA, Hikim APS, Clegg ED (1990). Histological and Histopathological
Evaluation of the Testis. Cache River Press, St. Louis, MO; pp 21 com permissdo de Clermont e
Rambourg (Am.J.Anat. 151:191-212).

A toxidade do sistema reprodutor esta relacionada a interferéncia de um
agente toxico sobre si, tanto em machos como em fémeas, incluindo aquele
adquirido durante o desenvolvimento pré-natal. As alteracfes especificas podem
ser por efeito endégeno, na qual ocorre anomalias congénitas por questdes
genéticas, ou fatores externos, devido a toxidade de alguma substancia. Em
ensaios de toxidade reprodutiva, o potencial de uma determinada substancia em
interferir no sistema reprodutor € avaliada segundo seus efeitos indesejaveis
sobre a fertilidade, na qualidade e no desenvolvimento do embrido, durante o
parto e apos o parto e no desenvolvimento até atingir a maturidade sexual, em
fémeas. Conforme Alves 2018, apresentou danos testicular apés a utilizacdo de
buchinha-do-norte, para analise de toxidade reprodutiva, normalmente é
utilizado ratos e convencionalmente utiliza-se a espécie Rattus norvegicus e
frequentemente a linhagem Wistar (LEMONICA, 2001). Conforme LEMONICA
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(2001), os estudos de toxidade reprodutiva podem ser divididos em trés

seguimentos, conforme a Tabela 1.

Tabela 1. Os trés seguimentos de toxidade reprodutiva

Toxidade cronica: avalia os efeitos sobre a fertilidade de
machos e fémeas, sendo machos tratados antes e durante

Seguimento | |0 acasalamento e a fémeas durante a gestacdo e a lactagdo.

Toxidade pré-natal (teratogenicidade): avalia as alteragGes
no desenvolvimento da progénie exposta durante a fase de

Seguimento Il | organogénese.

Toxidade peri- e pds-natal: avalia o desenvolvimento peri- e
pos-natal da progénie exposta durante as etapas de

Seguimento lll | desenvolvimento fetal e lactagdo.

1.3.4 Citocinas inflamatorias

As citocinas sdo proteinas soluveis, de baixo peso molecular, secretadas
pelas células do organismo, principalmente pelos leucdcitos, em resposta a
estimulos antigénicos, que atuam como mensageiros do sistema imune. As
citocinas podem receber nomes especificos que se referem ao tipo celular que
predominantemente as sintetizam e aos seus mecanismos de acdo. Sendo
assim, alguns exemplos sdo as citocinas predominantemente sintetizadas por
fagdcitos mononucleares que sdo denominadas de monocinas, enquanto as
produzidas principalmente por linfécitos sdo linfocinas. As citocinas que agem
em outros leucocitos sdo denominadas interleucinas (IL). As IL estdo envolvidas
na resposta e na apresentacao de antigenos, principalmente pelos linfocitos T
auxiliares. As citocinas do tipo IL-1 sdo mediadores importantes das reacdes
imunes inatas, demonstram entdo um papel importante em doencas
inflamatorias, assim como o TNF-a, também faz parte da resposta do processo
inflamatorio (ABBAS; LICHTMAN, 2003).

TNF-a é uma citocina que contempla varias funcées, quando seus niveis
estdo baixos ela age na defesa contra patdgenos, ajuda na regeneracdo de
tecidos, regula o sistema imunolégico, inibe o crescimento tumoral e promove a

resolucéo da inflamacg&o. Porém, em niveis elevado pode ocorrer inflamacgéo e
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lesdo dos orgdos (ROBINSON; GENOVESE M; MORELAND, 2001). Os
bloqueadores de TNF-a apresentam uma opgao terapéutica para as doencas
inflamatérias (ALEXIS; STROBER, 2005)

A IL-6 atualmente é considerada um biomarcador molecular muito
atilizado (CERNADA., 2015). A interleucina-6 é uma citocina pro-inflamatoria,
secretada por mondcitos, macrofagos, fibroblastos e linfocitos B e T. Este
biomarcador é estimulado principalmente por um processo inflamatério sistémico
(ISTEMI, 2015).

1.3.5 Hormonios relacionados ao estresse.

O eixo hipotalamo-hipofise-adrenal (HHA) modula o metabolismo de
carboidratos, lipidios e proteinas, estimula o cortex cerebral, além de produzir
efeitos anti-inflamatérios e supressdo da resposta imune (OAKLEY;
CIDLOWSKI, 2011). As inumeras atividades desenvolvidas pelo eixo HHA
ocorrem em resposta aos hormonios esteroides, 0s quais sao secretados pela
glandula adrenal (ARAFAH, REVIEW, 2006). Estimulos estressantes, como o
jejum, por exemplo, ativam o eixo HHA, o que leva a liberac&o de corticotrofina
(CRH) pelo hipotadlamo, ocasionando, com isso, a estimulacdo da sintese e
secrecdo de adrenocorticotrofina (ACTH) pela adeno-hipéfise (ARAFAH, 2006).
Apés cair na corrente sanguinea, o ACTH passa a atuar no cortex adrenal, com
0 intuito de proporcionar a sintese e liberacdo de horménios esteroidais, como
os glicocorticoides (GC) (MARQUES; PEREIRA; NETO, 2003). Segundo ANTI
et al. (2008), alguns medicamentos anti-inflamatorios suprimem o ACTH de 8 a
12 horas, como a cortisona e a prednisolona. Ao diminuir o ACTH, os niveis de
corticosterona (horménio do estresse) também diminuem. Neste estudo, foi
retirada uma amostra de sangue para quantificacdo do ACTH, apos a analise
comportamental. Ainda sobre a reacdo anti-inflamatéria, também foi feita a
analise de melatonina. A melatonina € um hormonio produzido pela glandula
pineal, localizada entre os dois hemisférios cerebrais, que pesa cerca de 0,13
gramas e possui aproximadamente 1,2 cm de diametro, dando origem no
diencéfalo. (COMMENTZ; HELMKE, 1995). Esse horménio estd envolvido


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/pineal-body-hormone
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diretamente na regulacao e facilitagéo circadiana do sono, promove a inibicdo do
desenvolvimento e crescimento cancerigeno e também atua no aprimoramento
da funcdo imunoldgica. (BLASK, 2009). Em diversos modelos experimentais de
infeccao/inflamacdo, a melatonina tem a fungdo de proteger o organismo,
diminuindo, assim, a taxa de mortalidade. Alguns desses efeitos protetores séo:
contra toxicidades, sua possivel acdo no retardo do envelhecimento e reducéo
dos radicais livres (estresse oxidativo) (CUZZOCREA; REITER, 2001). A
melatonina tem bastante atuacdo na fase crbnica do processo inflamatério
verificado em modelos experimentais. O padrdao do processo inflamatério é
restaurado apdés a reposicdo de melatonina, em doses farmacoldgicas,
adicionada a agua (LOPES; DELYRA; MARKUS; MARIANO, 1997).


https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S1087079208000786#!
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

O presente trabalho teve como objetivo a verificacdo das alteracOes
comportamentais e algumas alteracdes fisioldgicas causadas pela administracao
oral do extrato aquoso de buchinha-do-norte a ratas prenhes (GD17 a GD21) e

a prole masculina destas fémeas, quando em idade referente a adultos jovens.

2.2 Objetivos especificos

-Avaliar as alteracdes comportamentais nas fémeas em periodo pés
reproducao;

- Avaliar alguns paradmetros de desempenho reprodutivo

- Avaliar as alteracdes de rins e figado das fémeas em periodo pos-
reproducao

- Avaliar alteragbes na concentracdo sérica de citocinas inflamatorias de
ratas pos reproducao;

-Avaliar alteracdes do peso das fémeas em periodo pos reproducéo;

- Avaliar alteracbes comportamentais de ratos da geracdo F1, em
comparacao com ratos da geracéo FO;

- Avaliar alteracfes na concentracdo seérica de testosterona, cortisona,
horménio adrenocorticotrofico e melatonina em ratos da geracdo F1, em
comparacao com ratos da geracéo FO;

- Avaliar alteracdes na concentracao sérica de citocinas inflamatorias de
ratos da geracédo F1, em comparacdo com ratos da geracao FO;

- Avaliar alteracdes macroscopicas e microscépicas em testiculo de ratos

da geracao F1, em comparacao com ratos da geracéao FO.
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4. CONSIDERACOES FINAIS

Quanto as fémeas FO: A administracdo de uma dose sub-abortiva do
extrato aquoso dos frutos secos de L. operculata (EBN) para ratos fémeas
gravidas em GD17 a GD21 resultou em aumento do comportamento de
ansiedade e aumento do impulso de locomocé&o das barragens de geracéo FO,
talvez relacionadas a diminuicao dos niveis de soro de melatonina. As barragens
de geracdo FO apresentaram ganho de peso, uma diminuicdo nas citocinas
inflamatodrias, pode estar relacionada a um efeito glucocorticoide das
cucurbitacinas. Foi observada vacuolizacdo tubular nos rins nas barragens
femininas, embora ndo tenham sido observadas alteragbes nos niveis de
creatinina. O percentual de filhotes do sexo feminino foi maior do que o
percentual de filhotes machos. Houve um ganho de peso nos filhotes machos,

mas ndo nas fémeas.

Quanto aos machos da geracdo F1: A administracdo por gavagem da
dose sub-abortiva referente a 1,0 mg/kg do extrato aquoso dos frutos secos de
L. operculata nas fémeas gestantes em GD17 a GD21 mostrou que os machos
nascidos de ratas que receberam a administracdo de buchinha-do-norte nos dias
GD17 a GD21 de gestacdo apresentaram alteracdbes no CA que foram
observadas com maior precisdo na CCE relacionadas a frequéncia de
locomocéo, imobilidade e frequéncia de levantar para os animais que receberam
EBN por via trasngeracional que apresentaram-se mais ativos que 0s animais da
geracdo FO, o que foi causado basicamente por conta da diferenca entre as
geracOes, com menor influéncia vinda do tratamento com EBN por gavagem,
gue esta relacionada a geracdo FO. Em termos de atividade sobre a estrutura
testicular, observou-se que ndo houve diferencas macroscépicas nos testiculos,
salvo um aumento do peso relativo dos testiculos dos ratos que receberam EBN
por via trasngeracional. Em compensacdo, o fator “tratamento”, que esta
diretamente relacionado com a administracdo de EBN e indiretamente
relacionado a via de administracdo, influenciou as alteracbes deletérias
observadas microscopicamente nos parametros dos ratos de FO, como no

didmetro e na luz dos tabulos seminiferos e na quantidade de células de Leydig.
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Essas alteragdes ficam ainda mais evidentes quando se observa que as citocinas
inflamatérias se encontram mais elevadas nos animais da geracdo FO.
Corticosterona e melatonina encontram-se mais elevadas nos animais da
geragdo F1, mas ndo é possivel relacionar esse dado a um fator de estresse
existente em F1. A administragédo transgeracional de EBN se mostrou menos
prejudicial sobre os parametros comportamentais, histoldgicos, inflamatoérios e
hormonais observados, e comprovam que a administracao direta de EBN é mais

prejudicial.
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