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RESUMO

O alecrim (Rosmarinus officinalis L.) é uma planta comum de jardim, estudada por suas
diversas atividades bioldgicas. O 6leo essencial de alecrim (OEA) é composto por
substancias quimicas que interagem entre si e com o organismo de forma complexa,
portanto, para que possa ser utilizado pela industria farmacéutica € necessario avaliar
minuciosamente a sua seguranca. Os testes de toxicidade reprodutiva sdo recomendados
pela ANVISA, OECD e FDA como parametros a serem avaliados em relacdo aos
efeitos de desenvolvimento reprodutivo. Tendo em vista a importancia de estabelecer
seguranca ao usar esta planta, este estudo investigou a toxicidade reprodutiva do 6leo
essencial de Rosmarinus officinalis e seu composto majoritario (1,8 cineol) em ratos
Wistar, avaliando machos e fémeas adultos, efeitos sobre o desenvolvimento fetal e
parametros comportamentais da prole. Os animais foram divididos em cinco grupos
experimentais: CN (controle negativo — Tween 80), C3 (OEA 300 mg.kg™), C6 (OEA
600 mg.kg™), C12 (OEA 1200 mg.kg™) e CE (1,8 cineol 134,55 mg.kg™). Os machos
foram tratados antes (70 dias) e durante o acasalamento (21 dias) e as fémeas antes (14
dias) e durante o acasalamento (21 dias), gestacdo (21 dias) e lactacdo (21 dias). Para o
estudo dos efeitos teratogénicos sobre as ninhadas, somente fémeas foram tratadas do 6°
ao 15° dia de gestacdo. Para identificar alterag0es no sistema reprodutivo dos machos e
da fémeas foram avaliados: consumo relativo de agua e racdo, peso relativo de érgdos,
histopatologia, taxas reprodutivas e sinais de toxicidade; além disso, para 0os machos
ainda foram estudados numero e morfologia dos espermatozoides. Na prole, foram
avaliados: comportamento e sinais de toxicidade materna, parametros reprodutivos e
comportamentos em campo aberto e sexual. E para o potencial teratogénico, os fetos
passaram pelo processo de diafanizacdo, coloragdo e em seguida avaliados
individualmente para a presenca de alteracBes esqueléticas. O composto majoritario
identificado e quantificado no 6leo foi 1,8-cineol (44,85 %). Na avaliacdo dos efeitos
reprodutivos de machos e fémeas adultos, as fémeas do grupo CE apresentaram reducéo
no nimero de fetos por ninhada (8,3) e aumento da massa corporal (7,1g) dos mesmos,
sugerindo embrioletalidade. Os animais ndo apresentaram sinais de toxicidade
sistémica. Para a prole avaliada, houve aumento da testosterona sérica (7,98 ng/mL) e
do nimero de espermatozoides (624,37 x 10°) para o grupo CE. No PPD 2 o0s animais
dos grupos C6 (27,8s) e C12 (28,73s) levaram mais tempo para concluir o reflexo de
endireitamento em superficie, 0 que também ocorreu para 0s animais do grupo C6
(12,27s) no PPDA4. Os animais do grupo C6 (19,45s) e C12 (20,70s) também tiveram
aumento do tempo no reflexo de geotaxia no PPD2. O grupo C3 demonstrou maior
comportamento exploratorio no teste de campo aberto, com aumento da frequéncia de
entrada no centro (14,73) e diminui¢do de grooming (0,54) quando comparados ao
grupo controle. N&o foram observados sinais de toxicidade materna. Na avaliacdo dos
fetos expostos durante o periodo de organogénese, houve uma tendéncia para o aumento
das perdas pds-implantacao, quanto maior a dose testada, para 0s grupos que receberam
OEA. Os tratamentos interferiram no desenvolvimento fetal demonstrado pelo retardo
no desenvolvimento esquelético em todos os grupos, sugerindo que a exposi¢do a estas
doses do 6leo essencial e 1,8 cineol devem ser evitadas em gestantes. Os grupos C6,
C12 e CE apresentaram maior proporcdo de fetos com anormalidades no esqueleto
(78,31%, 100% e 95,06%, respectivamente).

Palavras chave: Toxicologia. Fertilidade. Desenvolvimento Fetal. Teratogenia.
Produtos Naturais. Alecrim. Rosmarinus officinalis. Oleo essencial.



ABSTRACT

The Rosemary (Rosmarinus officinalis L.) is an ordinary plant from the yard studied
for its several biological activities. The Rosemary essential oil (REO) is composed by
chemical substances which interact with each other and with the organism of complex
form, therefore, it’s necessary to evaluate its safety deeply for making its usage possible
for the industry. The reproductive toxicity tests are recommended by ANVISA, OECD
and FDA as parameters to be evaluated regarding the effects of reproductive
development. Aiming at the importance of establishing confidence on this plant usage,
the present study investigated the reproductive toxicity of the Rosmarinus officinalis
essential oil and its majority component (1,8 cineol) in Wistar rats considering male
and female adults, effects on the fetal development and behavior parameters of the
offspring. The animals were divided into five experimental groups: NC (negative
control - Tween 80), C3 (REO 300 mg.kg™), C6 (REO 600 mg.kg™), C12 (REO 1200
mg.kg™) e CE (1,8 cineol 134,55 mg.kg™). The male samples were fed before (70 days)
and during the mating (21 days) and the female ones were fed before (14 days) and
during the mating (21 days), pregnancy (21 days) and lactation (21 days). For studying
teratogenic effects on the offspring, just female samples were fed from the sixth to the
fifteenth day of pregnancy. In order to identify modifications on the reproductive system
of male and female samples it was analyzed: relative water and feed consumption,
relative weight of organs, histopathology, reproductive taxes and toxicity signs; besides,
for the male ones, number and morphology of sperm were also studied. About the
offspring, maternal behavior and signs of toxicity, reproductive parameters and open
and sexual field were studied. For the teratogenic potential, the offspring were
submitted to a diaphanous process, coloring and next were evaluated separately for
checking the existence of skeletal changes. The majority component identified and
qualified into the oil was 1,8-cineol (44,85 %). In evaluating the reproductive effects of
adults males and females, the females of the CE group presented a reduction in the
number of fetuses per litter (8,3) and increased body mass (7,1g), suggesting
embryoletality. The animals showed no signs of systemic toxicity. For the evaluated
offspring, there was an increase in serum testosterone (7,98 ng / mL) and the number of
spermatozoa (624.37 x 106) for the CE group. In PPD 2 the animals of groups C6
(27,8s) and C12 (28,73s) took longer to complete the surface righting reflex, which also
occurred for the animals of the C6 group (12,27s) in PPD4. The animals of group C6
(19,45s) and C12 (20,70s) also had increased time in the geotaxia reflex in PPD2. The
C3 group showed higher exploratory behavior in the open field test, with an increase in
the entrance frequency in the center (14,73) and a decrease in grooming (0,54), when
compared to the control group. No signs of maternal toxicity were observed. In the
evaluation of the fetuses exposed during the period of organogenesis, there was a
tendency for the increase in the post-implantation losses, the larger the dose tested, for
the groups that received REO. Treatments interfered in fetal development demonstrated
by delayed skeletal development in all groups, suggesting that exposure to these doses
of essential oil and 1,8-cineol should be avoided in pregnant women. Groups C6, C12
and CE presented a higher proportion of fetuses with skeletal abnormalities (78,31%,
100% and 95,06%, respectively).

Key words: Toxicology. Fertility. Fetal Development. Teratogeny. Natural Products.
Rosemary. Rosmarinus officinalis. Essential oil.
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CAPITULO |

1 INTRODUCAO

Ha registros, datados de seis mil anos, da utilizacdo dos Gleos essenciais pelos
egipcios como curativos e para o bem estar fisico através dos aromas obtidos de partes
especificas de certos vegetais. No entanto, somente a partir da idade média é que
iniciaram os processos de destilacdo, e a real comercializacdo de materiais aromaticos
(SIANI et al., 2000). As plantas sdo muito Uteis na pesquisa farmacéutica para a sintese
e producdo de drogas, aumentando as opcdes terapéuticas tanto para o tratamento
quanto para terapia complementar (DANTAS, 2016).

Os Oleos essenciais sdo substancias naturais de variavel poder aromatizante que
fazem parte do organismo de diversas espécies vegetais das quais sdo extraidos segundo
processamento especifico (OOTANI et al., 2013). Estdo incorporados em varias funcoes
essenciais para a manutencdo da vida da planta em seu ecossistema, exercendo papel
fundamental na defesa contra micro-organismos e predadores e também na atracdo de
insetos e outros agentes fecundadores (SIANI et al., 2000).

O Alecrim (Rosmarinus officinalis L.), planta pequena da familia Lamiaceae
(LORENZI e MATOS, 2008) e que apresenta propriedades funcionais relacionadas ao
seu Oleo essencial, especialmente composto por diterpenos amargos, acido cafeico,
flavonoides e triterpenoides (SIMOES e SPITZER, 2003) vém sendo alvo de estudos
quimicos e de potenciais terapéuticos desenvolvidos em cooperacdo com grupos de
pesquisa da UFPel (Universidade Federal de Pelotas — Microbiologia da Faculdade de
Veterinaria e Instituto de Quimica), tendo em vista as possibilidades terapéuticas
promissoras que apresenta no momento, principalmente quanto a atividade
antimicrobiana (FERREIRA et al., 2013; PACKER e LUZ, 2007; HUSSAIN et al.,
2010; OKOH et al., 2010; CASTRO e LIMA, 2011; CLEFF et al., 2012)

Devido aos 0leos essenciais serem produtos de extracdo de uma especie vegetal,
sdo mais concentrados e, portanto, tendem a apresentar toxicidade mais elevada que a
planta original (SIMOES et al., 2000). Faz-se assim necesséria, a realizacio de estudos
toxicoldgicos para garantir a seguranca na sua utilizacdo. Apesar do crescente interesse
em utiliza-los com finalidade terapéutica, ainda sdo poucos o0s estudos que

disponibilizam informacgfes referentes a toxicidade que podem desencadear. Neste
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contexto, grande parte dos fitoterdpicos atualmente utilizados ndo tém o seu perfil
toxico bem conhecido (VEIGA JUNIOR, 2008).

A toxicologia pré-clinica, etapa que inclui os ensaios toxicolégicos previstos
nesse projeto, deve avaliar parametros de seguranca e eficacia de compostos candidatos
a farmacos, observando os mesmos principios cientificos e resultados complementares.
Dessa forma, 0s objetivos da etapa pré-clinica sdo determinar experimentalmente efeitos
comportamentais, toxicologicos e farmacoldgicos de substancias (LAPA et al., 2000).

A importancia da avaliacdo toxicologica ja € relatada em algumas substancias
presentes em plantas conhecidas popularmente, e que apresentam efeitos tdxicos, como
o cravo (HENRIQUES et al., 2009). A ANVISA limita o uso de eugenol, presente no
cravo, pelo fato de existirem evidéncias de carcinogenicidade em humanos e animais
(HENRIQUES et al., 2009). O confrei (Symphytum officinale L. Boraginaceae) possui
atividades nefro e hepatotoxicas (SIMOES e SPITZER, 2003). A canfora é uma cetona
terpenoide, facilmente encontrada em formulagdes farmacéuticas e quando utilizada em
criancas menores de dois anos pode causar irritacdo na pele, eczema, vertigem, vomito,
convulsdo e insuficiéncia respiratoria. Esta substancia apresenta risco ainda maior
quando a crianca ingere acidentalmente o produto e/ou ocorre o contato por via nasal,
onde a sua absorcao € aumentada (HENRIQUES et al. 2009).

Os testes de avaliacdo da toxicidade reprodutiva geralmente compreendem a
exposicdo de animais sexualmente maduros antes da concepcdo (Toxicidade Croénica),
durante o desenvolvimento pré-natal e apds o nascimento, continuadamente até sua
maturacdo sexual (Toxicidade Peri e P6s-natal) (LEMONICA, 2001). Os estudos mais
utilizados para estas avaliagdes s&o divididos em trés segmentos: Segmento |
“Toxicidade cronica e reprodutiva” para avaliacdo de efeitos sobre a fertilidade de
machos e fémeas antes e durante o acasalamento; Segmento Il “Toxicidade pré-natal —
estudo de teratogenicidade” no qual ocorre a exposi¢do da progénie durante a fase de
organogénese; e Segmento III “Toxicidade peri e pos-natal” onde sdo avaliados os
efeitos sobre o desenvolvimento antes e ap6s o0 nascimento das progénies expostas
durante a fase de desenvolvimento fetal e lactacional. Estes testes sdo adaptados de
normas da Environmental Protection Agency (EPA, 1996) e recomendadas pela Food
and Drugs Administration (FDA) e Organization for Economic Cooperation and
Development (OECD).

Os estudos pré-clinicos em modelos animais, apontam substancias que

apresentam capacidade de alterar aspectos fisiologicos como reproducéo, fertilidade dos
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mamiferos e comportamento da prole. A exposicao de ratos Wistar ao 6leo essencial do
alecrim, que sera realizada nesse estudo, visa analisar efeitos significativos no
desenvolvimento (fetal e pos-natal), reproducdo e comportamento dos animais, de forma
a caracterizar o aspecto toxicologico deste 6leo. A realizacdo desses ensaios de
avaliacdo toxicologica é de extrema importancia para atestar que 0S compostos
quimicos presentes na planta em estudo ndo exercem atividades tdxicas que

inviabilizem seu uso com fins terapéuticos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Contribuir com conhecimentos sobre a utilizacdo do 6leo essencial do Alecrim
(Rosmarinus officinalis L.) especialmente no que se refere a toxicidade reprodutiva de

forma a indicar o grau de seguranca deste 6leo como agente terapéutico.

2.2 Objetivos Especificos

Avaliar os efeitos do 6leo essencial de Alecrim (Rosmarinus officinalis L.) sobre
a fertilidade de ratos Wistar, machos e fémeas, formacdo e maturacdo espermatica,
acasalamento e fertilizacdo, desenvolvimento pré-natal, parto e desenvolvimento pds-
natal, com machos tratados antes e durante o acasalamento e fémeas antes e durante o
acasalamento, na gestacéo e lactacdo (Segmento I).

Avaliar os efeitos do 0leo essencial de Alecrim (Rosmarinus officinalis L.) sobre
as possiveis alteracdes no desenvolvimento da progénie exposta durante a fase de
organogeénese e a possibilidade de produzir efeitos teratogénicos (Segmento 11).

Avaliar os efeitos do 6leo essencial de Alecrim (Rosmarinus officinalis L.) sobre
o desenvolvimento da progénie exposta durante as fases de desenvolvimento fetal e

lactacdo (Segmento IlI).
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CAPITULO I

3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Alecrim (Rosmarinus officinalis L.)

3.1.1 Caracterizacao Botanica

O Alecrim (Rosmarinus officinalis L.) (Figura 1) é uma planta pequena, da
familia Lamiaceae, de porte subarbustivo lenhoso, de até 1,5 m de altura. Possui folhas
pequenas, lineares, coridceas, opostas, lanceoladas e muito aromaticas, as flores sdo
azulado-claras, pequenas e de aroma forte e agradavel. Nativa da regido Mediterranea é
cultivada em quase todos os paises de clima temperado (LORENZI e MATOS, 2008).
No Brasil, sua producdo se localiza, principalmente, na regido sul do pais
(CARVALHO, 2004). A sinominia encontrada na literatura para alecrim ¢é alecrim de
horta, alecrim de jardim, erva-coada, erva-de-graca, rosmarinho e rosmarino (LORENZI
e MATQOS, 2008).

Figura 2. Rosmarinus officinalis L. Fonte: Ulbricht et al. (2010)

E uma especiaria conhecida desde a antiguidade por seus efeitos medicinais e foi
uma das primeiras espécies da familia a ser identificada e classificada (AFONSO et al.,
2008).
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3.1.2 Composicao quimica do 6leo essencial de Rosmarinus officinalis L.

Da composi¢do quimica do alecrim, faz parte o 6leo essencial (10 a 25 ml.kg™
de folha desidratada), cujos constituintes principais sao o alcanfor, 1-8 cineol, a-pineno,
borneol e canfeno em proporcdes que variam na dependéncia de sua origem e estado
vegetativo (SILVA, 2012).

Os principais compostos ativos do alecrim incluem o éacido carnésico, o acido
rosmarinico, &cido ursolico, o acido cafeico e carnosol. Cerca de 90% da atividade
antioxidante desta planta é atribuida ao carnosol e ao acido carnosico (WANG et al.,
2012).

A maioria das suas propriedades funcionais estdo associadas a constituicdo deste
por compostos fenolicos, tais como o acido carndsico e o acido rosmarinico. Os 6leos
essenciais constituem os elementos volateis contidos em varios 6rgaos da planta e sdo
assim denominados devido & composigdo lipofilica que apresentam (SIANI et al.,
2000), é o produto principal derivado desta planta e amplamente utilizado como
tempero para alimentos, perfumes ou produtos cosméticos (devido ao seu aroma
préprio) e por sua atividade antimicrobiana (LIU et al., 2011).

Os oOleos essenciais produzidos pelo alecrim sdo uma mistura complexa de
compostos, oriundos do seu metabolismo secundario. A andlise fitoquimica registrou
para suas folhas a presenca de Oleo essencial constituido de uma mistura de
componentes volateis e ndo volateis. Os primeiros, responsaveis pelo seu odor tipico,
apresentam como principais representantes o cineol, alfa-pineno e céanfora e, entre 0s
compostos ndo volateis, os primordiais sdo o &cido cafeico, diterpenos amargos,
flavonoides e triterpenoides (SIMOES e SPITZER, 2003).

Cleff et al. (2012) avaliaram a composi¢do quimica do Oleo essencial de
Rosmarinus officinalis coletado na cidade de Pelotas — RS. O mesmo foi obtido das
partes aéreas da planta através da hidrodestilacdo, sendo analisado por cromatografia
gasosa com detectores de ionizacdo em chama (GC/FID) e espectrometria de massas
(GC/MS). A andlise cromatografica do éleo permitiu identificar como principais
compostos canfora, verbenona e 1,8-cineol.

O 1,8 cineol € relatado por alguns autores como o composto majoritario do 6leo
essencial de alecrim (OKOH et al., 2010;WALLER et al., 2016), ele € um monoterpeno
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saturado (Figura 2), também conhecido como eucaliptol (JUERGENS, 2014).
Recentemente, os estudos se concentram com importante relevancia nos efeitos do 1,8
cineol, no sistema nervoso central com acdo neuroprotetora (MANNELLI et al., 2016)
ansiolitica e antidepressiva (SASAKI et al., 2013; FERLEMI et al., 2015). A fracdo do

1,8 cineol no Rosmarinus officinalis pode variar entre 12 e 47% (VICENZI et al., 2002).

HsC

CHs

CHj

Figura 2. Estrutura quimica do 1,8 cineol (C1oH150). Fonte: Juergens, 2014.

Os o6leos essenciais podem ser obtidos utilizando muitos métodos, tais como a
destilacdo a vapor, hidrodestilacdo, extracdo por solvente organico, assistida por
radiagdo micro-ondas, hidrodifuséo e gravidade por micro-ondas, extracdo de solvente
de alta pressdo, extracdo com CO, supercritico, com ultrassons e a extracdo por micro-
ondas sem solventes. No entanto, as propriedades dos 6leos extraidos por estes métodos
podem variar na dependéncia do método utilizado (OKOH et al., 2010).

A composicao das fracdes volateis obtidas do 6leo de R. officinalis, atraves de
analise por cromatografia gasosa com espectrdmetro de massa revelaram a presenca de
um total de 29 componentes. Em estudo comparando dois métodos de extragcdo
(hidrodestilacdo e extragdo com micro-ondas sem solventes) foram identificados, no
oleo hidrodestilado, 24 compostos que representaram 90,2% do total da composi¢éo do
oleo, apresentando dominio na presenga de monoterpenos como alfa-pineno, canfeno,
1,8 cineol, cénfora, borneol, acetato bornilo e verbenona. J& pelo método de extracdo
com micro-ondas sem solventes foram identificados 21 compostos, totalizando 92,3%
do total da composicdo, também com predominio de monoterpenos (OKOH et al.,
2010).

O oleo essencial de alecrim ¢é geralmente isolado por hidrodestilagdo tradicional,
destilacdo a vapor e extragdo com solvente organico (LIU et al., 2011).
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Muitos estudos demonstram a variabilidade do alecrim em termos de
composicdo, rendimento e atividades antimicrobiana e antioxidante que foram
correlacionadas com fatores intrinsecos (genética, idade da planta e subespécies) ou
fatores extrinsecos, como efeitos climaticos (GACHKAR et al., 2007, MEZIANE-
ASSAMI et al., 2013) e de cultivo (origem geogréfica), métodos de identificagcdo e
quantificacdo bem como do método de extracdo e das técnicas analiticas utilizadas para
identificacdo (DOOLAEGE et al., 2007).

3.1.3 Usos do 6leo essencial de Rosmarinus officinalis L.

O uso medicinal do alecrim é referido na literatura etnofarmacoldgica, que cita o
emprego de suas folhas na medicina tradicional de vérios paises na forma de infus&o,
nos casos de ma digestdo, gases no aparelho digestivo, dor de cabeca, dismenorreia,
fraqueza e memoria fraca. As folhas, flores e frutos secos formam uma excelente
mistura para uso na culinaria (LORENZI e MATOS, 2008). O estudo das informacoes
sobre esta planta permitiu selecionar como indicacdo aceita internacionalmente, no
tratamento de hipertensdo, problemas digestivos, perda do apetite e, externamente nos
sintomas de reumatismo (SOUSA et al., 1991; GRUENWALD et al., 2000; SILVA JR,
2003).

Ensaios farmacol6gicos comprovam suas propriedades espasmolitica sobre a
vesicula e o duodeno, colerética, protetora hepatica e antitumoral (SOUSA et al., 1991,
GRUENWALD et al., 2000).

As propriedades antimicrobianas dos 6leos essenciais sdo de grande interesse na
industria alimentar, cosmética e farmacéutica. Desde que se admitiu ser possivel utilizar
aditivos naturais, € crescente o interesse na substituicdo de conservantes sintéticos pelos
naturais (OKOH et al., 2010).

Irkin et al. (2011) comprovaram a atividade antimicrobiana do alecrim para
Arcobacter butzleri de carne de frango e bovina, e ainda ressaltam que a capacidade
antioxidante de extratos ou Oleos desta planta melhoram a qualidade organoléptica de
produtos derivados de carne. Os mesmos autores, pelos resultados obtidos, aprovam a
utilizacdo do o6leo essencial como antimicrobiano para alimentos frequentemente

contaminados com Arcobacter, como carne cozida picada.
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A atividade antimicrobiana do R. officinalis pode variar, principalmente em
decorréncia do método utilizado para a extracdo do mesmo. O éleo obtido de extracdo
por micro-ondas sem solventes foi mais efetivo como antimicrobiano do que o obtido
por hidrodestilacéo, isto se deve, em parte, porque o 6leo extraido do forno micro-ondas
continha maior quantidade de compostos oxigenados e estes possuem acentuada
atividade antibacteriana e antifingica (OKOH et al., 2010).

Hussain et al. (2010) investigando o 6leo essencial de Rosmarinus officinalis
nativo do Paquistdo, afirmaram que o 6leo que continha 1,8-cineol (38,5%) e canfora
(17,1%) apresentou atividade (in vitro) antioxidante, antiproliferativa e antibacteriana.

O 6leo essencial obtido do alecrim mostrou-se inibidor do crescimento tanto de
bactérias gram-positivas quanto de gram-negativas. No entanto, melhor resultado foi
obtido sobre as primeiras, e pode ser explicado pelas diferencas nas membranas
celulares destes micro-organismos. Gram-negativas apresentam membranas altamente
hidrofébicas, ao passo que a afinidade por lipideos do acido lipoteicéico da membrana
celular de gram-positivas, pode facilitar a penetracdo de compostos hidrofébicos
(OKOH et al., 2010). O mesmo, também demonstrou atividade bacteriostatica e
fungiostatica mais satisfatoria quando comparado aos 6leos de copaiba, malaleuca, alho
e andiroba para cepas padroes de Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa e C. albicans (PACKER e LUZ, 2007).

A avaliacdo in vitro do extrato de alecrim frente a micro-organismos da cavidade
oral sugerindo a possibilidade de uso deste extrato como antimicrobiano oral,
demonstrou que sdo necessarios novos modelos de estudo que possam reproduzir
situacBes mais proximas aquelas encontradas na cavidade oral para melhor avaliacdo de
agentes antimicrobianos no tratamento e prevencdo de infeccOes orais biofilme-
dependentes (SILVA et al., 2008).

Ainda sobre a cavidade oral, o extrato foliar de R. officinalis L. apresentou
eficacia antibacteriana semelhante a do hipoclorito de sédio a 2,5%, mas foi inferior a
clorexidina 2% na desinfeccdo de cones de utilizados na obturacdo de canais radiculares
contaminados com Enterococcus faecalis (JUNIOR, 2009).

A atividade antifungica in vitro dos oleos essenciais de Rosmarinus officinalis L.
(Alecrim) sobre cepas de Candida albicans e C. tropicalis, envolvidas com infecgdes
superficiais da cavidade oral foi estudada por Castro e Lima (2011). Para tanto, estes
autores utilizaram cepas de Candida de origem clinica e de referéncia para

determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM), utilizando a técnica da
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microdilui¢do. Observou-se discreta atividade antifungica do dleo de alecrim, com CIM
de 5 mg.mL™ em 81% das cepas avaliadas. A partir dos resultados obtidos, os autores
concluiram que o 6leo essencial R. officinalis L. apresentou fraca atividade sobre cepas
de C. albicans e C. tropicalis envolvidas em infec¢des da cavidade oral.

No entanto, quando testado em isolados de C. albicans (cepas padrdes e espécie
ndo-albicans) proveniente de candidiase animal pelo método de microdiluicdo em caldo,
0 0Oleo essencial de alecrim demonstrou atividade fungicida e fungiostatica (CLEFF et
al., 2012).

Segundo Santin (2013), o 6leo essencial de R. officinalis possui atividade
antifngica in vitro frente a leveduras isoladas de animais. Os estudos foram realizados
com onze isolados de Malassezia pachydermatis provenientes de casos clinicos de otites
em cdes, quatro isolados de Candida spp. (dois de C. albicans, um de C. famata e um de
C. parapsilosis) e Trichospon asahii (n=7) provenientes da cavidade oral de cées
higidos. Frente a estas leveduras, o 6leo essencial de alecrim apresentou valores de CIM
(Concentracdo Inibitéria Minima) e CFM (Concentracdo Fungicida Minima) que
variaram de < 3,52 a 112,8 mg.mL™. Os melhores resultados foram obtidos contra os
isolados de M. pachydermatis e destaca-se a baixa atividade inibitéria do 6leo contra C.
albicans.

Estudo realizado por Amin e Hamza (2005) avaliou o efeito hepatoprotetor de
extratos vegetais, Hibiscus sabdariffa, Rosmarinus officinalis e Salvia officinalis frente
a acao hepatotoxica induzida pela azatioprina em ratos. A investigacdo demonstrou que
todas as plantas testadas restauraram os niveis de AST (aspartato aminotransferase) e
ALT (alanina aminotransferase) ao normal e podem ser consideradas agentes protetores
de toxicidade da azatioprina. Os animais que receberam somente 0s extratos testados
ndo apresentaram nenhum sinal de hepatotoxicidade. Estes efeitos podem ser atribuidos
a presenca de altos percentuais de compostos antioxidantes no extrato aquoso de R.
officinalis ja que foi demonstrado que o extrato de alecrim e 0S Seus compostos
antioxidantes inibem peroxidagao de lipidios e radicais livres in vitro (HARAGUCHI et
al., 1995) e in vivo (FAHIM et al., 1999).
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3.1.4 Toxicidade do 6leo essencial de Rosmarinus officinalis L.

Estabelecer o perfil toxicologico dos 6leos essenciais & um grande desafio. Eles
sdo compostos por um grande numero de moléculas altamente funcionais e, portanto, ha
riscos de sensibilizacdo, irritacdo, fototoxicidade e efeitos abortivos (DWECK, 2009).
Segundo o mesmo autor, o 6leo essencial de Rosmarinus officinalis é responsavel por
alteracdes na gestacdo e sobre o sistema reprodutor, ndo devendo ser utilizado por via
oral, retal ou vaginal durante o periodo gestacional.

E dificil também, definir a exata metabolizacdo dos 6leos essenciais, pois cada
componente do 6leo pode seguir uma via distinta. Alguns componentes podem ser
metabolizados na pele, porém, a grande maioria das alteragdes metabdlicas ocorre no
figado. A via de administracdo também é um ponto importante a ser considerado nas
intoxicacOes por Oleos essenciais, ja se sabe que a via dérmica, por exemplo, causa
intoxicagdo em frequéncia muito menor quando comparada a via oral. Eles demoram
geralmente entre um e cinco dias para ser eliminados, porém, alguns compostos podem
se acumular e levar mais tempo, especialmente se a exposi¢do ocorre pela via oral diaria
(TISSERAND, 1996).

Alguns extratos do alecrim foram estudados e foi possivel observar que o
principal 6rgao requerido para a biotransformacdo destes é o figado (AGUILAR et al.,
2008).

O oleo essencial de alecrim obtido por extracdo com dioxido de carbono
supercritico foi testado em um estudo de toxicidade onde ratas fémeas receberam por
via oral, durante 91 dias a dose de 2400 mg.kg' na dieta (equivalente a
aproximadamente 195mg.kg™ de massa corporal por dia), sequido por um periodo de 28
dias sem tratamento. Passados os 91 dias, constatou-se aumento do peso do figado,
quando comparado ao grupo controle, poréem, nenhuma alteracdo macro ou
microscopica foram observadas. Amostras do 6rgdo foram colhidas para mensuragéo de
enzimas microssomais hepaticas, que demonstraram um leve aumento em algumas
enzimas e um aumento de 1,5 vezes no citocromo P450 total, estas alteragdes, no
entanto, exibiram carater reversivel com a supressdo do tratamento, assegurando se
tratarem de alteracOes adaptativas e ndo hepatotoxicidade (AGUILAR et al., 2008).

Estudos de toxicidade de 90 dias de tratamento com diferentes extratos de
alecrim testados revelam valores de NOAEL (No Observed Adverse Effect Level) que
variaram de 180-400 mg de extrato/kg de massa corporal/dia (AGUILAR et al., 2008).
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Em estudo de toxicidade aguda, onde ratos foram divididos em grupos e cada
grupo recebeu uma dose distinta (3500, 4500, 5500, 7500 e 8500 mg.kg™ de massa
corporal) de &cido carnosico, um composto fendlico do alecrim, os animais foram
observados de 3 a 6 horas apds a administracao, duas vezes por dia, durante 14 dias, e 0
exame histopatoldgico foi realizado no 15° dia de tratamento para os animais que
sobreviveram. A DLsy foi de 7100 mg.kg’ de massa corporal. Alteracdes
histopatoldgicas foram observadas no coracdo e figado de todos os ratos tratados, uma
pequena hidropsia, degeneracdo citoplasmatica e um unico ponto de necrose foram
observados no figado, ja no coracdo, observou-se infiltracdo de células inflamatérias e
fibrose do miocérdio (WANG et al., 2012).

Wang et al. (2012) ao estudarem a toxicidade crénica do acido carndésico por
trinta dias em ratos nas doses de 0 (controle), 150, 300 e 600 mg/kg/dia ndo constataram
Obito durante o estudo. A dose maior pode resultar em lesdo no figado e muscular no
miocardio, especialmente para ratos machos. Os autores sugerem que o acido carndsico
apresenta um perfil de toxicidade oral relativamente baixo quando administrado por 30
dias, porém, sdo necessarios novos estudos para estabelecer toxicidade subcronica.

Em um estudo in vivo de toxicidade dérmica aguda do 6leo essencial de
Rosmarinus officinalis, os autores concluiram que o 6leo essencial de alecrim a 24%
causou irritacdo aguda leve a moderada. Seis coelhos albinos Nova Zelandia que foram
avaliados quanto a eritema e edema, os coelhos foram divididos em lo¢do de alecrim
24% (n=3) e loc¢do veiculo (n=3), aplicou-se 0,5 mL das substancias em uma area no
flanco direito coberta com gaze e esparadrapo hipoalergénico poroso por 4h.
Imediatamente, e 1h apds a retirada do curativo todos 0s animais apresentavam escores
0 para eritema e edema, nas 24h um animal com escore 2 para eritema persistiu até as
72h. Em outro animal observou-se escore 2 na avaliagéo 48 e 72h e escore 1 para edema
nas 72h. Porém, em um animal apenas escore 1 para eritema nas 48h, com remissao
total nas 72h (SANTIN et al., 2012).

Além de irritacBes na pele, a esséncia do alecrim causa alteracdes no sono e a
ingestdo de doses elevadas provoca irritacGes gastrintestinais e nefrite, podendo causar
hipersensibilidade (CARDOSO et al., 2000).

Faria (2005) avaliou o alecrim quanto aos aspectos toxicos e de letalidade em
camundongos. Este se mostrou seguro, sendo que a dose mais elevada, de 5000 mg.kg™

ndo levou os animais a ébito, ndo sendo possivel a determinacdo da DLsy neste estudo.
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Silva et al. (2007) verificaram o efeito citotoxico de diferentes extratos aquosos
obtidos por trituracdo, infusdo e decocgéo de alecrim (R. officinalis), sobre sementes de
alface (Lactuca sativa L.), através da andlise do indice mitético. Os resultados
demonstraram que o alecrim em suas diferentes concentracbes é potencialmente
genotoxico, sendo que os extratos de alecrim obtidos por trituragdo e infusdo
apresentaram efeito citotdxico sobre sementes de alface, porém o extrato obtido por
decocc¢do ndo demonstrou tal efeito.

Pelo teste de AMES, Gomes-Carneiro et al., (1998) observaram que 0 composto
1,8 — cineol ndo apresenta toxicidade. Henriques et al., (2009) relatam que dados de
citotoxicidade in vitro tém sido utilizados para predizer ou estimar irritagdes cutaneas e
correlagdes entre os dados in vitro e in vivo e entre outros, 0 1,8 — cineol apresenta
algum grau de citoxicidade.

Maistro et al. (2010) investigaram o potencial genotdxico e mutagénico do 6leo
essencial de R. officinalis em roedores, utilizando os testes de microntcleo em medula
Ossea, cometa e aberracGes cromossdmicas. Os animais foram tratados por gavagem
com trés dosagens de 6leo de alecrim (300, 1000 ou 2000 mg . kg™). Células do sangue
periférico e do figado foram colhidos de camundongos 24 horas apés o tratamento. Com
base no teste do cometa, todas as trés doses de 6leo de alecrim induziram danos
consideraveis no DNA. Houve aumento significativo nos micronucleos e aberracdes
cromossémicas s6 nas duas doses mais elevadas, concluindo que o 6leo essencial de
alecrim provoca efeitos genotoxicos e mutagénicos, quando administrado por via oral.

Autores alertam que o uso do alecrim deve ser controlado em gestantes e 0 risco
maior de R. officinalis estd relacionado ao aumento da motilidade uterina causando
aborto (CARDOSO et al., 2000; VEIGA JUNIOR e PINTO, 2005).

A fim de avaliar se o alecrim é capaz de induzir o aborto e/ou interferir com o
desenvolvimento normal dos conceptos, Lemonica et al. (1996) administraram extrato
aquoso (13 mg de sélidos . ml™) de R. Officinalis, obtido de folhas, flores e tronco na
dose de 26 mg a 30% (w / v), através de gavagem durante dois periodos diferentes da
gestacdo de ratos Wistar. Um grupo de animais recebeu o extrato nos dias 1-6 de
gestacdo (periodo pré-implantacéo) e outro grupo recebeu 0 mesmo extrato nos dias 6-
15 (periodo de organogénese). Os grupos controle receberam solucéo salina no mesmo
volume e durante os mesmos periodos como seus respectivos grupos experimentais. O
tratamento das maes durante o periodo pré-implantacdo ou 0 organogénico ndo causou

alteracdes significativas na perda pos-implantacdo ou no numero de anomalias e
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malformacdes dos fetos nascidos a termo. A percentagem de perda pré-implantac¢do, no
grupo tratado antes da implantacdo do embrido foi aumentada, embora a diferenga néo
tenha sido significativa em comparacdo com o controle. Com este resultado os autores
sugerem que o extrato de alecrim pode apresentar um efeito anti-implantacdo, sem
interferir com o desenvolvimento normal do concepto, apds o implante.

Estudo verificou o0 mecanismo pelo qual o extrato aquoso de alecrim influencia
a implantacdo do embrido, correlacionando a sua ingestdo com possiveis alteraces no
desenvolvimento do embrido. O extrato foi administrado a ratas Wistar em duas doses:
260 e 1040 mg . kg™, por via oral, do dia 1 ao dia 4 de gestacdo, uma vez por dia. Em
seguida, cada um dos grupos foi subdividido e eutanasiado em duas fases distintas: a
metade dos animais no dia 5, para avaliacdo dos blastocistos antes da implantacéo e a
outra no dia 21, para a avaliacdo fetal. O tratamento com 260 mg . kg™ causou aumento
significativo no ndmero de embrides an6malos coletados do utero no dia 5,
apresentando efeito toxico no feto. No entanto, os embrides que conseguiram implantar
apresentaram desenvolvimento normal. A administracdo de 1040 mg . kg™ do extrato
ndo apresentou qualquer efeito embriotdxico. No entanto, no dia 5, um decréscimo de
40% do numero de blastocitos presentes no Utero foi observada. Este fato sugere que o
tratamento com a dose mais elevada causou maior retencdo de embrides no oviduto
(DAMASCO e LEMONICA, 1999).

O oOleo essencial de Origanum vulgaris, também pertencente a familia
Lamiaceae, avaliado nas concentrac@es de 3, 9 e 27%, causou alteracdo com diminuicao
da fertilidade de ratos machos tratados antes (70 dias) e durante (21 dias) o
acasalamento (HOLLEMBACH et al., 2015). Em uma avaliacdo preliminar da
toxicidade de Rosmarinus officinalis no sistema reprodutor e em érgdos de ratos Wistar
machos, Sa et al. (2006), administraram 1 mL do extrato aquoso de R. officinalis na
dose de 291,2 mg e 582,4 mg . kg™ de massa corporal por cinco dias. O peso corporal e
de oOrgdos, a producdo de espermatozoides e o consumo de racdo foram avaliados. Os
resultados mostraram que a administragdo da dose menor do extrato ndo alterou
significativamente o peso corporal e de 6rgdos e nem interferiu com a producdo de
gametas, 0s animais tratados com a maior dose demonstraram aumento significativo de
peso na vesicula seminal, entretanto, nenhuma outra alteragcdo significativa foi
encontrada.

A ingestdo de alecrim (Rosmarinus officinalis L.) foi investigada por seus efeitos

sobre a fertilidade em ratos adultos Sprague-Dawley machos, em niveis de 250 e 500
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mg . kg por 63 dias. A massa corporal e 0s pesos absoluto e relativo dos testiculos néo
foram afetados, mas os pesos médios dos epididimos, prostata, vesiculas seminais e
glandula prepucial diminuiram significativamente. Houve declinio na espermatogénese
em decorréncia de diminui¢cdo no numero de espermatdcitos e espermatides no grupo
tratado (500 mg . kg?), atribuido a um decréscimo significativo nos niveis de
testosterona. Além disso, nas fémeas, o tratamento aumentou acentuadamente o nimero
de reabsorcdes fetais em ratas emprenhadas pelos machos do grupo 500 mg . kg™,
reduzindo assim a sua fertilidade (NUSIER et al., 2007).

Outro estudo com o objetivo de verificar os efeitos do extrato de Rosmarinus
como contraceptivo em ratos machos utilizou 30 animais divididos em trés grupos: um
grupo controle que recebeu &gua destilada, um grupo que recebeu 250 mg . kg™ do
extrato e outro grupo que recebeu a dose de 500 mg . kg™, ambos administrados pela via
oral e durante trés meses. A menor dose (250 mg . kg™*) apresentou pouco efeito sobre a
histologia das células germinativas testiculares. J& a dose maior provocou: compactagdo
da maioria dos tabulos seminiferos; membrana basal enrugada; a maioria dos tabulos
ndo revelaram nenhuma célula tipica de espermatogénese; espermatides jovens
apareceram polimorficas e diminuicdo do nimero de espermatides maduras em
comparagao ao grupo controle. Desta forma, os autores caracterizam a maior dose como
potencial causadora de infertilidade, mas ressalvam a importancia do isolamento do
componente ativo responsavel por esta acdo, bem como seu mecanismo de acdo (EL-
DIN etal., 2012).

3.2 Avaliacdo Toxicoldgica

A legislacdo brasileira e internacional exige que fitoterapicos e farmacos sejam
produzidos ou disponibilizados no mercado para consumo somente apos a avaliagdo
rigorosa de suas caracteristicas. Para tal, devem ser realizados testes que determinem
suas atividades toxicologicas e o seu potencial mutagénico (SILVA et al., 2003).

Os principais protocolos a serem realizados s@o os emitidos pela Europa através
da Organization for Economic Cooperation and Development (OECD), pelos Estados
Unidos da América através do Food and Drug Administration (FDA), ou ainda, Canada,
Asia e Japdo (SILVA et al., 2003).
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No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) é o 6rgédo
regulador para registro de medicamentos fitoterpicos de uso humano e prevé a
realizacdo de estudos de toxicidade pré-clinica. O guia emitido por esse 6rgao tem por
objetivo indicar métodos padronizados para os estudos de toxicologia pré-clinica para
fitoterapicos incluindo toxicidade aguda, toxicidade de doses repetidas (longa duragéo),
e avaliacdo toxicologica de medicamentos fitoterapicos de uso topico. Os ensaios de
toxicidade reprodutiva estdo previstos quando o medicamento for indicado para
administracao de longa duracgdo ou para gestantes (ANVISA, 2004).

O Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA), 6rgéao
responsavel pelo registro de medicamentos para uso veterinario, apresenta as mesmas
exigéncias quanto a avaliacdo toxicoldgica previsto em suas normativas Decreto 5.053
de 2004 e Portaria 54 de 1999.

3.2.1 Testes sobre toxicidade reprodutiva

A avaliacdo da Toxicologia Reprodutiva compreende um estudo complexo.
Entende-se por reproducdo o processo bioldgico que assegura a continuidade das
especies, possibilitando que o material genético existente seja passado as geracOes
seguintes. Assim sendo, o ciclo reprodutivo ndo versa apenas na concepgéo, prenhez e
nascimento, mas tem inicio com a producdo de gametas nos genitores (no periodo pré-
natal), continuando pela fertilizacdo e desenvolvimento embrionério e fetal, nascimento
e desenvolvimento poOs-natal até a maturidade sexual, quando o descendente adulto
torna-se capaz de procriar (MELLO, 2007).

Os agentes quimicos podem afetar o ciclo reprodutivo 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, os 6rgdos
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 (ZENICK e KLEGG, 1989). Desta forma
0s estudos de toxicidade reprodutiva devem ser igualmente abrangentes para que se
possam detectar diferentes tipos de agravos nas diferentes fases do ciclo reprodutivo
(LEMONICA, 2001).
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Exposi¢do pré-natal e pds-natal a produtos tdxicos podem produzir mudancas
que ndo podem ser previstas a partir dos efeitos observados em adultos, e esses efeitos
sd0 muitas vezes irreversiveis. Resultados adversos no desenvolvimento, em ambos os
sexos podem resultar de exposicédo a agentes toxicos no Utero ou no leite (EPA, 1996).

Assim, os estudos de toxicidade reprodutiva adaptados de normas da
Environmental Protection Agency (EPA), recomendados por OECD e FDA, e a serem
realizados durante a execucao deste projeto, abrangem trés segmentos:

e Segmento I “Toxicidade cronica e reprodutiva” onde ¢é realizada a avaliagdo de
efeitos sobre a fertilidade de machos e fémeas antes e durante o acasalamento.

e Segmento II “Toxicidade pré-natal — estudo de teratogenicidade”, com
exposicdo da progénie durante a fase de organogénese.

e Segmento III “Toxicidade peri e pds-natal” onde sdo avaliados os efeitos sobre o
desenvolvimento pré e pds-natal de progénies expostas durante as fases de

desenvolvimento fetal e lactacéo.

Para estudos de toxicologia, frequentemente utilizam-se ratos Wistar, uma
linhagem de ratos albinos. Sdo preconizados por serem animais doceis e por possuirem
excelente desempenho reprodutivo. Os machos atingem a maturidade sexual logo apds a
puberdade (entre 60 e 75 dias de vida), sua fertilidade maxima encontra-se entre 100 e
300 dias, e a senescéncia reprodutiva ocorre aproximadamente aos 360 dias de idade
(EBISUI et al., 2009).

A melhor maneira para revelar efeitos reprodutivos induzidos por xenobioticos é
investigar todos os pardmetros possiveis. Ha varios anos os investigadores monitoram,
com maior assiduidade, o comportamento animal quando se estudam os efeitos
reprodutivos de substancias exdgenas (CHAHOUD e FAQI, 1998; FAQI et al., 1998).

Durante as avaliagdes toxicoldgicas, é necessario proceder algumas analises
comportamentais dos animais testados (BENNET]I, 2005). A atividade de acasalamento
entre ratas no periodo de estro e machos sexualmente experientes tem a finalidade de
testar o comportamento sexual masculino (CHAHOUD e FAQI, 1998), ja o
comportamento da rata lactante com sua ninhada objetiva garantir o bem-estar e atestar
que as manipulacbes inofensivas e 0s estimulos estressores ndo estdo induzindo
alteracdes enddcrinas e comportamentais na idade adulta, ja que estes efeitos poderiam
ser associados ao comportamento maternal, em que a mae estimula com mais frequéncia
e intensidade seus filhotes (BENNET]I, 2005).
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O desenvolvimento das fungdes sensoriais nos filhotes ocorre segundo uma
sequéncia na seguinte ordem para todos os vertebrados: tatil, vestibular, auditiva e
visual. A funcao vestibular pode ser demonstrada com testes de reflexos. Ja no 2° dia o
neonato é capaz de exercer o reflexo de orientacdo dorso ventral, embora se torne mais
evidente com a idade. Os filhotes, com o passar do tempo, desenvolvem estratégias para
a reorientacdo dorso ventral a fim de facilitar o seu desempenho (WHISHAW e KOLB,
2005).

Em ratos, o equivalente ao terceiro trimestre gestacional humano ocorre ap6s o
nascimento, ou seja, o periodo po6s-organogénese é extrauterino, sendo os 7-10
primeiros dias de vida pds-natal o periodo que representa 0 maior crescimento neuronal
(WEINBERG et al., 2008).

Individuos expostos durante periodos criticos de desenvolvimento sdo mais
vulneraveis a acdo de substancias quimicas em funcdo de menor capacidade metabdlica
e excretora e da auséncia de muitos mecanismos de retroalimentagdo do sistema
enddcrino (ZENICK e KLEGG, 1989). Cada um dos sistemas em formacdo apresenta
um periodo critico especifico em que encontram-se mais suscetivel ao agente e quanto
maior for este periodo, maior também sera a suscetibilidade (BERNARDI, 2014). Os
periodos criticos do desenvolvimento do rato estéo ilustrados na Figura 3.

Dias de gestacéo Dias de
lactacdo
1-5 6789101112131415161718192021 1 - 21
pos-natal
Implantacéo Organogénese Desenvolvimento fetal | Neonatal
Olho
Divisdo do zigoto Cérebro Maturacdo e diferenciagdo do cérebro

Implantacdo ~ .
p Q Coragao e arcos aorticos

Formacdo do

blastocisto Esqueleto axial

Palato

Sistema urogenital
[

Figura 3. Periodos de desenvolvimento dos diferentes 6rgdos e sistemas do rato. Adaptado de
Bernardi, 2014.
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4 METODOLOGIA E RESULTADOS

O presente estudo apresenta os métodos utilizados e os resultados obtidos na
forma de artigos. Foram escritos trés artigos conforme descrito a seguir:

ARTIGO I - Efeitos da exposicdo fetal e lactacional ao 6leo essencial de alecrim
e 1,8 cineol no desenvolvimento e reproducéo de ratos descendentes.

ARTIGO Il — Avaliacéo dos efeitos do 6leo essencial de Rosmarinus officinalis
e 1,8 cineol na reproducéo utilizando testes de fertilidade em ratos Wistar.

ARTIGO Ill - Avaliacédo dos efeitos do 0leo essencial de alecrim e seu composto

majoritario (1,8 cineol) sobre a fertilidade de ratas e morfologia 6ssea dos fetos.
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CAPITULO 111

ARTIGO 1

ARTIGO 1. EFEITOS DA EXPOSICAO FETAL E LACTACIONAL AO OLEO
ESSENCIAL DE ALECRIM E 1,8 CINEOL NO DESENVOLVIMENTO E
REPRODUCAO DA PROLE DE RATOS

EFFECTS OF FETAL AND LACTATIONAL EXPOSURE TO ROSEMARY
ESSENTIAL OIL AND 1,8 CINEOLE ON DEVELOPMENT AND
REPRODUCTION IN RATS OFFSPRING

Luciana Dalazen dos Santos®*, Luiz Carlos Klein-Janior®, Andrea dos Santos Dantas?,
Marina Paula Lorenzett®, David Driemeier®?, Priscila Ramires da Silva®, Fernanda
Bastos de Mello®, Jodo Roberto Braga de Mello®®.

% Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncias Veterinarias, UFRGS, Porto Alegre, RS,
Brasil

® Laboratério de Produtos Naturais/Fitoquimica — Farmacologia e Toxicologia
Veterinaria, Departamento de Farmacologia, UFRGS, Porto Alegre, RS, Brasil

° Laboratério de Farmacognosia e Controle de Qualidade de Fitomedicamentos,
Faculdade de Farmécia, UFRGS, Porto Alegre, RS, Brasil

¢ Laboratério de Patologia Veterinaria, Faculdade de Veterinaria, UFRGS, Porto Alegre,
RS, Brasil

* Autor para correspondéncia: Luciana Dalazen dos Santos; Rua Sarmento Leite, 500,
CEP 90050-170, Porto Alegre, RS, Brasil; lu_dalazen@hotmail.com

RESUMO - O o6leo essencial do alecrim vem sendo alvo de estudos pelas suas
propriedades anti-inflamatdria, antimicrobiana e antioxidante. Um dos compostos desse
oleo, o 1,8 cineol, também chama a atencdo pelos beneficios para a memodria e
neuroprotecdo. Durante a gestacdo os fetos estdo suscetiveis as substancias ingeridas
pela fémea gestante podendo levar ao aparecimento de alteracBes toxicas na prole.
Dessa maneira, nesse estudo foram investigados os efeitos do éleo essencial de alecrim
(OEA) e seu composto majoritario (1,8-cineol) na prole de ratos Wistar a partir da
exposicdo materna. Ratos adultos machos foram tratados 70 dias antes e durante o
acasalamento, e as fémeas, 14 dias antes do acasalamento e nos 21 dias de
acasalamento, gestacdo e lactacdo. Machos e fémeas foram acasalados e a progénie
dividida em cinco grupos experimentais de acordo com o tratamento dos pais em: CN
(controle negativo — Tween 80), C3 (OEA 300 mg.kg™), C6 (OEA 600 mg.kg™), C12
(OEA 1200 mg.kg™) e CE (1,8 cineol 134,55 mg.kg™). A progénie foi avaliada através
do comportamento e sinais de toxicidade materna, parametros reprodutivos e
comportamentos em campo aberto e sexual, peso e histologia de oOrgdos e
desenvolvimento fisico e geral. Ndo foram observados sinais de toxicidade materna. No
PPD 2 os animais dos grupos C6 (27,8s) e C12 (28,73s) levaram mais tempo para
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concluir o reflexo de endireitamento em superficie, o que também ocorreu para 0s
animais do grupo C6 (12,27s) no PPD4. Os animais do grupo C6 (19,45s) e C12
(20,70s) também tiveram aumento do tempo no reflexo de geotaxia no PPD2. O grupo
C3 demonstrou maior comportamento exploratorio no teste de campo aberto, com
aumento da frequéncia de entrada (14,73) no centro e diminui¢do de grooming (0,54)
quando comparados ao grupo controle. Houve aumento da testosterona sérica (7,98
ng/mL) e do nimero de espermatozoides (624,37 x 10° na prole do grupo CE. Os
resultados sugerem que a exposicdo maternal ao 6leo essencial de alecrim altera 0s
reflexos nos primeiros dias pos-natal da prole e causa alteragdo no comportamento
exploratorio na menor dose e ainda, que o 1,8 cineol altera pardmetros reprodutivos
através da hipersecrecdo de testosterona e aumento do niumero de espermatozoides.

Palavras chave: Alecrim. Oleo essencial. Reproducéo.

ABSTRACT - Rosemary essential oil has been studied for its anti-inflammatory,
antimicrobial and antioxidant properties. One of the compounds of this oil, 1,8 cineol,
also draws attention to the benefits to memory and neuroprotection. During pregnancy
the fetuses are susceptible to the substances ingested by the pregnant female and may
lead to the appearance of toxic changes in the offspring. Thus, in this study, the effects
of rosemary essential oil (OEA) and its major compound (1,8-cineol) on offspring of
Wistar rats were investigated from maternal exposure. Male adult rats were treated 70
days before and during mating, and females, 14 days before mating and during 21 days
of mating, gestation and lactation. Males and females were mated and the progeny
divided into five experimental groups according to parental treatment in: NC (negative
control - Tween 80), C3 (REO 300 mg.kg™), C6 (REO 600 mg.kg™), C12 (REO 1200
mg.kg™) e CE (1,8 cineol 134,55 mg.kg™). Progeny were evaluated through maternal
behavior and signs of toxicity, Reproductive parameters and behaviors in the open and
sexual field, organ weight and histology, and physical and general development. No
signs of maternal toxicity were observed. In PPD 2 the animals of groups C6 (27,8s)
and C12 (28,73s) took longer to complete the surface righting reflex, which also
occurred for the animals of the C6 group (12,27s) in PPD4. The animals of group C6
(19,45s) and C12 (20,70s) also had increased time in the geotaxia reflex in PPD2 . The
C3 group showed higher exploratory behavior in the open field test, with an increase in
the entrance frequency in the center (14,73) and a decrease in grooming (0,54), when
compared to the control group. There was an increase in serum testosterone (7,98 ng /
mL) and the number of spermatozoa (624.37 x 10° for the CE group. The results
suggest that maternal exposure to essential oil of rosemary alters the reflexes in the first
postnatal days of offspring and causes alteration in the exploratory behavior at the
lowest dose and still, that 1,8 cineol changes reproductive parameters through
hypersecretion of testosterone and increase in the number of spermatozoa.

Key words: Rosemary. Essential oil. Reproduction.
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1. INTRODUCAO

O Rosmarinus officinalis L., comumente conhecido como alecrim, é uma planta
pertencente a familia Lamiacea, nativa da regido Mediterranea e amplamente distribuida
pelo mundo todo. Seu uso medicinal ¢ referido na literatura etnofarmacologica, que cita
0 emprego de suas folhas na medicina tradicional de varios paises na forma de infusao,
especialmente nos casos de méa digestdo, gases no aparelho digestivo, dor de cabeca,
dismenorreia, fraqueza e baixa capacidade de memorizacdo. As folhas, flores e frutos
secos formam também uma excelente mistura para uso na culinria (ULBRICHT et al.,
2010). Ha muito tempo, o bleo essencial e seus constituintes sdo estudados pelas suas
propriedades terapéuticas, tal qual, o estimulo a atividade locomotora (KOVAR et al.,
1987), capacidade antioxidante, antimicrobiana (GAKAR et al. 2007; IRKIN et al.
2011; SIENKIEWICZ et al.,, 2013; BAN et al., 2016; WALLER et al., 2016) e
antidiabetogénica (BAKIREL, et al., 2008). Recentemente, 0s estudos se concentram
com importante relevancia nos efeitos do O&leo essencial e seus compostos,
especialmente o 1,8 cineol, no sistema nervoso central com agdo neuroprotetora
(MANNELLI et al., 2016) ansiolitica e antidepressiva (SASAKI et al., 2013; FERLEMI
etal., 2015).

A exposicdo pré-natal (uterina) e pds-natal (através do leite materno), a
xenobidticos, pode produzir alteracbes muitas vezes irreversiveis no desenvolvimento,
em ambos o0s sexos (EPA, 1996). O feto é especialmente vulneravel a danos em virtude
da exposicdo a compostos quimicos que atravessam a placenta e/ou a barreira cerebral
ainda imatura, além disso, durante o seu desenvolvimento existem periodos que sdo
criticos para a evolugdo normal (RICE & BARRONE, 2000; COSTA et al., 2004). E
provavel que metabdlitos de 6leos essenciais atravessem a placenta devido ao intimo
(mas ndo direto) contato entre o sangue materno e embrionario ou fetal. Substancias
lipofilicas podem migrar por difusdo passiva entre estas duas circulacdes e atingir niveis
equivalentes entre o0 sangue materno e fetal, sdo biotransformadas em compostos polares
e podem se acumular no concepto (BURFIELD, 2000). Lemonica et al. (1996) sugerem
que o extrato de alecrim pode apresentar um efeito anti-implantacdo, sem interferir com
o desenvolvimento normal do feto, apds o implante. Outros estudos ainda relatam a
interferéncia do dleo essencial no sistema reprodutor de ratos machos adultos (SA et al.,
2006; NUSIER et al., 2007; EL-DIN et al., 2012). Porém, as informacdes a respeito dos
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efeitos deste 6leo no desenvolvimento reprodutivo e comportamental de ratos expostos
durante os periodos peri e pds-natal ainda sdo escassas.

Consequentemente, neste estudo foram investigados os efeitos do 6leo essencial
de alecrim (OEA) e seu composto majoritario (1,8-cineol) na prole de ratos Wistar a
partir da exposicdo materna. A prole teve seu acompanhamento de desenvolvimento
corporal, reprodutivo e comportamental e as fémeas o comportamento materno. Dessa
forma, foi possivel avaliar se a exposicao durante este periodo tem efeito significativo

no desenvolvimento normal esperado durante essa fase.

2. MATERIAIS E METODOS

Insumos

Foi utilizado 6leo essencial de alecrim (OEA) comercial, adquirido da empresa
Ferquima Indudstria e Comércio Ltda (Séo Paulo, Brasil), com certificacdo de qualidade.
A andlise qualitativa e quantitativa do 6leo foi realizada no laboratério do Instituto de
Qimica da UFRGS, Porto Alegre/RS, por cromatografia gasosa com detector de massas,
injetor split/splitless, GC/MS Shimadzu QP-5050A. Fazem parte dos demais insumos
obtidos para o estudo, o 1,8-cineol (Sigma, Solon, OH, USA) e Kits de testosterona
total (IBL International GmbH, Hamburg, Germany).

Animais, protocolo experimental e tratamentos

Todos os procedimentos utilizando animais foram aprovados pela Comisséo de
Etica no Uso de Animais/UFRGS, Porto Alegre, RS, niimero 26988.

Para avaliar os efeitos do 6éleo essencial de alecrim e seu composto majoritario
(1,8-cineol) no comportamento e desenvolvimento corporal e sexual de ratos Wistar,
foram utilizados 50 machos e 125 fémeas nuliparas, provenientes do Centro de
Reprodugéo e Experimentacdo de Animais de Laboratorio (CREAL) da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), acasalados em uma proporcao de trés fémas
para cada macho. O inicio da gestacdo (GDO0) foi constatado através de esfregaco
vaginal contendo espermatozoides. O 6leo essencial de alecrim e o 1,8-cineol foram
administrados para 0s progenitores (machos e fémeas) uma vez ao dia, via oral
(gavagem) em um volume de 1mL/100g de peso corporal. Machos foram tratados 70
dias antes e durante o acasalamento e as fémeas 14 dias antes do acasalamento e nos 21

dias de acasalamento, gestacdo e lactacdo. As doses do 6leo essencial de Rosmarinus
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officinalis foram estabelecidas de acordo com estudos prévios de atividade
antimicrobiana in vitro realizados por Santin (2013). A progénie foi dividida em cinco
grupos experimentais de acordo com o tratamento dos pais:

Grupo | — Controle negativo, descendentes de fémeas e machos tratados com o veiculo
da preparacéo da solucéo de tratamento, Tween 80 (3%).

Grupo Il — Composto majoritario (134,55 mg.kg™), descendentes de fémeas e machos
tratados com solucdo de 1,8 cineolna concentracdo 44,85% (proporcional a quantidade
do composto na solucdo de 6leo essencial 12%).

Grupo 111 — Dose 1 (300 mg.kg™), descendentes de fémeas e machos tratados com 6leo
essencial de alecrim 3% em emuls&o contendo Tween 3%.

Grupo 1V — Dose 2 (600 mg.kg™), descendentes de fémeas e machos tratados com 6leo
essencial 6% em emulséo contendo Tween 3%.

Grupo V — Dose 3 (1.200 mg.kg™), descendentes de fémeas e machos tratados com 6leo
essencial 12% em emulsdo contendo Tween 3%.

Durante todo o periodo experimental, os animais foram mantidos em biotério
sob condi¢Bes constante de umidade (50% =+ 5), temperatura (21°C + 2), ciclo de luz
claro/escuro de 12h e alimentados com ragdo comercial (Nuvital CR 1, Nuvital,
Colombo, PR) e agua ad libitum.

Avaliacdo do comportamento materno

O comportamento materno foi avaliado com adaptacdes de Arrati et al. (2006),
Champagne et al. (2003), Pereira e Ferreira (2006), Souza et al. (2010) e Souza et al.
(2012) nos dia 1, 5 e 10 pos-natal, durante o ciclo claro e antes do tratamento das mées.
A rata lactante foi removida da sua caixa moradia e o ninho foi destruido. Os filhotes
foram aleatoriamente distribuidos no lado oposto ao ninho desfeito e apés 1 minuto a
fémea foi recolocada na caixa. O comportamento foi filmado em camera digital durante
25 minutos, e os seguintes parametros foram avaliados: tempo da mée envolvida em
lamber os filhotes; tempo dispensado na construgdo do ninho; qualidade do ninho
(escore de 0 a 3, onde 0 = auséncia de ninho; 1 = ninho pobre no qual ndo foi usado
todo o material disponivel; 2 = ninho com paredes; 3 = ninho ecxelente com uso de todo

o material disponivel) e tempo dispensado na amamentacao e cuidados com a progénie.
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Avaliacéo da prole

No primeiro dia pés-natal (PND1) os filhotes foram contados, sexados e
selecionados, aleatoriamente, oito filhotes por fémeas, sempre mantendo a mesma
propor¢do de machos e fémeas, quando possivel. Foi mensurado o peso dos filhotes
individualmente nos dias PND7, 14, 21, 28, 35, 42 e 49. Cada filhote foi avaliado
quanto ao desenvolvimento fisico geral como recomenda OECD 416 (OECD, 2001)
para as seguintes caracteristicas: dia do aparecimento da penugem, dia do descolamento
dos pavilhdes auriculares, dia do desenvolvimento do pelo, dia da erup¢do dos dentes
incisivos, dia da abertura dos olhos, dia da descida dos testiculos e o dia da separacao
prepucial.

Separacdo prepucial

Para determinar a idade a puberdade, foi avaliada a separacdo balanoprepucial,
que consiste na separacdo da membrana prepucial e externalizacdo da glande do pénis
(KORENBROT et al., 1977). Este procedimento foi iniciado no PND33 e continuado,
uma vez ao dia até a constatacdo da separacdo balanoprepucial através da

cuidadosamanipulagéo do tecido.

Desenvolvimento fisico geral

Os reflexos dos filhotes foram avaliados individualmente e de acordo com
adaptacdes de Castro et al. (2000) e Castro (2006). Do PND2 ao PND5 foi avaliado o
Reflexo de Endireitamento, onde cada animal foi colocado em decubito dorsal e
cronometrado o tempo gasto para ele voltar ao decubito ventral. Do PND7 ao PND10
foi avaliada a Geotaxia Negativa, onde o animal foi colocado com as quatro patas em
um plano inclinado de 30°, com a cabeca voltada para o lado mais baixo e
cronometrado o tempo até o animal reorientar o corpo com um giro de 180°. Do PND14
ao PND17, os animais foram seguros pel cauda e encorajados a agarrar-se com o0s dois
membros anteriores em uma barra cilindrica, ficando suspensos; foi cronometrado o
tempo que o animal conseguiu ficar suspenso, avaliando assim, a Resposta de Agarrar.

O desmame foi realizado no PND21 e, no PND65 um macho e uma fémea de
cada ninhada foram selecionados aleatoriamente e eutanasiados para a avaliacdo da
histologia e peso de 6rgdos.
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Peso e histologia dos 6rgaos

Dos machos e fémeas, no PND65, foram coletados rins, figado, baco e coragéo,
com vistas a avaliacdo de possiveis alteragdes macroscopicas. A massa de cada 6rgédo
foi mensurada e relacionada com a massa corporal do individuo. Dos Orgaos sexuais
masculinos, passaram pelo mesmo procedimento: testiculos, epididimos, ductos
deferentes, prostata e vesicula seminal, esta Gltima foi drenada antes da pesagem. Dos
Orgdos sexuais femininos, passaram também pelo procedimento acima descrito 0s
ovarios e o Utero. Todos 0s Orgdos, exceto um testiculo por animal, foram fixados em
solucdo de formalina tamponada. Um testiculo por grupo foi fixado em solucdo de
Bouin, tratado com &lcool, embebido em parafina e cortes de 5um foram preparados em
laminas e corados com hematoxilina eosina. Todos os 6rgdos foram examinados no
Laboratorio de Patologia Veterinaria, Departamento de Patologia e Clinica Veterinaria
da Faculdade de Veterinaria da UFRGS.

Dosagem de testosterona total

No dia da eutanasia (PND65), os machos foram anestesiados e submetidos a
celiotomia. As coletas de amostras sanguineas foram obtidas a partir de venopuncéo da
veia cava caudal sob visualizacéo direta e o0 soro, entdo, acondicionado em microtubo e
armazenado a -20°C. A testosterona foi mensurada por radioimunoensaio (ELISA, Bio-
Tek Instruments ELX800, USA) usando Kits comerciais para testosterona total (IBL

International GmbH, Hamburg, Germany).

Avaliacao espermatica

No PND 65 as contagens espermaticas foram realizadas de acordo com o que foi
previamente descrito por Piffer et al. (2009) e Robb et al. (1978). Os testiculos e
epididimos foram pesados, a tunica albuginea removida e o parénquima homogeneizado
em 5mL de solucdo salina contendo Triton 0,5%, seguindo a sonicacdo por 30s. As
amostras foram diluidas 10 vezes em solucdo salina e as espermatides maduras
resistentes foram contadas nos quatro quadrantes laterais do hemocitdmetro. Os valores
foram subsequentemente divididos por 6,1 dias para calcular a producgdo diaria de
espermatozoides. A cauda do epididimo foi cortada, homogeneizada e diluida como o
descrito para os testiculos e nessa, foram contados 0s espermatozoides nos quatro
guadrantes laterais do hemocitémetro.
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As caracteristicas morfoldgicas espermaticas (alteracbes em cabeca ou cauda do
espermatozoide) foram analisadas através de esfregaco do lavado do ducto deferente
(0,dmL) em lamina corada com eosina 2% (0,AmL). Foram analisados 200

espermatozoides por animal em microscépio optico.

Teste de comportamento em campo aberto

No PND75, um macho de cada grupo teve seu comportamento testado através do
teste de campo aberto com adaptacdes de Asano (1989). Cada animal foi colocado em
uma arena quadratica de 1m? com paredes de 50 cm de altura e base dividida em
quadrantes de 20 cm? perfazendo divisdo de 25 quadrados. O comportamento do animal
foi registrado em video durante 5 minutos. O teste foi realizado durante o ciclo claro e
foram analisadas as seguintes categorias comportamentais: frequéncia de entrada no
centro, frequéncia de entrada na periferia, permanéncia sobre as duas patas traseiras
(rearing), frequéncia de locomocéo, tempo de imobilidade, autolimpeza (grooming) e

quantidade de bolos fecais.

Teste de comportamento sexual

O teste de comportamento sexual foi realizado no PND100 com adaptacOes de
Felicio et al. (1989) e Chiavegatto et al. (1989). Quinze casais dentro de cada grupo
foram formados. As fémeas em estro foram selecionadas, mediante analise da citologia
vaginal, para o acasalamento. Os parametros avaliados foram: laténcia para a primeira
monta, laténcia para a primeira intromissao, laténcia para a primeira ejaculacdo, nimero
de intromissdes até a primeira ejaculacdo, nimero de montas incompletas até a primeira
ejaculacgdo, total de montas incompletas e intromissfes até a primeira ejaculagdo, total
de montas incompletas e intromissfes no tempo total de observacdo, laténcia para a
primeira monta ap0s a primeira ejaculacdo, numero de ejaculagdes, eficiéncia

copulatdria e indice de atividade sexual este, conforme proposto por Agmo et al. (1987).

Analise dos testes de comportamento

Todos os testes de comportamento realizados foram registrados usando camera
de video digital e analisados atraves do software Behavsoft® (patente pendente). Este
programa permite uma analise precisa do comportamento em tempos selecionados pelo
usuario, através de uma unica interface usando comandos de atalho do teclado (COSTA
etal., 2015).
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Anédlise estatistica

As varidveis em questdo foram primeiramente submetidas a teste de normalidade
(Kolmogorov-Smirnov) e teste de Bartlett para homocedasticidade. A analise estatistica
incluiu a analise de variancia de uma via (ANOVA), Kruskal-Wallis e qui-quadrado. As
variaveis quantitativas seguiram o teste de Bonferroni e as qualitativas qui-quadrado ou
Kruskal-Wallis. Todas as analises foram executadas usando Statistica 7.0 (Statsoft Inc,
Tulsa, OK, USA). Diferencas estatisticas foram consideradas significantes quando o
valor de P foi menor que 0,05. Os valores foram expressos como média e erro padrdo da
média (xEPM).

3. RESULTADOS

Anélise cromatografica do 6leo essencial de alecrim

O oleo essencial utilizado neste estudo foi adquirido de distribuidor comercial,
portanto, com o objetivo de definir os compostos majoritarios e atestar a pureza do 6leo,
foi realizada a analise cromatogréafica, demonstrando o 1,8 cineol como o composto
majoritario (44,85%) (Tabela 1).

Tabela 1. Composicdo quimica majoritaria do Oleo essencial comercial de Rosmarinus
officinalis L.

Nome do composto Porcentagem (%)
1,8-cineol 44,85
Canfora 17,21
Alfa-pineno 13,83
Beta-pineno 10,70

Comportamento materno

O comportamento materno foi avaliado através da observacdo, em video, do
comportamento da mae em relacé@o aos seus filhotes. Nao foram encontradas diferencas
significativas entre os grupos tratados e o grupo controle (P > 0,05), para: tempo da mae
envolvida em lamber os filhotes, tempo dispensado na construgdo do ninho, qualidade

do ninho e tempo dispensado na amamentacéo e cuidados com a progeénie.



42

Evolucdo da massa corporal

Os resultados de evolugdo da massa corporal da prole demonstram que néo
ocorreram diferencas estatisticamente significativas entre os grupos tratados e o grupo
controle ( P > 0,05, Figura 1).
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gura 1. Evolugdo da massa corporal (g) da progénie exposta ao Tween 80 (CN), 300 mg.kg™de
OEA (C3), 600 mg.kg™ de OEA (C6), 1200 mg.kg™ de OEA (C12) e 134,55 mg.kg™ de 1,8
cineol (CE) durante gestacdo e lactacdo. Dados expressos em média. (n= 134, 124, 142, 124 e
133 respectivamente).

Desenvolvimentos geral e sexual da progénie

Houve diferenca estatisticamente significativa para o dia da manifestacdo (P >
0,05, Tabela 1). Nao houve diferenca estatistica significativa para o dia de aparecimento
das caracteristicas sexuais da progénie exposta ao OEA e o 1,8 cineol quando

comparadas ao grupo controle (P > 0,05) (Tabela 2).

Tabela 2. Tempo médio (dias) para o aparecimento das caracteristicas de desenvolvimento geral
e sexual da progénie exposta ao Tween 80 (CN), 300 mg.kg™de OEA (C3), 600 mg.kg™ de OEA
(C6), 1200 mg.kg™ de OEA (C12) e 134,55 mg.kg™ de 1,8 cineol (CE) durante gestagio e
lactacdo. Dados expressos em dias médios £ EPM e limites inferior e superior. (n= 134, 124,
142, 124 e 133 respectivamente).

Grupos
Caracteristica CN C3 C6 C12 CE
Descolamento de 2,85 10,07 2,88+0,04 3,03+005 3,00+£004 2,73+0,05
orelhas 2-4) 2-4) (2-4) 2-4) 2-4)

Aparecimento da 518+0,04 513+0,03 506+0,02 517+0,03 513+0,03
penugem (5-6) (5-6) (5-6) (5-6) (5-6)

Continua
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Continuacédo

Grupos

Caracteristica CN C3 C6 C12 CE
Erupcéo de 10,27 +0,08 10,67 +0,08 10,65+0,10 10,61+0,10 10,41+ 0,09
incisivos (9-13) (9-14) (8-15) (9-13) (8-13)
Abertura dos olhos 14,20+ 0,11 13,87 +0,07 13,99+0,09 13,86+0,13 13,88+ 0,06

(12 - 16) (11 -15) (12 -17) (9-15) (13 -16)
Descida dos 17,30+0,22 17,18+0,24 17,29+0,24 17,73+0,18 17,60+0,23
testiculos (15-21) (15-22) (15 - 24) (15-21) (15-22)
Separacao 37,96+053 38,00+0,76 38,44+0,73 37,96+0,62 41,82+0,62
prepucial (32 -48) (28 - 47) (29 - 49) (29 - 48) (35-50)
Aberturado canal 36,46+0,78 36,61+0,48 37,30+0,53 37,06+0,60 36,13+0,56
vaginal (29 - 47) (27 -51) (31 - 46) (30 - 47) (31-44)

A figura 2 mostra as diferengas encontradas na avaliagdo do endireitamento em
superficie da progénie exposta durante a gestacdo e lactacdo a diferentes concentracdes
do OEA e seu composto majoritario (1,8 cineol). A progénie da mae que recebeu a dose
de 600 mg.kg™ do OEA(CS6) levou mais tempo para retornar ao dectbito ventral, tanto
no PND2 quanto no PND4, quando comparada ao grupo controle (P < 0,01). A progénie
da mae que recebeu 1.200 mg.kg™ de OEA(C12) apresentou aumento significativo no

tempo (P < 0,01) apenas no PND2, quando comparada ao grupo CN.

EPND2

PND3

Tempo (segundos

EPND4
HEPND5

ONPEPOOONPEOC

CN Cc3 co C12 CE

Grupos

Figura 2. Caracteristica de desenvolvimento comportamental (Endireitamento em Superficie)
(segundos) da progénie exposta ao Tween 80 (CN), 300 mg.kg™ de OEA (C3), 600 mg.kg™ de
OEA (C6), 1200 mg.kg™de OEA (C12) e 134,55 mg.kg™de 1,8 cineol (CE) nos dias pés-natal 2,
3, 4 e 5. Dados expressos em média + EPM. * Diferenca significativa (P < 0,01) em relacdo ao
grupo controle (CN). ANOVA, seguida de teste de Bonferroni. (n= 134, 124, 142, 124 e 133
respectivamente).
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A geotaxia negativa foi avaliada nos PND 7, 8, 9 e 10, demonstrando diferenca
estatisticamente significativa no PND7 para os filhotes de maes tratadas com 600
mg.kg™ de OEA (C6) (P < 0,01) e para filhotes de mées tratadas com 1.200 mg.kg™ de
OEA (C12) (P < 0,05) gquando comparados ao grupo controle (Figura 3).
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Figura 3. Caracteristica de desenvolvimento comportamental (Geotaxia Negativa) (segundos) da
progénie exposta ao Tween 80 (CN), 300 mg.kg™ de OEA (C3), 600 mg.kg™ de OEA (C6), 1200
mg.kg" de OEA (C12) e 134,55 mg.kg™ de 1,8 cineol (CE) nos dias pos-natal 7, 8, 9 e 10.
Dados expressos em média £+ EPM. * Diferenca significativa (P < 0,05), ** (P < 0,01) em
relacdo ao grupo controle (CN). ANOVA, seguida de teste de Bonferroni. (n= 134, 124, 142,
124 e 133 respectivamente).

N&o houve diferenga estatisticamente significativa entre os animais dos grupos

estudados e o grupo controle na resposta de agarrar (P > 0,05, Figura 4).
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Figura 4. Caracteristica de desenvolvimento comportamental (Resposta de Agarrar) (segundos)
da progénie exposta ao Tween 80 (CN), 300 mg.kg™ de OEA (C3), 600 mg.kg™ de OEA (C6),
1200 mg.kg™ de OEA (C12) e 134,55 mg.kg™ de 1,8 cineol (CE) nos dias pos-natal 14, 15, 16 e
17. Dados expressos em média + EPM. Diferenca ndo significativa entre os grupos, P > 0,05
(ANOVA), teste de Bonferroni. (n= 134, 124, 142, 124 e 133 respectivamente).
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Pesos de 0rgaos

N&o houve diferenca significativa para nenhum 6rgao, de machos (P > 0,05)
(Tabela 3) e fémeas (P > 0,05) (Tabela 4), entre a progénie exposta durante a gestacdo e
lactacdo a diferentes concentracfes do OEA e seu composto majoritario (1,8 cineol) e 0

grupo controle.

Tabela 3. Peso relativo dos 6rgdos [(massa do 6rgdo em relagcdo a massa corporal) x 100] dos
machos puberes expostos via Utero e lactacdo ao Tween 80 (CN), 300 mg.kg™ de OEA (C3),
600 mg.kg™ de OEA (C6), 1200 mg.kg™ de OEA (C12) e 134,55 mg.kg™ de 1,8 cineol (CE). Os
dados sdo média + EPM.(n=15/grupo).

Grupos
Peso relativo CN C3 C6 C12 CE

%
Coracéo 0,31+0,01 030+0,01 0,29+0,01 0,30%£0,01 0,29+0,01
Baco 0,30+0,02 030+0,01 0,29+0,01 0,27+0,01 0,29+£0,01
Figado 410+0,11 442+0,23 450017 4,46+014 432+0,24
Rim direito 0,39+0,01 039%£0,01 1038%0,01 038%£0,01 0,38+0,02
Testiculo 053+£001 049001 050+001 050+0,01 0,51+0,02
direito
Testiculo 054+£002 050+001 050+001 050+0,01 0,51+0,02
esquerdo
Epididimo 0,10+0,01 0,10+0,004 0,10+0,004 0,10+0,004 0,10+0,01
direito
Epididimo 0,10+£0,01 0,10+0,005 0,10+0,001 0,100,005 0,10+ 0,005
esquerdo
Prostata 0,07+0,01 0,07+0,01 0,06+0,006 0,060,004 0,060,004
Vesicula 0,11+0,01 0,12+0,01 0,12+0,01 0,12+0,01 0,13+0,01
seminal

Tabela 4. Peso relativo dos érgdos [(massa do 6rgdo em relagdo a massa corporal) x 100] das
fémeas puberes expostas via Utero e lactagdo ao Tween 80 (CN), 300 mg.kg™ de OEA (C3), 600
mg.kg” de OEA (C6), 1200 mg.kg™ de OEA (C12) e 134,55 mg.kg™ de 1,8 cineol (CE). Os
dados sdo média + EPM. (n=15/grupo).

Grupos
Peso relativo % CN C3 C6 C12 CE
Coragdo 031+001 032+0,01 032+001 030+0,01 0,31+0,01
Baco 0,33+0,01 033+0,01 0,32+0,02 0,32+0,01 0,31+0,01
Figado 407+0,14 418+0,12 446+011 4,02+0,07 4,01+0,07
Rim direito 0,39+0,01 042+0,02 0414001 0,39+0,01 0,38+0,01
Rim esquerdo 036+001 036+002 040+001 0,36+001 0,37+0,01

Ovério direito

0,03 +0,003 0,02+0,001 0,03+0,002 0,03+0,002 0,03+0,003

Continua
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Continuacédo

Grupos
1 0,
Peso relativo % CN 3 c6 c12 CE
Utero 0,19+0,01 0,18+0,02 0,22+0,02 0,16+0,01 0,17+0,01

Analise Histologica
Os machos e as fémeas expostos durante o periodo gestacional e lactacional ao
OEA e composto majoritario, 1,8 cineol ndo apresentaram sinais de hepatotoxicidade na

analise histologica, tampouco qualquer outra alteracdo para 0s outros 6rgaos avaliados.

indices de fertilidade de machos puberes

A exposicdo de machos durante os periodos gestacional e lactacional ao
composto majoritario (1,8 cineol) do OEA, aumentou 0 numero de espermatozoides (P
< 0,01) e a testosterona sérica dos animais (P < 0,05). Para os demais indices, ndo foi
encontrada diferenca estatistica significativa (Tabela 5).

Tabela 5. indices de fertilidade dos machos plberes expostos via Utero e lactagdo ao Tween 80
(CN), 300 mg.kg™ de OEA (C3), 600 mg.kg™ de OEA (C6), 1200 mg.kg™ de OEA (C12) e
134,55 mg.kg™ de 1,8 cineol (CE). Os dados sdo média + EPM ou percentual. (n=15/grupo).

Grupos

CN C3 Cé C12 CE
Producdo diéria de 77,7977 70,57 £12,0 73,55+ 13,5 56,24 +£12,8 108,00 + 7,7
espermatozoides (x
10°)
NUmero de 31545+62,5 35850+59,6 368,18 +62,8 208,85 + 23,6 624,37 £ 96,8**
espermatozoides (x
10°)
Espermatozoides 10,8 + 3,86 17,7+7,02 11,80 +£4,48 17,10 £5,03 12,55 +5,21
anormais (%)
Testosterona sérica 4,02 +0,62 5,64 +114 7,08 + 0,55 6,99 +0,72 7,98 +0,36*

(ng/ml)

** (P < 0,01) *(P < 0,05) em relagdo ao grupo controle (CN), qui-quadrado ou ANOVA,
seguida de teste de Bonferroni.
Campo aberto

Os machos, filhos de mées que receberam 300 mg.kg™ de OEA, durante a
gestacdo e lactacdo, apresentaram aumento da frequéncia de entrada no centro, quando
confrontados ao grupo CN (P < 0,05), ainda para este mesmo grupo, 0 numero de

autolimpezas foi inferior quando comparado ao grupo CN (P < 0,01). Para as demais
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variaveis comportamentais observadas no campo aberto, ndo houve diferenca estatistica

significativa entre os grupos tratados e o controle (P > 0,05) (Tabela 6).

Tabela 6. Comportamento em campo aberto de machos expostos via Utero e lactacdo ao Tween
80 (CN), 300 mg.kg™ de OEA (C3), 600 mg.kg™ de OEA (C6), 1200 mg.kg™ de OEA (C12) e
134,55 mg.kg™ de 1,8 cineol (CE). Os dados sdo média + EPM. (n=15/grupo).

Grupos
Comportamento CN C3 C6 C12 CE
Frequéncia de 445+141 14,73+ 2,07 10,64 +2,78 9,75+ 3,01 45+1,50
entrada no centro
Frequéncia de 76,73+7,21 92,64+1050 8573+8,02 97,25+443 85,5+ 10,76
entrada na
periferia
Rearing 19,64 + 1,97 28,09 + 2,96 23,73+ 3,05 20,00+ 2,00 16,75 + 3,09
(frequéncia)
Tempo (s) de 209,62 £4,90 23529+1566 226,10+6,22 230,10+8,46 218,25+10,18
Imobilidade
Grooming 2,73+£0,74 0,54 £ 0,25** 1,45+ 0,39 0,83 +£0,37 1,00+£0,71
Bolos fecais 2,73+0,80 2,91+0,70 1,45+ 0,53 3,00 £ 0,56 3,25+1,25
(quantidade)

* (P < 0,05) ** (P < 0,01) em relagdo ao grupo controle (CN). ANOVA, seguida de teste de
Bonferroni.

Comportamento sexual

O tratamento de méaes com 300 mg.kg™® de OEA conduziu, nos filhotes, ao
maior nimero de montas incompletas, ao maior nimero de montas incompletas e
intromissdes até a primeira ejaculacdo, ao maior numero de montas incompletas e
intromissBes nos primeiros 30 minutos e & diminuicdo da eficiéncia copulatéria (P <
0,01) (Tabela 7).

Tabela 7. Parametros do comportamento sexual de machos expostos via Utero e lactacdo ao
Tween 80 (CN), 300 mg.kg™ de OEA (C3), 600 mg.kg™ de OEA (C6), 1200 mg.kg™ de OEA
(C12) e 134,55 mg.kg™ de 1,8 cineol (CE). Os dados s&o média + EPM. (n= 15 /grupo)

Grupos
Parémetros CN C3 C6 C12 CE
Laténcia para 12 1,04 £ 0,37 1,06 + 0,15 0,99 £0,35 0,73+0,21  1,07+0,16
monta (min)
Laténcia para 12 1,78 £ 0,75 1,04 £ 0,25 1,83+0,53 133+0,22 123+0,94
intromissdo
(min)

Laténciaparal? 13,37 +1,85 15,40 £1,81 1445+241 1484+182 14,18+154
ejaculagdo (min)
Continua
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Continuacéo

Grupos
Parametros CN c3 C6 c12 CE
N° de montas 300£082 2533632 786:192 583182 650050

incompletas até a

12 ejaculacdo

Total de montas 20,67 +2,20 49,67 +7,13** 31,00+4,44 28,67+3,95 31,00+1,00
incompletas e

intromissdes até

a 12 ejaculacéo

Total de montas 38,33+4,90 77,83+10,26** 49,71+540 50,00+3,99 44,50+250
incompletas e

intromissdes nos

30 min.

Laténcia para a 4,74 £ 0,22 3,92+0,32 396+0,14 421+062 3,88+0,96
12 intromisséo

apos a 12

ejaculacdo (min.)

N° de 2,17+0,31 1,55+ 0,22 2,17+£0,40 2,00£0,37 1,80+0,20
ejaculagdes

Eficiéncia 85,40+3,96 48,56+8,31** 73,04+6,66 81,02+4,94 84,11+4,61
copulatoria (%)

indice de 13,48 £ 0,75 15,72 £ 0,62 14,65+ 0,53 14,53+0,43 15,27 +0,69
atividade sexual

** P < 0,01 qui-quadrado ou ANOVA, seguida de teste de Bonferroni.

4. DISCUSSAO

Os principais constituintes do Rosmarinus officinalis L., como 0s monoterpenos,
diterpenos, flavonoides, constituintes fendlicos e suas interacBes, sdo 0s principais
responsaveis pelas numerosas atividades bioldgicas ja descritas para essa planta
(HANSON, 2016). Neste estudo, 0os compostos encontrados para o 6leo essencial e suas
porcentagens foram, respectivamente, o 1,8 cineol — 44,85%, a canfora — 17,21%, alfa-
pineno — 13,83% e beta-pineno — 10,70%, confirmando a prevaléncia de monoterpenos,
assim como para Okoh et al. (2010). A fracdo do 1,8 cineol no Rosmarinus officinalis
pode variar entre 12 e 47% (VICENZI et al., 2002). Muitas propriedades terapéuticas
sdo atribuidas a este monoterpeno, e em particular podem ser citados o seu uso em
doencas respiratorias (JUERGENS et al., 2003) e mais recentemente, na neuroprotecdo
(MANNELLLI et al., 2016). Os constituintes do 6leo de alecrim utilizado neste estudo
apresentaram composi¢do muito semelhante ao 6leo adquirido pelo mesmo fornecedor,
em estudo anterior como promissor para o tratamento da esporotricose (WALLER et al.,
2016).

Exposi¢des tdxicas pré-natais e perinatais tém sido associadas a efeitos que
podem se desenvolver na prole (BRUIN et al., 2010), destacando-se por exemplo,
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alteracbes comportamentais causadas pela exposicdo ao bisfenol A (BOUDALIA et al.,
2014), alteracdo hormonal e comportamental em ratos Wistar machos causadas pela
exposicdo ao glifosato (ROMANO et al., 2012). Dessa forma, o foco deste estudo foi
verificar os efeitos do 6leo essencial de alecrim e do 1,8 cineol, seu composto
majoritario, no desenvolvimento geral e reprodutivo da prole exposta durante o periodo
peri e pés-natal (lactagdo).

Nosso estudo demonstrou que a exposicdo gestacional e lactacional ao composto
majoritario do OEA afetou tanto a producdo de testosterona quanto o numero de
espermatozoides nos ratos descendentes. A exposicdo da progénie ao 1,8 cineol
compreendeu um periodo critico da organizacdo das a¢cdes de hormdnios gonadais na
diferenciacdo sexual no cérebro e consequente definicdo do sexo gonadal
(MACLUSKY et al., 1981). A producdo espermatica apresenta relacdo direta com 0s
eventos decorridos durante o periodo critico de desenvolvimento testicular em ratos e
mudancas experimentais durante este periodo podem altera-la (ORTH et. al., 1988).
Apesar do valor da producdo diaria de espermatozoides neste grupo nao apresentar
significancia estatistica, ele estd claramente elevado quando comparado aos outros
grupos estudados. Nas demais caracteristicas de desenvolvimento sexual dos machos,
descida dos testiculos e separa¢do prepucial, ndo foram encontradas diferencas entre os
grupos tratados e o grupo controle, demonstrando que ndo houve interferéncia na idade
a puberdade dos machos.

Em nossos estudos a dose de 1,8 cineol utilizada (134,55 mg.kg™) é a mesma do
monoterpeno na solucdo de maior (1.200 mg.kg™) concentracdo de 6leo essencial
estudada (C12) e para os animais desse grupo ndo houve diferenca com CN, indicando
que a interacdo do 1,8 cineol com 0s outros compostos do 6leo essencial ndo apresenta
0 mesmo efeito do monoterpeno sozinho. Este resultado corrobora com Bakkali et al.
(2008) que relata ser questionavel que o/os principais compostos de um 6leo reflitam as
caracteristicas biologicas do mesmo, pois a acao sinérgica de varias moléculas contidas
em um Oleo essencial podem ser diferentes da acdo de um ou dois componentes
principais isolados.

Os dados sobre a toxicidade do 1,8 cineol sdo muito limitados (VICENZI et al.,
2002), e ndo foram encontrados estudos avaliando a agdo desta substancia sobre
descendentes expostos durante o periodo gestacional e lactacional. Caldas et al. (2016)
relatam que em ensaio pré-clinico de ratos adultos, machos e fémeas, com doses

repetidas de 1,8 cineol, as alteracbes encontradas sdo ocasionais e sem relevancia
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clinica, porém, sugerem possivel toxicidade materna e fetal, recomendando que mais
investigacOes sejam feitas (DORSAM et al., 2015).

Ja o oleo essencial de alecrim, é referido na literatura como antigonadotrofico
em ratos (FARNSWORTH, 1975) e os hormdnios gonadotroficos, LH (hormonio
luteinizante) e FSH (horm6nio foliculo estimulante), atuam nos testiculos para a
producdo de testosterona e espermatozoides (HEINDEL; TREINEN, 1989), porém néo
foram observadas alteragdes nas concentracdes séricas de testosterona e no ndmero e
producdo de espermatozoides nos animais tratados com o 6leo, nas concentracGes
estudadas.

A avaliacdo do peso dos animais é utilizada como pardmetro para indicar o
estado de saude e desenvolvimento, bem como, pode fornecer informacdo importante
sobre a toxicidade (HOLLENBACH et al.; 2015). A analise dos pesos dos animais ndo
revelou diferencas entre os grupos estudados, sugerindo que o 6leo e seu composto
majoritario ndo causaram toxicidade sistémica nos animais expostos.

Né&o foram encontradas alteracdes significativas na evolucdo da massa corporal,
no desenvolvimento geral e na abertura do canal vaginal da prole em nenhum dos
grupos testados, bem como para o peso dos 6rgaos. Xu et al. (2014) descreve alteracdes
histopatoldgicas no figado e rim de animais tratados com 21,38 mg.kg™, 64,15 mg.kg™e
192,45 mg.kg™ de 1,8 cineol indicando que estes 6rgaos foram os alvos da toxicidade
desta substancia, porém, ndo foram encontradas alteracdes nos pesos absoluto e relativo.
O 1,8 cineol ndo é capaz de atravessar a barreira sangue/leite em quantidades suficientes
para afetar as enzimas microssomais da prole, no entanto, atravessa facilmente a
barreira transplacentéria e foi capaz de alterar as enzimas hepéticas ap6s uma dose de
500 mg.kg™ (VICENZI et al.; 2002). A dose utilizada em nossa pesquisa foi de 134,55
mg.kg™, e néo foram observadas alteracdes histopatolégicas no figado.

Com relagdo ao desenvolvimento pés-natal, os reflexos de endireitamento em
superficie e geotaxia negativa foram alterados nos grupos expostos as doses de 600
mg.kg™ (C6) e 1.200 mg.kg™ (C12) de OEA. No PPD2, C6 e C12 demoraram mais
tempo para retornarem ao decubito ventral; no grupo C6, isto também ocorreu no PPDA4.
Ja para a geotaxia negativa, tanto os animais do grupo C6 quanto os do C12 orientaram-
se em menos tempo quando comparados ao grupo CN. A exposicdo maternal a
xenobidticos durante a gestacdo e lactagdo podem causar neurotoxicidade no
desenvolvimento e/ou anormalidades comportamentais nos descendentes (CASTRO &
PALERMO-NETO, 1988; CASTRO et al., 1992). Segundo 0s mesmos autores, as
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avaliacBes comportamentais sdo capazes de demonstrar, até mesmo na vida adulta do
animal, se a exposi¢cdo maternal causou alteracdes no sistema nervoso.

Outra possivel evidéncia da interferéncia do 6leo no sistema nervoso da prole
sdo os resultados do teste de campo aberto e comportamento sexual. Com relacdo ao
comportamento materno, ndo houve alteragcdo para nenhum grupo estudado,
demonstrando auséncia de toxicidade materna, ja que este teste € um dos indicadores
deste efeito sugerindo que a interferéncia ocorreu apenas na progénie ndo havendo
influéncia do comportamento da mée (VILELA, et al., 2011; VILELA et al., 2014;
SANTOS et al., 2015).

No campo aberto, 0 grupo C3 apresentou maior frequéncia de entrada no centro
e menor quantidade de autolimpezas, o que pode ser indicativo de atividade ansiolitica
do alecrim, (KUMAR et al.,, 2013; FERLEMI, et al., 2015; ABADI et al., 2016).
Quando os animais sdo colocados em um ambiente novo, expressam sua ansiedade e
medo diminuindo a ambulagdo e exploragdo (BHATTACHARYA et al.; 1997).
Resultados semelhantes foram observados por Kumar et al. (2013) tanto para o extrato
de Rosmarinus officinalis quanto para o acido carndsico, extraido do alecrim. O extrato
hidroalcodlico do alecrim, pesquisado nas doses de 100, 200 e 400 mg.kg™ demonstrou
efeitos ansioliticos especialmente nas doses mais altas, porém, na avaliacdo da atividade
locomotora no teste de labirinto em cruz, apesar de valores ndo significativos
estatisticamente, 0s animais apresentaram maior atividade nas primeiras duas doses e
reducdo da locomocéo na dose mais alta (400 mg.kg™) (ABADI et al., 2016) indicando
que a resposta pode ndo ser proporcional ao aumento da dose, assim como demonstrado
em nosso estudo.

A presenca de outros compostos na planta, como a luteolina, o acido fendlico,
diterpenos, triterpenos, taninos e resinas pode aumentar o efeito sobre o sistema nervoso
central (ABADI et al.; 2016), porém, essa diversidade também torna os extratos
quimicamente complexos, com alvos e mecanismos de agdo muito diversificados
(FERLEMI, et al.; 2015).

O teste de comportamento sexual é realizado a fim de avaliar a atividade sexual
de machos com fémeas receptivas durante um tempo determinado (AGMO et al.; 1987).
Houve aumento do numero de montas incompletas no grupo C3, o que levou a
diminuicdo da eficiéncia copulatoria, ou seja, foi necessario maior nimero de montas
para ocorrer ejaculacdo. O aumento do numero de montas e intromissdes antes da

ejaculacdo pode aumentar o numero de espermatozoides no ejaculado e facilitar o
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transporte na fémea, aumentando a fertilidade (HULL et al., 2006). No entanto, este
resultado ndo foi acompanhado de alteragdes nos tempos de laténcia, numero de
ejaculacdes e indice de atividade sexual, capaz de modificar as taxas reprodutivas.

Este estudo mostra, pela primeira vez, os efeitos do dleo essencial de alecrim e
seu composto majoritario, o 1,8 cineol, no desenvolvimento geral e sexual dos
descendentes expostos durante os periodos peri e pds-natal. Concluimos que o 6leo
essencial de Rosmarinus officinalis L. ndo afeta indicadores reprodutivos de animais da
F1 de machos e fémeas tratados durante os periodos gestacional e lactacional nas doses
testadas. Na avaliacdo do desenvolvimento pos-natal, ocorre modificagdo no tempo de
aparecimento dos reflexos de endireitamento e geotaxia negativa. Concluimos ainda que
0 1,8 cineol na dose de 134,55 mg.kg™ altera parametros reprodutivos de machos como
aumento serico de testosterona e aumento do niumero de espermatozoides, o que pode
indicar a necessidade da ampliacdo das doses do OEA e do composto majoritario, com
vistas a verificacdo de relacdo dose/efeito sobre os parametros reprodutivos.
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CAPITULO IV

ARTIGO 2

AVALIACAO DOS EFEITOS DO OLEO ESSENCIAL DE Rosmarinus officinalis
E 1,8 CINEOL NA REPRODUCAO USANDO TESTES DE FERTILIDADE EM
RATOS WISTAR.

EVALUATION OF EFFECTS OF Rosmarinus officinalis ESSENTIAL OIL AND
1,8 CINEOLE ON REPRODUCTION USING THE FERTILITY TEST IN
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RESUMO - Tendo em vista as diversas propriedades do 6leo essencial de Rosmarinus
officinalis, a planta torna-se promissora para o desenvolvimento de novos farmacos,
mas para tanto, testes de toxicidade reprodutiva sdo exigidos. Esse estudo avalia os
efeitos do OEA no sistema reprodutivo de ratos Wistar machos e fémeas e avaliou 0s
efeitos da exposicdo cronica. Ratos machos e fémeas com 90dias de idade foram
divididos em cinco grupos experimentais: CN (controle negativo — Tween 80), C3
(OEA 300 mg.kg™), C6 (OEA 600 mg.kg™), C12 (OEA 1200 mg.kg™) e CE (1,8 cineol
134,55 mg.kg™), tratados diariamente, via sonda orogéstrica. Os machos foram tratados
70 dias antes e durante o acasalamento, e as fémeas, 14 dias antes do acasalamento e
nos 21 dias de acasalamento, gestacéo e lactacdo. Os animais foram acasalados em uma
proporcdo de 3 fémeas para cada macho. Os parametros avaliados foram: peso e
histologia dos 6rgaos, consumo de racdo e agua e parametros reprodutivos (machos:
morfometria do epitélio seminifero, dosagem sérica de testosterona, contagem
espermatica e avaliacdo das caracteristicas morfoldgicas dos espermatozoides; fémeas:
n° de fémeas copuladas, n° de fémeas com diagndstico de gestacdo positivo, n° de
fémeas gestantes, n° de filhotes nascidos vivos, n° de filhotes nascidos, n° de fémeas
copuladas que gestaram, n° de filhotes por ninhada, massa corporal dos filhotes ao
nascimento, propor¢do de machos e fémeas nascidos e taxas reprodutivas). Houve
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reducdo no numero de fetos por ninhada (8,3) no grupo CE e aumento da massa
corporal (7,1g) dos mesmos, sugerindo embrioletalidade. Os animais ndo apresentaram
sinais de toxicidade sistémica. Os machos apresentaram aumento do peso relativo do
figado nas duas maiores doses testadas (C6 e C12) e diminui¢do no peso do testiculo e
epididimo, sem outras alteracbes de parametros reprodutivos. As fémeas do grupo C12
também tiveram aumento do peso relativo do figado e aumento no consumo de &gua.

Palavras chave: Oleo essencial. Rosmarinus officinalis. 1,8-cineol. Toxicidade
reprodutiva.

ABSTRACT - In view of the various properties of Rosmarinus officinalis essential oil,
the plant becomes promising for the development of new drugs, but for that,
reproductive toxicity tests are required. This study evaluates the effects of REO on the
reproductive system of male and female Wistar rats and evaluated the effects of chronic
exposure. Male and female rats with 90 days of age were divided into five experimental
groups: NC (negative control - Tween 80), C3 (REO 300 mg.kg™), C6 (REO 600 mg.kg"
1), C12 (REO 1200 mg.kg™) e CE (1,8 cineol 134,55 mg.kg?), treated daily, via
orogastric tube. Males were treated 70 days before and during mating, and females, 14
days before mating and during 21 days of mating, gestation and lactation. The animals
were mated at a ratio of 3 females to each males. The parameters evaluated were: body
weight and histology, feed and water consumption, and reproductive parameters
(males: seminiferous epithelial morphometry, serum testosterone, sperm count and
evaluation of sperm morphological characteristics; females: number of copulated
females, number of females diagnosed with positive gestation, number of pregnant
females, number of live-born pups, number of pups born, number of mated females,
number of pups per litter, pups' body mass at birth, proportion of males and females
born and reproductive rates). There was reduction in the number of fetuses per litter
(8,3) and increased body mass (7,1g), suggesting embryoletality. The animals showed
no signs of systemic toxicity. The males presented increase of the relative weight of the
liver in the two highest doses tested (C6 and C12) and decrease in the weight of the
testis and epididymis, without other changes of reproductive parameters. The females of
the C12 group also had an increase in the relative weight of the liver and an increase in
water consumption.

Key words: Essential oil. Rosmarinus officinalis. 1,8 cineole. Reproductive toxicity

1. INTRODUCAO

Muitos autores estudam o Oleo essencial de alecrim (OEA) (Rosmarinus
officinalis L.) baseados nas suas propriedades funcionais, principalmente pelas
atividades ansiolitica e antidepressiva (SASAKI et al., 2013; FERLEMI et al., 2015;
ABADI et al., 2016), antioxidante (BAN et al.; 2016), antimicrobiana (HUSSAIN et al.,
2010; OKOH et al., 2010; CLEFF et al., 2012; WANG et al.,, 2012) e mais
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recentemente, nosso grupo relatou promissora utilizagdo para o tratamento da
esporotricose (WALLER et al., 2016).

Os testes de toxicidade reprodutiva sdo realizados durante a fase de estudos
clinicos e sdo pré-requisito para a aprovacdo de novas substancias. Os principais
protocolos sdo emitidos pela Europa através da Organization for Economic Co-
operation and Development (OECD) e pelos Estados Unidos da América através da
Food and Drug Administration (FDA) (ANDRADE et al., 2016). O OEA foi associado
a alteracOes na gestacéo e sobre o sistema reprodutor, ndo sendo recomendado 0 seu uso
por via oral, retal ou vaginal durante o periodo gestacional (DWECK, 2009), Veiga
Junior e Pinto (2005) alertam que o risco maior esta relacionado ao aumento da
motilidade uterina causando aborto, ou ainda, que ele inibe a implantacdo do blastocisto
(LEMONICA et al, 1996) e reduz a atividade estrogénica em ratas (ZUH et al, 1998).
El-din et al. (2012) caracterizaram o 6leo como um potencial causador de infertilidade
em ratos machos e ressaltaram a importancia de isolar o componente responsavel, bem
como elucidar o seu mecanismo de acgéo.

Apesar dos varios relatos das propriedades bioldgicas dessa planta, ndo existem
estudos suficientes para caracterizar o perfil de seguranca da administracéo oral do 6leo
essencial de alecrim, portanto, o objetivo deste estudo foi contribuir com as informacdes
ja disponiveis sobre os efeitos deste 6leo no sistema reprodutivo de ratos Wistar machos

e fémeas e avaliar os efeitos da exposicdo cronica.

2. MATERIAIS E METODOS

Insumos

Foi utilizado 6leo essencial de alecrim comercial, adquirido da empresa
Ferquima Inddstria e Comércio Ltda (Séo Paulo, Brasil), com certificagdo de qualidade.
A analise qualitativa e quantitativa do 6leo foi realizada no laboratério do Instituto de
Qimica da UFRGS, Porto Alegre/RS, por cromatografia gasosa com detector de massas,
injetor split/splitless, GC/MS Shimadzu QP-5050A. Fazem parte dos produtos
adicionais obtidos para o estudo, o 1,8-cineol (Sigma, Solon, OH, USA) e Kits de
testosterona total (IBL International GmbH, Hamburg, Germany).
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Animais, protocolo experimental e tratamentos

Todos os procedimentos utilizando animais foram aprovados pela Comisséo de
Etica no Uso de Animais/lUFRGS, Porto Alegre, RS, niimero 26988.

Foram utilizados ratos Wistar machos e fémeas, com idade inicial de 90 dias
provenientes do Centro de Reproducédo e Experimentacdo de Animais de Laboratério da
UFRGS (CREAL). Os animais foram mantidos em condi¢fes constantes de umidade
(50% = 5), temperatura (21°C % 2), ciclo de luz claro/escuro de 12h e alimentados com
racdo comercial (Nuvital CR 1, Nuvital, Colombo, PR) e &gua ad libitum. Os consumos
de racdo e 4gua foram mensurados diaria e individualmente, para machos nos 70 dias
antes do acasalamento, e para fémeas nos 14 dias pré-acasalamento e no periodo
gestacional e posteriormente transformados em consumos relativos ao peso corporal do
animal [(peso diario em relacdo ao consumo diario) x 100]. O OEA e o 1,8-cineol foram
diluidos em Tween e administrados aos animais uma vez ao dia, via oral (gavagem) em
um volume de 1mL/100g de peso corporal. Machos foram tratados 70 dias antes e
durante o acasalamento e as fémeas 14 dias antes do acasalamento e nos 21 dias de
acasalamento, gestacdo e lactacdo. O desenho experimental esta apresentado na Figura
1.

70 dias 21 dias (acasalamento)
A
inicio do periodo de o
acasalamento eutanasia
21 dias 21 dias (gestacdo 21 dias (lactacao
14 dias (gestacdo) ias (lactagdo)
B
inicio do GDO parto .
periodo de eutanasia

acasalamento

Figura 1. Desenho experimental. Os machos (A) foram tratados 70 dias antes e 21 dias durante
0 acasalamento e ao final deste periodo, foram eutanasiados. As fémeas (B) foram tratadas 14
dias antes do acasalamento, 21 dias durante o acasalamento, gestacéo e lactacdo e eutanasiadas
ao final desse periodo. GD 0 (Dia 0 da gestacao).

As doses do oleo essencial de Rosmarinus officinalis foram estabelecidas de
acordo com estudos previos de atividade antimicrobiana in vitro realizados por Santin

(2013). Os animais foram divididos aleatoriamente, em cinco grupos experimentais:
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Grupo | — Controle negativo, fémeas e machos tratados com o veiculo da preparacao da
solugéo de tratamento, Tween 80 (3%).

Grupo Il — Composto majoritario (134,55 mg.kg™), fémeas e machos tratados com
solucéo de 1,8 cineol na concentracdo 44,85% (proporcional a quantidade do composto
na solucdo de 6leo essencial 12%).

Grupo 11l — Dose 1 (300 mg.kg™), fémeas e machos tratados com 6leo essencial de
alecrim 3% em emulsdo contendo Tween 3%.

Grupo IV — Dose 2 (600 mg.kg™), fémeas e machos tratados com 6leo essencial 6% em
emulséo contendo Tween 3%.

Grupo V — Dose 3 (1.200 mg.kg™), fémeas e machos tratados com 6leo essencial 12%

em emulsao contendo Tween 3%.

Acasalamento

O acasalamento foi realizado em trés ciclos de cinco dias consecutivos, com
intervalo de 2 dias entre ciclos, em uma proporcao de trés fémeas para cada macho. O
inicio da gestacdo (GDOQ) foi constatado através de esfregaco vaginal contendo

espermatozoides.

Peso e histologia dos 6rgaos

Dos machos e fémeas, no dia da eutanasia: rins, figado, baco e coracéo.
Procedeu-se avaliacdo em relacdo a possiveis alteracbes macroscopicas e entdo a massa
de cada 6rgao foi mensurada e relacionada com a massa corporal do individuo. Dos
6rgdos sexuais masculinos, passaram pelo mesmo procedimento: testiculos, epididimos,
ductos deferentes, préstata e vesicula seminal, esta Ultima foi drenada antes da pesagem.
Dos 6rgdos sexuais femininos, passaram também pelo procedimento acima descrito 0s
ovarios e o utero. Todos os Orgédos, exceto um testiculo por animal, foram fixados em
solugdo de formalina tamponada. Um testiculo por grupo foi fixado em solucdo de
Bouin, tratado com alcool, embebido em parafina e cortes de 5um foram preparados em
laminas e corados com hematoxilina eosina. Todos os 6rgdos foram examinados no
Laboratorio de Patologia Veterinaria, Departamento de Patologia e Clinica Veterinaria
da Faculdade de Veterinaria da UFRGS.
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Parametros reprodutivos

Os indicadores reprodutivos avaliados nos machos foram: morfometria do
epitélio seminifero, dosagem seérica de testosterona, contagem espermatica e avaliacdo
das caracteristicas morfologicas dos espermatozoides. Nas fémeas: n° de fémeas
copuladas, n° de fémeas com diagnostico de gestacdo positivo, n° de fémeas gestantes,
n° de filhotes nascidos vivos, n° de filhotes nascidos, n° de fémeas copuladas que
gestaram, n° de filhotes por ninhada, massa corporal dos filhotes ao nascimento e
proporcdo de machos e fémeas nascidos, com esses dados foram calculadas as taxas

reprodutivas.

Dosagem de testosterona total

No dia da eutanésia, os machos foram anestesiados e submetidos a celiotomia.
As coletas de amostras sanguineas foram obtidas a partir de venopuncéo da veia cava
caudal sob visualizagdo direta e o soro, entdo acondicionado em microtubo e
armazenado a -20°C. A testosterona foi mensurada por radioimunoensaio (ELISA, Bio-
Tek Instruments ELX800, USA) usando Kits comerciais para testosterona total (IBL

International GmbH, Hamburg, Germany).

Avaliacao espermatica

As contagens espermaticas foram realizadas de acordo com o que foi
previamente descrito por Piffer et al. (2009) e Robb et al. (1978). Os testiculos e
epididimos foram pesados, a tnica albuginea removida e o parénquima homogeneizado
em 5mL de solucdo salina contendo Triton 0,5%, seguindo a sonicagdo por 30s. As
amostras foram diluidas 10 vezes em solucdo salina e as espermatides maduras
resistentes foram contadas nos quatro quadrantes laterais do hemocitdmetro. Os valores
foram subsequentemente divididos por 6,1 dias para calcular a producgdo diaria de
espermatozoides. A cauda do epididimo foi cortada, homogeneizada e diluida como o
descrito para os testiculos e nesta, foram contados os espermatozoides nos quatro
guadrantes laterais do hemocitdmetro.

As caracteristicas morfologicas espermaticas (alteracbes em cabeca ou cauda do
espermatozoide) foram analisadas através de esfregaco do lavado do ducto deferente
(0,dmL) em Ilamina corada com eosina 2% (0,1mL). Foram analisados 200

espermatozoides por animal em microscopio optico.
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Taxas reprodutivas

A partir dos dados obtidos, foram calculadas as taxas reprodutivas de acordo
com U.S. Environmental Protection Agency, USEPA (1996): Taxa de acasalamento:
numero de fémeas com diagnostico positivo de gestacdo/numero de fémeas acasaladas x
100; Taxa de gestacdo: numero de fémeas gestantes com filhotes nascidos/nimero de
fémeas com diagndstico positivo de gestacdo x 100; Taxa de natalidade: nimero de
filhotes nascidos vivos/numero de filhotes nascidos x 100; Taxa de fertilidade: niamero

de fémeas acasaladas que gestaram/numero de fémeas acasaladas x 100.

Anédlise estatistica

As variaveis em questdo foram primeiramente submetidas a teste de normalidade
(Kolmogorov-Smirnov) e teste de Bartlett para homocedasticidade. A analise estatistica
incluiu a analise de variancia de uma via (ANOVA) e qui-quadrado. As variaveis
quantitativas seguiram o teste de Bonferroni e as qualitativas qui-quadrado. Todas as
analises foram executadas usando Statistica 7.0 (Statsoft Inc, Tulsa, OK, USA).
Diferencas estatisticas foram consideradas significantes quando o valor de P foi menor

que 0,05. Os valores foram expressos como média e erro padrdo da média (:tEPM).

3. RESULTADOS

Anaélise cromatografica do 6leo essencial de alecrim

O oleo essencial utilizado neste estudo foi adquirido de distribuidor comercial,
portanto, com o objetivo de definir os compostos majoritarios e atestar a pureza do 6leo,
foi realizada a analise cromatogréafica, demonstrando o 1,8 cineol como o composto
majoritario (44,85%) (Tabela 1).

Tabela 1. Composic¢do quimica majoritaria do 0leo essencial comercial de Rosmarinus
officinalis L.

Nome do composto Porcentagem (%)
1,8-cineol 44,85
Canfora 17,21
Alfa-pineno 13,83

Beta-pineno 10,70
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Consumos de racdo e agua

Os consumos de racdo e agua mensurados diariamente para cada animal estdo
apresentados na forma de consumo relativo, resultado da relacdo entre a quantidade
especifica consumida e o peso do animal x 100. Nao houve diferenca significativa nos

consumos de racdo e &gua dos machos antes e durante o acasalamento (P > 0,05,
ANOVA) (Figura 2).
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Figura 2. Consumo relativo [(peso diario em relacdo ao consumo diario) x 100] de racdo (A) e
4gua (B) de machos tratados com Tween 80 (CN), 300 mg.kg™ de OEA (C3), 600 mg.kg™ de
OEA (C6), 1200 mg.kg™ de OEA (C12) e 134,55 mg.kg™ de 1,8 cineol (CE) durante o periodo
de pré-acasalamento (n=10/grupo). Os dados sdo média + EPM. P > 0,05 (ANOVA).

Também ndo foram encontradas diferencas para o consumo relativo de racéo de

fémeas antes do acasalamento e durante o periodo gestacional (P > 0,05, ANOVA)
(Figura 3).
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Figura 3. Consumo relativo [(peso diario em relagcdo ao consumo diario) x 100] de racdo de
fémeas tratadas com Tween 80 (CN), 300 mg.kg™de OEA (C3), 600 mg.kg'de OEA (C6), 1200
mg.kg™ de OEA (C12) e 134,55 mg.kg™ de 1,8 cineol (CE) durante o pré-acasalamento (A) e

gestacdo (B) (n=24, 26, 26, 26 e 23 respectivamente). Os dados sdo média + EPM. P > 0,05
(ANOVA).

J& para o consumo relativo de agua das fémeas, foram encontradas diferencas
significativas tanto no periodo pré-acasalamento quanto durante a gestacdo (teste de
Bonferroni, P < 0,01) (Figura 4).
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Figura 4. Consumo relativo [(peso diario em relacdo ao consumo diario) x 100] de agua de
fémeas tratadas com Tween 80 (CN), 300 mg.kg™ de OEA (C3), 600 mg.kg™ de OEA (C6),
1200 mg.kg'de OEA (C12) e 134,55 mg.kg™ de 1,8 cineol (CE) durante o periodo pré-
acasalamento (A) e gestacdo (B) (n=24, 26, 26, 26 e 23 respectivamente). Os dados sdao média +
EPM. * Diferenca significativa (P < 0,01). ANOVA, seguida de teste de Bonferroni.

Peso relativo dos 6rgaos

Quando comparados ao grupo CN, houve aumento do peso relativo do figado
para machos em dois grupos testados (C6 e C12) (P < 0,01) e diminuicdo do peso
relativo do testiculo e epididimo direitos para os animais do grupo CE (P < 0,05). Ja
para o peso relativo dos 6rgdos das fémeas, o tratamento com 1.200 mg.kg™ (C12)

causou aumento do peso do figado quando comparado ao grupo CN (P < 0,05) (Tabela
2).
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Tabela 2: Peso relativo dos 6rgdos [(massa do 6rgdo em relacdo a massa corporal) x 100] de
machos tratados com Tween 80 (CN), 300 mg.kg™ de OEA (C3), 600 mg.kg™ de OEA (C6),
1200 mg.kg™ de OEA (C12) e 134,55 mg.kg™ de 1,8 cineol (CE). Os dados sdo média + EPM.

Grupos
Peso relativo % CN C3 C6 C12 CE
Coracéo 0.26 £0.004 0.26+0.009 0.27 +0.006 0.26 + 0.003 0.26 + 0.004
Baco 0.24+0.01 0.22+0.01 0.22+0.01 0.21 + 0.007 0.23+0.01
Figado 3.37+£0.16 3.67+0.12 4.10+0.15** 4.78+0.13** 3.87£0.09
Rim direito 0.36£0.006 0.40+0.02 0.54 £ 0.17 0.41 £ 0.007 0.40 £ 0.02
Rim esquerdo 0.32+£0.08 0.36 £ 0.01 0.34£0.01 0.37£0.01 0.37£0.01
Testiculo direito 0.45+0.008 0.42+0.02 0.42 £ 0.009 0.45+0.01 0.40 £ 0.01*
Testiculo esquerdo 0.45+0.008 0.44+0.02 0.43+0.01 0.43 £ 0.009 0.40 + 0.009
Epididimo direito 0.15+0.002 0.14+0.006 0.14+0.001 0.14+0.002  0.13 +0.005*
Epididimo esquerdo  0.15+0.002 0.14+0.008 0.14 +0.003 0.15 + 0.004 0.14 £ 0.006
Vesicula seminal 0.17+£0.007 0.17+0.01 0.18+0.01 0.21 £0.01 0.19+£0.03

** Diferenca significativa (P < 0,01), * Diferenca significativa (P < 0,05), em relagdo ao grupo
controle (CN). ANOVA, seguida de teste de Bonferroni.

Tabela 3. Peso relativo dos 6rgédos [(massa do 6rgdo em relagdo & massa corporal) x 100] de
fémeas tratadas com Tween 80 (CN), 300 mg.kg™ de OEA (C3), 600 mg.kg™ de OEA (C6),
1200 mg.kg™ de OEA (C12) e 134,55 mg.kg™ de 1,8 cineol (CE), (n=24, 26, 26, 26 e 23
respectivamente). Os dados sdo média + EPM.

Grupos

Peso relativo % CN C3 C6 C12 CE
Coracdo 0,31+0,008 0,32+0,005 0,31+0,007 0,38+0,07 0,330,009
Baco 0,28+0,009 0,26+0,01 0,26+0,01 0,27+0,01 0,31+0,01
Figado 493+0,22 4,74+0,11 506+0,14 567+021* 492+0,14
Rim direito 0,39+0,01 040+0,01 041+0,009 043+0,01 0,40+0,01
Rim esquerdo 0,36 +£0,009 0,39+0,008 040+0,01 041+001 0,38+0,01
Ovério direito 0,02+0,001 0,02+0,001 0,2+0,002 0,02+0,001 0,02+0,0008
Ovério esquerdo  0,02+0,001 0,02+0,001 0,2+0,002 0,02+0,001 0,02+0,001
Utero 0,11+0,008 0,12+0,01 0,10+£0,006 0,14+0,02 0,13+0,02

* Diferenca significativa (P < 0,05), em relacdo ao grupo controle (CN). ANOVA, seguida de
teste de Bonferroni.

Analise Histologica
Os machos e fémeas dos grupos C3, C6, C12 e CE apresentaram tumefacéo
hepatocelular multifocal na analise do figado. Para os demais Orgdos avaliados nao

houve alteracdo histoldgica.
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Parédmetros reprodutivos dos machos

N&o foram encontradas diferencas nos parametros reprodutivos de ratos Wistar
machos tratados com 300, 600, 1.200 mg.kg™ de 6leo essencial de alecrim e 134,55
mg/kg de 1,8 cineol (P > 0,05) (Tabela 4).

Tabela 4. ParAmetros reprodutivos dos machos tratados com Tween 80, 300 mg.kg™ de OEA
(C3), 600 mg.kg™ de OEA (C6), 1200 mg.kg™ de OEA (C12) e 134,55 mg.kg™ de 1,8 cineol
(CE). Os dados sdo média + EPM ou percentual.

Grupos

CN C3 C6 C12 CE
Producdo diéria de 454 +120 472 +82 40,5+9,0 449+73 48,1+ 47
Espermatozoides (x
10°)
Nudmero de 479,25+12,4  472,6 +36,7 46543+33,0 37550+424 492,75+38/4
Espermatozoides (x
10°)
Espermatozoides 6.58 £ 4.78 6.5+2.92 531+1.81 6.94 £5.45 6.56 £ 2.90
anormais (%)
Testosterona sérica 4,10+1,47 4,79+1,01 6,25+ 0,51 7,54 £ 0,35 5,25+ 0,65

(ng/ml

Parametros reprodutivos

O desempenho reprodutivo dos animais expostos cronicamente ao 6leo essencial
de alecrim e 1,8 cineol foi similar ao do grupo controle (P > 0,05), mas houve diferenca
relacionada ao namero de filhotes por ninhada e a massa corporal desses ao nascimento
para 0 grupo que recebeu 134,55 mg.kg™de 1,8 cineol (P < 0,05); esse tratamento
resultou em menor quantidade de filhotes, e esses de maior massa corporal quando

comparados ao grupo controle (Tabela 5).

Tabela 5. Desempenho reprodutivo de animais tratados com Tween 80 (CN), 300 mg.kg™ de
OEA (C3), 600 mg.kg™ de OEA (C6), 1200 mg.kg™ de OEA (C12) e 134,55 mg.kg™ de 1,8
cineol (CE) durante o pré-acasalamento e acasalamento. Dados expressos em média = EPM ou
percentual.

Grupos
Desempenho Reprodutivo CN C3 C6 C12 CE
Numero de filhotes 11,63+0,70 10,06+0,72 9,79+0,60 10,47+0,68 8,3+0,68*
/ninhada
Massa corporal 6,6 + 0,15 7,0 £ 0,09 6,6 +0,11 6,3+0,1 7,1+0,13*
ao nascimento (g)
Proporcéo de sexo 1,72:1 0,96:1 0,72:1 1.1 1,13:1

(macho:fémea)
Continua
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Continuacéo

Grupos
Desempenho Reprodutivo CN c3 6 c12 CE
Taxa de gestacdo (%) 100 100 100 95 90,9
Taxa de natalidade (%) 99,22 99,43 100 100 97,6
Taxa de fertilidade (%) 91,67 77 82,60 80 100

* Diferenca significativa (P < 0,05), em relacdo ao grupo controle (CN), qui-quadrado ou
ANOVA, seguida de teste de Bonferroni.

4. DISCUSSAO

Os principais constituintes do 6leo essencial de Rosmarinus officinalis utilizado
neste estudo foram: o 1,8 cineol — 44,85%, a canfora — 17,21%, alfa-pineno — 13,83% e
beta-pineno — 10,70%, demonstrando similaridade a composicdo do 6leo de alecrim
utilizada por outros autores, também com predominancia de monoterpenos (OKOH et
al., 2010; WALLER et al., 2016).

Pelo amplo estudo do 6leo essencial de alecrim (HUSSAIN et al., 2010; OKOH
et al., 2010; CLEFF et al., 2012; WANG et al., 2012; SASAKI et al., 2013; FERLEMI
etal., 2015; ABADI et al., 2016; BAN et al.; 2016; WALLER et al., 2016), € necessario
que se tenham bem definidas as informagdes sobre a seguranca para esta substancia.
Durante todo o periodo experimental ndo foram observadas mortes, alteracbes
comportamentais, piloerecdo, apatia, prostracdo, diarreia e convulsdes, concordando
com outros autores que também relataram a auséncia de tais efeitos utilizando extrato
ou OEA (SA et al., 2006; GUERRA et al., 2009).

A toxicidade sistémica pode ser identificada pela diminuicdo do peso corporal
dos animais e por alteracfes nos consumos de agua e racdo, sendo esses, importantes
para a avaliacdo da toxicidade de uma substancia, pois fornecem informagdes do estado
geral de saude dos animais (VALADARES, 2006). Os dados relativos aos consumos de
racdo para ambos 0s sexos e o consumo de &gua pelos machos ndo foi diferente entre 0s
grupos tratados e o grupo controle, porém, houve diferenga no consumo de agua das
fémeas que receberam 1200 mg.kg™® de OEA nos periodos de pré-acasalamento e
gestacdo. Elas consumiram mais dgua em relacdo ao grupo controle, porém, nos estudos
de desenvolvimento e toxicidade reprodutiva, o fator de importancia é a reducdo do
consumo, pois pode acarretar em efeitos na gestacdo (LEICHTER & LEE, 1984;
CAMPBELL et al.; 2009). A avaliacdo dos dados relativos ao consumo de agua em

estudos de toxicidade reprodutiva e/ou desenvolvimento ndo devem se basear em
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pressupostos ndo testados, as alteragdes precisam ser avaliadas em associagéo aos dados
de hidratagéo, deplecdo de fluidos e desidratagcdo (CAMPBELL et al.; 2009), que néo
foram realizados neste experimento, pois o objetivo do estudo € a analise reprodutiva.

A avaliacdo do figado tem grande significado em estudos toxicoldgicos, pois ele
é o principal 6rgdo responsdvel pelo metabolismo, tanto de compostos endogenos
quanto exdgenos e por esse motivo também €é o alvo primario da agdo tdxica de
xenobidticos ou seus metabolitos (SZACHOWICZ-PETELSKA et al.,, 2012). Neste
trabalho, foram encontrados aumento no peso relativo do figado de machos dos grupos
C6 e C12 e de fémeas do grupo C12 em comparagdo ao CN. Guerra et al. (2009)
também observaram aumento nos pesos absoluto e relativo do figado de fémeas tratadas
com 484 e 968 mg.kg™ de OEA. Assim como para Debersac et al. (2001), avaliando o
peso deste drgdo em ratos tratados com o 6leo essencial, folhas, extrato diclorometano e
0 extrato aquoso de Rosmarinus officinalis.

Os resultados histolégicos demonstraram tumefacdo hepatocelular tanto para
machos quanto para fémeas nos grupos C3, C6, C12 e CE. Aumento do figado,
caracterizado por hipertrofia hepatocelular centrolobular acompanhado de inducéo
microssomal enzimatica, € uma resposta adaptativa frequente deste érgdo quando
exposto a xenobidticos (McGUIRE et al., 1986). O 6leo essencial de alecrim foi testado
em um estudo de toxicidade onde ratas fémeas receberam por via oral, durante 91 dias a
dose de 2400 mg.kg™ na dieta (equivalente a aproximadamente 195mg.kg™ de massa
corporal por dia), seguido por um periodo de 28 dias sem tratamento. Passados os 91
dias, constatou-se aumento do peso do figado, quando comparado ao grupo controle,
porém, nenhuma alteracdo macro ou microscopica foram observadas. Amostras do
orgdo foram colhidas para mensuracdo de enzimas microssomais hepaticas, que
demonstraram um leve aumento em algumas enzimas e um aumento de 1,5 vezes no
citocromo P450 total, estas alteracdes, no entanto, exibiram carater reversivel com a
supressdo do tratamento, assegurando se tratarem de alteracbes adaptativas e néo
hepatotoxicidade (AGUILAR et al., 2008).

O efeito do extrato de Rosmarinus officinalis L. no sistema reprodutivo de
machos foi relatado por Nusier et al. (2007) como potencialmente toxico para a
fertilidade de ratos adultos Sprague-Dawley na dose de 500 mg.kg™. Os autores
constataram diminuicdo no peso médio do epididimo, prostata, ducto deferente e
vesicula seminal, além de declinio significativo na espermatogénese, no nimero de

espermatocitos, espermatides e nos niveis de testosterona. Alteracbes microscopicas
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foram relatadas por EI-Din et al. (2012) na estrutura dos testiculos e células
germinativas de ratos tratados com a mesma dose do trabalho citado anteriormente (500
mg.kg™). Nossos resultados foram divergentes, pois ndo foram encontradas diferencas
significativas entre os grupos tratados com Oleo essencial e o grupo controle para 0s
indicadores de fertilidade dos machos, nem para o peso dos 6rgdo reprodutivos, o que
também foi relatado por S& et al. (2006) na administracdo de extrato aquoso nas doses
de 291,2 e 582,4 mg . kg™.

O 1,8-cineol, ou eucaliptol, ¢ um monoterpeno natural presente em varias
espécies de plantas (JUERGENS et al., 2003) e também foi relatado como composto
majoritario do Rosmarinus officinalis L. por outros autores (PINTORE et al., 2002;
WANG et al., 2008; WALLER et al., 2016). Suas atividades despertam grande interesse
na pesquisa pelos efeitos anti-inflamatorio (JUERGENS et al., 2003), broncodilatador
(JUERGENS et al., 1998), antimicrobiano (SOKOVIC et al., 2010) e antiviral (YANG
et al., 2010). Ha relato de citotoxicidade, apenas em células ja danificadas (DORSAM et
al., 2015) e resultados sugestivos de toxicidade materna e fetal (CALDAS et al., 2016).

Os efeitos do 1,8 cineol neste estudo demonstram que os pesos do testiculo e
epididimo direitos foram menores para o grupo CE em comparagdo com o grupo CN.
No entanto, ndo foram encontradas alteracdes nos indices reprodutivos avaliados,
sugerindo que nessas condigdes experimentais o 1,8 cineol néo interferiu na fungéo
reprodutiva. Um agente que atue diretamente sobre os epididimos, fluido epididimal ou
testiculos, afeta também os espermatozoides, além disso, a reducdo no peso dos
testiculos é indicativa de alteracdo toxica somente quando associada a alteragdes em
indicadores mais confiaveis de fertilidade dos machos, como producdo diéria, alteracfes
e contagem de espermatozoides (AMANN, 1986). A espessura do epitélio germinativo
também é um pardmetro muito importante na avaliacdo de machos, e alteragdes em sua
estrutura estdo relacionadas a problemas hormonais (ROMANO et al., 2010).

Com relagdo ao desempenho reprodutivo, ndo foram encontradas diferengas
estatisticas para 0s grupos tratados com o 6leo essencial de alecrim nas taxas de
acasalamento, gestacdo, fertilidade e natalidade, tampouco na proporgéo de sexos dos
filhotes nascidos, numero de filhotes por ninhada e massa corporal ao nascimento.
Porém, a taxa de fertilidade e acasalamento do grupo C3 apresentou-se menor do que
todos 0s outros grupos estudados, sugerindo que doses mais proximas a esta devem ser
investigadas. O tratamento de fémeas com extrato aquoso de R. officinalis

provavelmente interfira na implantacdo embrionaria, aumentando as perdas pré-
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implantacdo, mas ndo interferiu com os conceptos apos este periodo (LEMONICA et
al., 1996).

Para o grupo tratado com 134,55 mg.kg™ de 1,8 cineol, o niimero de filhotes por
ninhada ao nascimento foi menor e a massa corporal maior quando comparados ao
grupo controle. Estes resultados ndo foram os mesmos para Caldas et al. (2016), que
ndo encontraram diferencas no numero de filhotes por ninhada em ratos tratados com
250, 500 e 1000 mg.kg™ de 1,8 cineol; esses autores relatam diminuicdo na massa
corporal ao nascimento para 0s animais tratados com a maior concentracdo, porém esse
resultado foi relacionado ao menor ganho de massa corporal das fémeas desse grupo nos
periodos pré-implantacdo e gestacional. O feto é especialmente vulneravel a danos em
virtude da exposicdo a compostos quimicos que atravessam a placenta e/ou a barreira
cerebral ainda imatura (RICE & BARRONE, 2000; COSTA et al., 2004). O periodo
perinatal pode ser dividido em quatro fases de desenvolvimento: implantacéo,
organogénese, desenvolvimento fetal e neonatal. No rato, o periodo de implantacdo
ocorre aproximadamente, na primeira semana da prenhez e qualquer exposicdo a
agentes toxicos neste periodo inicial de desenvolvimento, normalmente leva a
embrioletalidade. Este mesmo desfecho pode ser notado quando a exposi¢édo ocorre no
periodo organogénico (desde a proliferacdo, diferenciacdo e migracdo celular até a
organogénese propriamente dita) (BERNARDI; 2014). O extrato aquoso de Rosmarinus
officinalis pode interferir na implantacdo embrionaria (LEMONICA et al., 1996) e esse
estudo sugere que o 1,8 cineol seja um componente importante desse efeito.

O OEA nas doses utilizadas ndo interferiu nos parametros reprodutivos dos
animais experimentais, indicando reduzido potencial de toxicidade sobre este sistema. A
constatacdo de que o 1,8 cineol, composto majoritario do 6leo, provocou reducdo do
namero de filhotes por ninhada e diminuiu o peso dos testiculos e epididimos pode

justificar a continuidade dos estudos com elevacédo das doses do OEA.
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RESUMO - Tendo em vista as diversas possibilidades de utilizacdo terapéutica do 6leo
essencial de alecrim, é de extrema importancia definir a seguranca para o feto quando a
fémea gestante ingere esta substancia. Portanto, o proposito do presente estudo foi
determinar se o Oleo essencial de alecrim e seu composto majoritario afetam a
fertilidade de ratas e o desenvolvimento fetal, durante o periodo organogénico, que
possa desencadear malformacdes dsseas. Para tanto, fémeas gestantes foram tratadas,
via oral (gavagem), uma vez ao dia do 6° ao 15° dia de gestacdo. Os grupos estudados
foram: CN (controle negativo — Tween 80), C3 (OEA 300 mg.kg™), C6 (OEA 600
mg.kg™), C12 (OEA 1200 mg.kg™) e CE (1,8 cineol 134,55 mg.kg™). No 21° dia de
gestacdo foi realizada a cesareana, o Utero foi pesado antes da remocéo dos fetos, e estes
foram avaliados individualmente quanto as seguintes caracteristicas: numero de fetos
ViVOos e mortos, peso, proporcao entre os sexos e malformagdes externas, os fetos foram,
entdo, submetidos a técnica de diafanizacdo, corados com vermelho de alizarina e
avaliados individualmente quanto & presenca de alteragdes dsseas baseadas em atlas de
anomalias 0sseas externas de ratos. Nas fémeas, foram avaliados sinais de toxicidade,
taxa de natalidade, perdas pos-implantacdo, consumos de agua e ragdo, peso relativo e
histologia dos 6rgdos. N&o houve alteracdo nos indices reprodutivos e fetais avaliados,
porém mesmo nao significativa estatisticamente, houve uma tendéncia para o aumento
das perdas pés-implantacdo para os grupos que receberam OEA. As fémeas nédo
apresentaram sinais de toxicidade sistémica. No entanto,os tratamentos interferiram no
desenvolvimento fetal demonstrado pelo retardo no desenvolvimento esquelético em
todos os grupos, sugerindo que a exposicdo a estas doses do 6leo essencial e 1,8 cineol
devem ser evitadas em gestantes. Os grupos C6, C12 e CE apresentaram maior
proporcdo de fetos com anormalidades no esqueleto (78,31%, 100% e 95,06%,
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respectivamente). Houve ainda aumento no peso relativo do figado para os grupos C12
e CE e aumento no peso relativo do bago para o grupo CE.

Palavras chave: Teratogenicidade. Embriotoxicidade. Alecrim. Oleo essencial.

ABSTRACT - In view of the various possibilities of therapeutic use of rosemary
essential oil, it is of utmost importance to define safety for the fetus when the pregnant
female ingests this substance. Therefore, the purpose of the present study was to
determine whether essential oil of rosemary and its major compound affect the fertility
of rats and fetal development, during the organogenic period, that can trigger bone
malformations. For this purpose, pregnant females were treated orally (gavage) once
daily from the 6th to the 15th day of gestation. The groups studied were: NC (negative
control - Tween 80), C3 (REO 300 mg.kg™), C6 (REO 600 mg.kg™), C12 (REO 1200
mg.kg™?) e CE (1,8 cineol 134,55 mg.kg™). On the 21st day of gestation the cesarean
was performed, the uterus was weighed before the fetuses were removed, and these
were evaluated individually for the following characteristics: number of live and dead
fetuses, weight, sex ratio and external malformations, the fetuses were then submitted to
the diaphanization technique, stained with alizarin red and evaluated individually for
the presence of bone changes based on atlas of external bone anomalies of rats. In the
females, signs of toxicity were evaluated, birth rate, post-implantation losses, water and
feed intake, relative weight and organ histology. There was no change in the
reproductive and fetal indexes evaluated, but not even statistically significant, there was
a tendency for the increase in the post-implantation losses, the larger the dose tested,
for the groups that received REO. Females showed no signs of systemic toxicity.
However, treatments interfered in fetal development demonstrated by skeletal
developmental delay in all groups, suggesting that exposure to these doses of essential
oil and 1,8-cineol should be avoided in pregnant women. Groups C6, C12 and CE
presented a higher proportion of fetuses with skeletal abnormalities (78,31%, 100% and
95,06%, respectively). There was also an increase in the relative weight of the liver for
the C12 and CE groups and an increase in the relative weight of the spleen for the CE

group.

Key words: Teratogenicity. Embryotoxicity. Rosemary. Essential oil.

1. INTRODUCAO

A exposicdo de fetos a certos agentes quimicos durante o periodo gestacional
podem aumentar os riscos de efeitos adversos como a embrioletalidade, alteracdes
comportamentais, no desenvolvimento geral e malformagdes 0sseas (FARRAR &
BLUMER; 1991). Dentre estes, o ultimo é caracterizado como uma mudanca estrutural
permanente que afeta negativamente a sobrevivéncia ou a salde das espécies
investigadas (CHAHOUD et al.; 1999a) e tem sido alvo de pesquisas (ASHBY et al.,
1976; PARK et al., 2009; CASSINA et al., 2017; VIANNA et al., 2017; WATSON et
al., 2017) a fim de caracterizar novos agentes e 0 mecanismo de acdo daqueles ja
conhecidos. Porém, na investigacdo de possiveis substancias teratogénicas, é de suma

importancia definir se os efeitos observados sdo decorrentes de toxicidade materna ou
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de uma interacdo direta da substdncia com o embrido (CHAHOUD et al.; 1999b).
Alguns dos sinais que podem estar correlacionados a toxicidade materna sdo as
reducdes significativas nos consumos de agua e/ou racao e sinais clinicos adversos e/ou
morte (ROGERS et al.; 2005). Os autores ainda relatam que elucidar esta questdo é de
suma importancia para o registro de novos medicamentos.

Waller et al. (2016) relatam que o Oleo essencial de alecrim demonstrou
atividade anti S. brasiliensis, sugerindo-o como candidato para o desenvolvimento de
farmacos que possam ser utilizados no tratamento da esporotricose, ndo sendo
descartada a possibilidade do tratamento ser a longo prazo e que a gestacéo esteja nele
incluida.

O Alecrim (Rosmarinus officinalis L.) é uma planta pequena, da familia
Lamiaceae, de porte subarbustivo lenhoso; possui folhas pequenas, lineares, coriaceas,
opostas, lanceoladas e muito aromaticas, as flores sdo azulado-claras, pequenas e de
aroma forte e agradavel. Nativa da regido Mediterrénea é cultivada em quase todos 0s
paises de clima temperado (HANSON, 2016).

Os extratos metanolicos de Rosmarinus officinalis L. produziram efeitos
estimulatérios no metabolismo hepéatico de estradiol e estrona e este efeito foi
acompanhado pela diminuicdo da acdo uterotrépica destes estrogenos (ZUH et al.;
1998). Lemonica et al. (1996), concluiram que o extrato aquoso, quando administrado
na dose de 26 mg.dia™, pode interferir no periodo de implantagdo, mas ndo encontraram
diferencas de malformacdes e/ou anormalidades fetais.

Portanto, o propdsito da presente pesquisa foi determinar se o 6leo essencial de
alecrim e seu composto majoritario afetam a fertilidade de ratas e o desenvolvimento
fetal, durante o periodo organogénico, que possa desencadear malformagdes dsseas e
ainda, contribuir com os estudos ja existentes e ratificar as informacdes referentes ao

uso do alecrim durante a gestacéo.

2. MATERIAIS E METODOS

Insumos

Foi utilizado oOleo essencial de alecrim comercial, adquirido da empresa
Ferquima Industria e Comércio Ltda (S&o Paulo, Brasil), com certificacdo de qualidade
e 1,8 cineol (Sigma, Solon, OH, USA). A andlise qualitativa e quantitativa do 6leo foi

realizada no laboratério do Instituto de Quimica da UFRGS, Porto Alegre/RS, por
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cromatografia gasosa com detector de massas, injetor split/splitless, GC/MS Shimadzu
QP-5050A.

Animais

Todos os procedimentos utilizando animais foram aprovados pela Comisséo de
Etica no Uso de Animais/UFRGS, Porto Alegre, RS, niimero 26988.

Para avaliar os efeitos do 6leo essencial de alecrim e seu composto majoritario
(1,8-cineol) na fertilidade de ratas e desnvolvimento fetal, foram utilizados 17 machos e
51 fémeas nuliparas, provenientes do Centro de Reproducdo e Experimentacdo de
Animais de Laboratério (CREAL) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(UFRGS). Durante todo o periodo experimental, os animais foram mantidos em biotério
sob condic¢bes constante de umidade (50% =+ 5), temperatura (21°C + 2), ciclo de luz
claro/escuro de 12h e alimentados com ragdo comercial (Nuvital CR 1, Nuvital,
Colombo, PR) e 4gua ad libitum.

Protocolo Experimental

O acasalamento foi realizado em trés ciclos de cinco dias consecutivos, com
intervalos de dois dias, em uma proporcao de trés fémeas para cada macho. As fémeas
permaneceram na caixa dos machos por 2h (6:00-8:00). O inicio da gestacdo (GDO) foi
constatado através de esfregaco vaginal contendo espermatozoide e o 6leo essencial de
alecrim e o 1,8-cineol administrados para as fémeas uma vez ao dia, via oral (gavagem)
em um volume de 1mL/100g de peso corporal, do 6° (GD6) ao 15° (GD15) dia de
gestacdo. As doses do 6leo essencial de Rosmarinus officinalis foram estabelecidas de
acordo com estudos prévios de atividade antimicrobiana in vitro realizados por Santin
(2013).
Grupo | — Controle negativo, fémeas tratadas com o veiculo da preparacdo da solugéo
de tratamento, Tween 80.
Grupo Il — Composto majoritario (134,55 mg.kg™), fémeas tratadas com solugéo de 1,8
cineol na concentracdo 44,85% (proporcional a quantidade do composto na solucdo de
oleo essencial 12%).
Grupo 111 — Dose 1 (300 mg.kg™), fémeas tratadas com 6leo essencial de alecrim 3% em
emulséo contendo Tween 3%.
Grupo IV — Dose 2 (600 mg.kg™), fémeas tratadas com 6leo essencial 6% em emulsdo

contendo Tween 3%.
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Grupo V — Dose 3 (1.200 mg.kg™), fémeas tratadas com 6leo essencial 12% em emuls&o
contendo Tween 3%.

As fémeas tiveram a massa corporal e 0s consumos de ragdo e dgua mensurados
diariamente, bem como, foram observadas quanto a presenca de hemorragia, aborto ou

possiveis alteracdes sistémicas.

Cesérea e Coleta de 6rgédos

No GD21 foi realizada a cesareana, o Utero foi pesado antes da remocéo dos
fetos, estes foram avaliados individualmente quanto as seguintes caracteristicas: nimero
de fetos vivos e mortos, peso, proporcéo entre os sexos e malformacdes externas. A taxa
de natalidade foi calculada como a seguir: nimero de filhotes nascidos vivos/numero de
filhotes nascidos x 100 e as perdas pos-implantacdo: (namero de sitios de implantacdo —
namero de fetos vivos) x 100/ nimero de sitios de implantacdo (LEMONICA et al.,
1996). Coracdo, baco, figado e os rins foram coletados, e avaliados em relagcdo a
possiveis alteracdes macroscopicas, e entdo a massa de cada 6rgdo foi mensurada e
relacionada com a massa corporal do individuo, em seguida foram fixados em solucao
de formalina tamponada e, examinados no Laboratério de Patologia Veterinaria,
Departamento de Patologia e Clinica Veterinaria da Faculdade de Veterinéria da
UFRGS.

Processo de Diafanizacdo e Coloracdo dos Fetos

Os fetos foram submetidos a técnica de diafanizacdo modificada de Taylor &
Van Dyke, (1985) e avaliados individualmente quanto a presenca de alteracdes Osseas
baseadas em atlas de anomalias dsseas externas de ratos (CHAHOUD, 1996). Fetos
previamente fixados em formol 10% foram desidratados por 24 horas em alcool etilico
70% e em alcool etilico 96°GL. Posteriormente foram eviscerados e imersos em solugédo
tampé&o de borato de sédio 30% por 2 dias, com troca de solu¢do em 24h. A clarificacéo
dos fetos foi realizada em solucéo deborato de s6dio 30% acrescido de 1g/L de tripsina,
em temperatura ambiente, pelo periodo necessario, sendo a solugdo trocada sempre que
apresentasse aspecto turvo. Para coloracdo dos esqueletos foi utilizada solugdo de
hidroxido de potéassio 1,5% adicionada de corante vermelho de alizarina, por 24h. Apos,
osfetos passaram por solugdo de glicerina em hidroxido de potéssio 1,5%, em
concentracdes de 30% e 70%, 48h em cada e foram armazenados em glicerina PA, para
posterior avaliacdo (DANTAS, 2016).
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Anédlise Estatistica

As varidveis foram primeiramente submetidas a teste de normalidade
(Kolmogorov-Smirnov) e teste de Bartlett para homocedasticidade. A analise estatistica
incluiu a analise de variancia de uma via (ANOVA) e qui-quadrado. As variaveis
quantitativas seguiram o teste de Bonferroni e as qualitativas qui-quadrado. Todas as
andlises foram executadas usando Statistica 7.0 (Statsoft Inc, Tulsa, OK, USA).
Diferencas estatisticas foram consideradas significantes quando o valor de P foi menor

que 0,05. Os valores foram expressos como média e erro padrdo da média (tEPM).

3. RESULTADOS

Analise cromatogréafica do 6leo essencial de alecrim

O oleo essencial utilizado neste estudo foi adquirido de distribuidor comercial,
portanto, com o objetivo de definir os compostos majoritarios e atestar a pureza do 6leo,
foi realizada a analise cromatografica, demonstrando o 1,8 cineol como o composto
majoritario (44,85%) (Tabela 1).

Tabela 1. Composic¢do quimica majoritaria do 6leo essencial comercial de Rosmarinus
officinalis L.

Nome do composto Porcentagem (%)
1,8-cineol 44,85
Canfora 17,21
Alfa-pineno 13,83
Beta-pineno 10,70

Né&o foram evidenciadas hemorragia, abortos, diferengas nos consumos de agua,
racdo, tampouco na massa corporal ou qualquer outra alteracdo sisttmica nas fémeas.
Quanto ao peso relativo dos érgdos, houve aumento significativo no peso do figado para
0 grupo C12 e nos pesos do baco e figado do grupo CE em relacdo ao grupo CN (teste
de Bonferroni, P < 0,05) (Tabela 2).
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Tabela 2. Peso relativo dos 6rgdos [(massa do 6rgdo em relagcdo a massa corporal) x 100] de
fémeas expostas a Tween 80 (CN), 300 mg.kgde OEA (C3), 600 mg.kg™ de OEA (C6), 1200
mg.kg™ de OEA (C12) e 134,55 mg.kg™ de 1,8 cineol (CE) do 6° ao 15° dia de gestacdo. Os
dados sdo média £ EPM.

Grupos
Peso relativo % CN C3 C6 C12 CE
(n=12) (n=10) (n=10) (n=9) (n=10)
Coracdo 0,24+0,01 0,24+0,01 0,24+£001 025+0,01 0,25+0,01
Baco 0,22+0,02 0,23+0,01 0,26+£0,02 024+0,01 0,29+0,01*
Figado 3,71+0,16 3,74+0,10 397+0,12 4,11+0,12* 4,32+0,15*
Rim esquerdo 0,31+£0,01 026+£001 029+£0,02 028+£0,01 0,28%0,02
Utero 20,36 + 1,14 24,00+1,15 21,42+2,07 2224+1,43 19,63+2,00

* (p<0,05) em relacéo ao grupo controle (CN). ANOVA, seguida de teste de Bonferroni.

A administracdo do 6leo essencial de alecrim e do seu composto majoritario, 1,8
cineol, ndo causaram diferencas para os indices reprodutivos estudados nas fémeas:
namero de filhotes por ninhada, perdas pés-implantacdo e taxa de natalidade. As trés
doses de Oleo essencial testadas e o 1,8 cineol ndo alteraram o desenvolvimento
embrionario e fetal através dos indices fetais estudados (massa corporal dos fetos ao
nascimento, proporcdo entre os sexos e taxa de malformacbes externas) (P > 0,05)
(Tabela 3).

Tabela 3. indices reprodutivos das progenitoras expostas a Tween 80 (CN), 300 mg.kg™ de
OEA (C3), 600 mg.kg™ de OEA (C6), 1200 mg.kg™ de OEA (C12) e 134,55 mg.kg™ de 1,8
cineol (CE) do 6° ao 15° dia de gestacdo. Os dados sdo média £ EPM.

Grupos

indices reprodutivos CN C3 C6 C12 CE
NUmero de progenitoras 12 10 10 9 10
Numero de fetos 139 117 96 91 99
Massa corporal 461+013 516+0,18 485+0,11 4,61+014 493+0,16
ao nascimento (g)
Proporcao de sexo 1,16:1 1,84:1 1,03:1 1,37:1 1,33:1
(macho:fémea)
NUmero de filhotes 1158+08 11,70+0,9 10,67+1,0 11,38+10 990+1,3
/ninhada
Perdas pos-implantagdo (%) 392+176 388+131 487+289 932+341 1,11+0,11
Taxa de natalidade (%) 100 100 100 100 100
Taxa de malformacdes 0 1,71 2,02 2,10 1,01

externas (%)
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Houve diferencas significativas (P < 0,05) na ocorréncia de anomalias em fetos
expostos ao 6leo essencial e a0 composto majoritario. A Tabela 4 apresenta alteracdes
Osseas de posicdo, auséncia, forma (malformacdo 6ssea) e problemas de calcificagdo
Ossea. Os grupos C6, C12 e CE apresentaram maior porcentagem de fetos com
anormalidades no esqueleto quando comparados ao grupo CN. Os grupos C12 e CE
apresentaram maior taxa de pobre ossificacdo na cabeca. Os grupos C3 e C6, maior
porcentagem de supraoccipitais com pobre ossificacdo e esternébras irregulares, ja o
grupo CE diferiu do CN com maior taxa de pobre ossificacdo nos membros toracicos e

fémures.

Tabela 4. Percentual de alteracdes esqueléticas em fetos de fémeas tratadas com 300 mg.kg™ de
OEA (C3), 600 mg.kg™ de OEA (C6), 1200 mg.kg™ de OEA (C12) e 134,55 mg.kg™ de 1,8
cineol (CE) do 6° ao 15° dia de gestacéo.

Grupos
CN C3 C6 Cl12 CE

Fetos com anormalidades no esqueleto 43,30 58,24 78,31* 100* 95,06*

(%)

Fetos com anormalidades em (%)

CABECA
Pobre ossificacdo 33,10 1868 4,82 86,60 77,78*
Supraoccipital com incompleta 0,00 3,30 4,82 0,00 0,00

ossificagédo
Supraoccipital com pobre ossificacdo 0,00 21,98* 50,60* 0,00 4,94
Interparietal com pobre ossificagcdo 0,00 0,00 0,00 0,00 1,23
Fusdo frontal com parietal 0,00 0,00 0,00 3,09 0,00
Fuséo supraoccipital com parietal 0,00 0,00 1,20 0,00 0,00

Justaposicdo de interparietais, parietaise 7,90 12,09 0,00 4,12 0,00
frontais

Justaposicdo interparietais com parietais 0,00 2,20 1,20 0,00 0,00
ESTERNO

Clavicula com posic¢éo irregular 0,00 2,20 0,00 0,00 0,00

Clavicula com pobre ossificacéo 0,00 549 0,00 0,00 4,94

Esternébras irregulares 0,00 8,79* 33,73* 2,06 0,00

Esternébras com pobre ossificacéo 0,00 0,00 1,20 5,15 2,47
COLUNA VERTEBRAL

Cervical com pobre ossificagéo 0,00 2,20 0,00 0,00 0,00

Lombar com pobre ossificagdo 0,00 3,30 0,00 0,00 0,00
MEMBROS TORACICOS

Pobre ossificagdo 0,00 2,20 0,00 0,00 16,05*
MEMBROS PELVICOS

Fémures com incompleta ossificacdo 0,00 1,10 0,00 0,00 0,00

Fémures com pobre ossificacdo 0,00 0,00 1,20 4,12 22,22*

* Diferenca significativa (P < 0,05), qui-quadrado.
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4. DISCUSSAO

O periodo embrionario referido como pdés-implantagdo, é definido como o
intervalo entre a completa implantacdo até o final da organogénese do feto (FOOTE &
CARNEY; 2000), ele compreende desde a proliferacdo, diferenciacdo e migracao
celular até a formacéo dos 6rgdos rudimentares, e qualquer substancia quimica que ao
ser administrada para a gestante durante esta fase cause lesdo compativel com a vida ao
feto, é referida como teratogénica (BERNARDI, 2014). E provavel que metabdlitos de
Oleos essenciais atravessem a placenta devido ao intimo (mas nédo direto) contato entre o
sangue materno e embrionario ou fetal. Substancias lipofilicas podem migrar por
difusdo passiva entre estas duas circulac@es e atingir niveis equivalentes entre o sangue
materno e fetal. Estas substancias sdo biotransformadas em compostos polares e podem
se acumular no feto (BURFIELD, 2000).

O presente estudo objetivou avaliar trés concentracbes do Oleo essencial de
alecrim (300, 600 e 1200 mg.kg ™) e de 1,8 cineol (134,55 mg.kg™) em fémeas
gestantes, durante o periodo de organogénese, com a finalidade de definir os efeitos na
fertilidade das fémeas e no desenvolvimento embrionario e fetal.

A organogénese é altamente sensivel a exposicdo de substancias toxicas
(OXENDINE et al.; 2006) e esta interacdo pode desencadear efeitos adversos no
desenvolvimento esquelético, que sdo denominados anomalias (CHAHOUD, 2005).
Houve elevado percentual de anomalias principalmente nos grupos C12 e CE, mas que
também foram evidentes na concentracdo menor e intermediaria do 6leo, confirmando
sua acdo sobre a formacdo Ossea (MELLO et al., 2000). Os resultados de pobre
ossificagdo na cabeca para os grupos C12 e CE sugerem atraso no desenvolvimento dos
fetos. No esterno, houve diferenca para esternébras irregulares nos grupos C3 e C6 em
relacdo ao grupo controle, também indicando retardo no desenvolvimento (DANTAS,
2016). De acordo com Lork (1997), os retardos no desenvolvimento 0sseo estdo
relacionados a auséncia de centros de ossificagdo em estruturas bilaterais ou na presenca
de forma e/ou tamanho claramente sugestivos de um estdgio precoce de
desenvolvimento.

Foi observado um amento na incidéncia de anormalidades no esqueleto e pobre
ossificagdo na cabeca conforme o aumento da dose, sendo indicativo de que este agente
pode apresentar toxicidade de desenvolvimento mesmo na dose mais baixa
(CHAHOUD et al.; 1999). As alteracdes encontradas sdo variacOes caracterizadas por

um atraso no desenvolvimento (CHAHOUD et al., 2015), ja as malformacdes, que sdo
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representadas pela auséncia parcial ou total de 0ssos importantes, encurtamentos,
arqueamentos, assimetrias, fusdes, fendas ou duplicidade (LORK, 1997), ndo foram
observadas. Lemonica et al. (1996) ndo encontraram efeito significativo do tratamento
com extrato aquoso de Rosmarinus officinalis, administrados para fémeas do 6° ao 15°
dia de gestacdo, no esqueleto de fetos. Nossos estudos mostram, pela primeira vez,
resultados indicativos de atraso no desenvolvimento 6sseo de fetos pelo OEA e seu
composto majoritario.

Os indices reprodutivos das fémeas tratadas ndo apresentaram diferenca
estatistica significativa com o grupo controle, porém, a taxa de perdas pés-implantacéo
demonstra uma tendéncia de aumento nos grupos que receberam o OEA, indicando que
doses maiores devem ser testadas. Estudo verificou o mecanismo pelo qual o extrato
aquoso de alecrim influencia a implantacdo do embrido, correlacionando a sua ingestdo
com possiveis alteragdes no desenvolvimento do embrido. O extrato foi administrado a
ratas Wistar em duas doses: 260 e 1040 mg . kg™, por via oral, do dia 1 ao dia 4 de
gestacdo, uma vez ao dia. O tratamento com 260 mg . kg™ causou aumento significativo
no nimero de embrides andémalos coletados do utero no dia 5, apresentando efeito
toxico no feto. No entanto, os embriGes que conseguiram implantar apresentaram
desenvolvimento normal. A administracdo de 1040 mg . kg™ do extrato ndo apresentou
qualquer efeito embriotdxico. No entanto, no dia 5, um decréscimo de 40% do nimero
de blastocitos presentes no Utero foi observada. Este fato sugere que o tratamento com a
dose mais elevada causou maior retencdo de embrides no oviduto (DAMASCO e
LEMONICA, 1999).

O composto majoritério identificado na analise cromatogréfica foi o 1,8 cineol,
um monoterpeno também identificado em outros estudos utilizando o 6leo essencial de
alecrim (OKOH et al., 2010; WALLER et al., 2016) e que pelo seu aroma e sabor
agradaveis, é frequentemente utilizado em alimentos, fragrancias e cosméticos, mas
também € conhecido e estudado pelas suas caracteristicas que lhe conferem bons
resultados nas infecc¢Bes do trato respiratorio (JUERGENS; 2014) .

O peso do figado, assim como para outros autores (DEBERSAC et al., 2001;
GUERRA et al., 2009) aumentou nas fémeas do grupo C12 e CE em comparacdo as do
grupo CN. A auséncia de alteracdo histoldgica significativa nos orgaos estudados e de
sinais de toxicidade sisttmica como apatia e diarreia, indicam que nas doses e condig¢oes
experimentais estudadas, o OEA e o0 1,8 cineol ndo apresentaram toxicidade sistémica

na fémeas (DANTAS, 2016). Como ndo foram evidenciadas alteracGes histopatologicas
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indicativas de patologia, apenas tumefacdo hepatocelular, o aumento do figado
caracterizado por hipertrofia hepatocelular, ¢ considerado uma resposta adaptativa
frequente deste 6rgdo quando exposto a xenobidticos (McGUIRE et al., 1986). O 1,8
cineol administrado na dose de 1000 mg.kg™ causou aumento da massa relativa e
absoluta do figado de fémeas também para Caldas et al. (2016); e em um estudo
conduzido por Kristiansen e Madsen (1995) tratando somente machos por 28 dias, 0
mesmo resultado foi observado. O peso do baco do grupo CE foi maior em relacdo ao
grupo controle, porém trata-se de uma observacéo isolada, pois ndo foram realizadas
dosagens de quimica clinica e esta alteracdo ndo estd associada a alteragdes
histopatoldgicas. Caldas et al. (2016) encontrou redugdo da massa absoluta deste érgado
em machos tratados com 1000 mg.kg™.

O presente estudo indica que o Oleo essencial de Rosmarinus officinalis nas
doses 300 mg.kg™, 600 mg.kg™ e 1200 mg.kg™ e seu composto majoritério 1,8 cineol
(134,55 mg.kg™) ndo causam toxicidade materna quando administrados do 6° ao 15° dia
de gestacdo. No entanto, interferem no desenvolvimento fetal evidenciado pelo retardo
no desenvolvimento esquelético observado em todos os grupos, sugerindo que as doses

estudadas sejam evitadas em fémeas durante o periodo gestacional.
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5 CONCLUSOES

O presente estudo traz as avaliagbes do O6leo essencial de alecrim, uma
substancia promissora para o desenvolvimento de um novo farmaco, e seu composto
majoritario, 1,8 cineol, em testes pré-clinicos de toxicidade reprodutiva. Os resultados
indicam que:

— N&o houve interferéncia do 0leo essencial na fertilidade de ratos, machos e
fémeas, expostos antes e durante o acasalamento. O dleo essencial nas maiores
doses estudadas (C6 e C12) causou o0 aumento do peso do figado, sem alteracdes
histopatolédgicas. Houve também, aumento do consumo de agua por fémeas. O
seu composto majoritario, 0 1,8 cineol na dose de 134,55 mg.kg™, diminuiu o
namero de filhotes nascidos por ninhada, indicando interferéncia no periodo de
implantacdo, ja que quando administrado durante a organogénese esses efeitos
ndo foram observados e diminuiu o peso do testiculo e epididimo direitos.

— Nao houve interferéncia do OEA no sistema reprodutivo da prole exposta
durante o periodo gestacional e lactacional. Os fetos sdo afetados pelo
tratamento materno com alteragfes nos reflexos de endireitamento e geotaxia
(C6 e C12), porém evidenciados apenas nos dias iniciais de desenvolvimento
(PPD 2 ao PPD 7). O teste de campo aberto demonstrou que o tratamento das
méaes aumentou a exploracdo na prole do grupo C3. Ja o 1,8 cineol, interferiu no
desenvolvimento reprodutivo dos machos, aumentando a testosterona sérica
refletida em aumento do nimero de espermatozoides na prole.

— Os efeitos do dleo e composto majoritario (1,8 cineol) ndo alterou a fertilidade
de ratas tratadas do 6° ao 15° dia de gestacdo e nenhum sinal de toxicidade foi
observado nas fémeas. Alteracdes esqueléticas foram observadas em todos os
grupos com tratamento materno durante o periodo de desenvolvimento fetal,
evidenciados por retardo no desenvolvimento esquelético, sugerindo que as

doses estudadas sejam evitadas em fémeas durante o periodo gestacional.
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