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RESUMO

A oleuropeina € o composto fendlico majoritario nas folhas da oliveira e tem sido apontada
como responsavel pela maioria dos atributos terapéuticos da planta. Apesar dos inumeros
estudos a respeito dos beneficios da utilizacdo da oliveira e seu composto majoritario, a
oleuropeina, poucos sdo os dados na literatura referentes a sua toxicidade. Tendo em vista a
importancia de se verificar a toxicidade reprodutiva deste composto fendlico, nesse estudo
foram investigados os efeitos da oleuropeina na prole de ratas Wistar, a partir da exposigdo
durante os periodos de gestacédo e lactacdo as doses de 2000 mg/kg/dia (G1), 1000 mg/kg/dia
(G2) e 500 mg/kg/dia (G3), e um grupo controle negativo que foi exposto a agua destilada (CN).
A progénie foi avaliada quanto ao seu desenvolvimento fisico e sexual, por meio da observagao
visual das seguintes caracteristicas: penugem, descolamento dos pavilhdes auriculares, pelo,
erupcdo dos dentes incisivos, abertura dos olhos, separacdo prepucial e abertura do canal
vaginal. O desenvolvimento motor foi avaliado por meio de testes de reflexo, como: teste de
endireitamento em superficie, geotaxia negativa e resposta ao agarrar. Foram realizados 0s
testes de comportamento em campo aberto, para avaliacdo de ansiedade, e comportamento
sexual, para avaliacdo de taxas reprodutivas. Foram analisados, ainda, o peso relativo dos
orgédos e, nos machos, nimero e morfologia espermatica. Os animais dos grupos G1 e G2
abriram os olhos mais tarde em comparacao ao grupo controle (P<0,01), o G3 apresentou atraso
no descolamento do pavilhdo auricular (P<0,001), porém a caracteristica de erupcao de dentes
incisivos foi precoce neste grupo em comparacao ao grupo controle (P=0,023). Os animais do
grupo G1 também apresentaram atraso na separacao prepucial (P<0,001). No dia pos-natal 7 e
8 0s animais dos grupos G1 e G2 demoraram mais para reorientarem-se no reflexo de geotaxia
negativa (P<0,001), 0s mesmos grupos permaneceram menos tempo agarrados no 14° dia pés-
natal (P<0,001). Os animais do grupo G1 (4,79 +0,44) apresentaram uma maior porcentagem
de anormalidades na morfologia espermatica, em comparacdo ao grupo controle negativo
(2,17+0,33). O G3 (27,09+3,63) também permaneceu mais tempo nos quadrantes centrais no
teste de campo aberto quando comparado ao grupo controle (15,38+1,68). Nossos resultados
demonstram que a exposicao a oleuropeina interferiu no desenvolvimento fisico e reprodutivo
da progénie, o que limita sua recomendacdo durante os periodos gestacional e lactacional,
especialmente em altas doses. Contribuindo com a elucidacdo de algumas questdes referentes

a seguranca do seu uso como agente terapéutico.

Palavras-chave: Oliveira; Olea europaea; Oleuropeina; Toxicidade reprodutiva.



ABSTRACT

Oleuropein is the major phenolic compound in olive leaves and has been identified as
responsible for most of the plant's therapeutic attributes. Despite hnumerous studies on the
benefits of using Olea europaea and its major compound, oleuropein, there are few data in the
literature regarding its toxicity. In view of the importance of verifying the reproductive toxicity
of this phenolic compound, in this study the effects of oleuropein on the offspring of Wistar rats
were investigated, from the exposure during the gestation and lactation periods at doses of
2000 mg/kg/day (G1), 1000 mg/kg/day (G2) and 500 mg/kg/day (G3), and a negative control
group that was exposed to distilled water (CN). The progeny was evaluated for their physical
and sexual development, through visual observation of the following characteristics: fluff,
detachment of the auricular pavilion, fur, eruption of incisor teeth, eye opening, preputial
separation and opening of the vaginal canal. Motor development was evaluated through reflex
tests, such as: surface straightening test, negative geotaxy and grapple test. Behavior tests in
the open field, to assess anxiety, and sexual behavior, to evaluated reproductive rates, were
performed. The relative organs weight and, in males, sperm number and morphology were also
analyzed. The animals in groups G1 and G2 opened their eyes later in comparison to the control
group (P<0,01), G3 showed delay in the detachment of the auricular pavilion (P<0,001),
however the incisor teeth eruption characteristic was early in this group compared to the
control group (P=0,023). The animals in the G1 group also showed delay in the preputial
separation (P<0,001). In the 7 and 8 postnatal day, the animals in the G1 and G2 groups took
longer to reorient themselves in the geotaxis reflex (P<0,001), the same groups spent less time
on the grapple test on the 14 postnatal day (P<0,001). The animals in the G1 (4,79 £0,44)
group showed a higher percentage of abnormalities in sperm morphology compared to the
negative control group (2,17+0,33). The group G3 (27,09+3,63) also remained longer in the
central quadrants in the open field test when compared to the control group (15,38+1,68). Our
results demonstrate that exposure to oleuropein interfered with the progeny's physical and
reproductive development, restricting its recommendation during gestational and lactational
periods, especially in high doses. Contributing to the elucidation of some issues regarding the

safety of its use as a therapeutic agent.

Keywords: Olive tree, Olea europaea, Oleuropein, Reproductive toxicity
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1 INTRODUCAO

A producéo de novos farmacos utilizando substancias extraidas de plantas com potencial
terapéutico, tem sido o foco de muitos cientistas em diferentes regides do planeta (HUSSAIN
etal., 2011). Em 2008, Silva e colaboradores estimaram que 33% de todas as novas substancias
quimicas lancadas no mercado eram provenientes de produtos naturais. A busca por fa&rmacos
oriundos de fontes naturais com acdo antimicrobiana vem aumentando devido ao seu baixo
custo, facilidade de acesso e por serem renovaveis (PEREIRA, 2009; VENTUROSO et al.,
2011). A Organizagdo Mundial da Saide (OMS), reconhece a importancia do uso de plantas
medicinais como um recurso de assisténcia farmacéutica viavel e de baixo custo, estimando que
70% a 90% da populacdo nos paises em desenvolvimento, depende do uso da medicina
tradicional para suas necessidades de cuidados primarios de saude (WHO, 2011). Segundo
Rodrigues & De Simoni (2010), no Brasil, em torno de 82% da populagédo faz uso de produtos
a base de plantas medicinais nos seus cuidados com a salde. Mesmo com seu vasto uso na
medicina tradicional, poucas sdo as plantas medicinais estudadas segundo os atuais protocolos
emitidos por 6rgdos cientificos internacionais (CAPASSO et al., 2000; VEIGA JUNIOR,
2008).

A capacidade de produzir frutos contendo dleo de qualidade e uma ampla adaptagédo
geografica, sdo fatores que garantiram a sobrevivéncia da oliveira no século XXI como uma
das principais espécies alimentares (KAILIS, 2017). A baixa incidéncia de doencas
cardiovasculares e cancer nos paises mediterraneos chamou a atencdo de pesquisadores, e a
dieta mediterranea composta de azeitonas e subprodutos da oliveira foi considerada uma das
razbes para este fendbmeno (ERBAY; ICIER, 2010). As indicacdes terapéuticas na medicina
tradicional apontam para sua utilizacdo na reducdo de glicemia, do colesterol e de acido Urico.
Sendo empregada no tratamento de diabetes, hipertenséo, inflamacéo, diarreia, infec¢bes do
trato respiratorio e urinario, doencas gastricas e intestinais, asma e reumatismo (HASHMI et
al., 2015). A oleuropeina é o composto fendlico majoritario nas folhas da oliveira, e tem sido
apontada como responsavel pela maioria dos atributos terapéuticos da planta (HASSEN;
CASABIANCA; HOSNI, 2015; OZCAN; MATTHAUS, 2017). Contudo, o nimero limitado
de estudos de seguranca pré-clinica para extratos de folhas da Olea europaea L. e dados
toxicoldgicos concernentes a oleuropeina, restringem a possibilidade de seu uso (EMA, 2011).

Os estudos comumente utilizados para avaliacdo da toxicidade reprodutiva sao divididos
em trés segmentos, adaptando-se as normas da ANVISA com as normas internacionais guiadas

pela Environmental Protection Agency (EPA) e recomendadas pela OECD e FDA, s&o eles:
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Segmento [ “Toxicidade cronica e reprodutiva” onde sdo avaliados os efeitos sobre a fertilidade
de machos e fémeas antes e durante 0 acasalamento; Segmento II “Toxicidade pré-natal —
estudo de teratogénicidade” que caracteriza-se pelo estudo de teratogénicidade, com exposicédo
da progénie durante a fase de organogénese; Segmento III “Toxicidade peri e pos-natal” através
da avaliacdo de efeitos sobre o desenvolvimento pré e pos-natal de progénies expostas durante
as fases de desenvolvimento fetal e lactagdo (OECD, 2001; LEMONICA et al., 2001).

Nos ultimos anos, a importancia clinica atribuida as micoses em animais domesticos
vém crescendo (MEINERZ et al., 2007; PRESTES et al., 2008), e consequentemente, a
resisténcia desses microrganismos sobre antifungicos disponiveis no mercado também é
crescente. Isso, aliado as dificuldades representadas pelo tempo de administragéo, toxicidade e
alto custo, tem impulsionado a procura por novas alternativas terapéuticas para o controle
dessas doencas, de modo que os fitoterdpicos surgiram como uma possibilidade no
desenvolvimento de novos farmacos (ABAD et al., 2007; BRASIL, 2002; CHAMI et al., 2004;
GIORDANI et al., 2004).

Nosso grupo, ha anos, vem desenvolvendo pesquisas com intuito de investigar a acao
de diferentes 6leos essenciais frente a doencas fangicas. Inimeros estudos ja foram realizados,
utilizando substancias naturais, como o Prépolis (Apis melifera) e derivadas de plantas como o
Alecrim (Rosmarinus officinalis L.), o Orégano (Origanum majorana L.) e a Manjerona
(Origanum majorana). Os estudos compreendem ensaios in vitro e in vivo, incluindo a
caracterizacdo dos componentes presentes nos diferentes 6leos, ensaios de mutagenicidade,
avaliacbes quanto aos seus potenciais de toxicidade e testes, tanto com doencas fingicas
induzidas, como no tratamento de casos clinicos. Dentre as micoses que ja foram alvo de testes,
pode-se destacar a Esporotricose (Complexo Sporothrix schenckii), a Aspergilose (Aspergillus
spp.) e a Candidiase (Candida spp.). (CLEFF et al., 2008; CLEFF et al., 2013; HOLLENBACH
et al., 2014; OSORIO et al., 2014; SANTIN et al., 2014; HOLLENBACH et al., 2015;
DANTAS etal., 2016; WALLER et al., 2016; WALLER et al., 2017;). E recentemente projetos
de pesquisa que envolvem a andlise quimica e a prospeccao de substancias com promissora
atividade antifungica in vitro e in vivo de diferentes fracdes da Olea europaea L. Ripoll (2019),
testou a suscetibilidade in vitro de extratos aquosos de Olea europaea frente a fungos
filamentosos e leveduriformes, obtendo resultados efetivos contra duas cepas padrdes de
Candida albicans em concentra¢bes a partir de 3,12 mg/mL, demonstrando seu potencial
promissor como agente antiflngico.

Os estudos pré-clinicos em modelos animais sdo capazes de gerar resultados

importantes sobre alteracbes em aspectos fisiologicos como reproducgdo, fertilidade e
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desenvolvimento da prole. A exposicdo via Utero e lactacdo da progénie de ratos Wistar tratados
com diferentes doses de oleuropeina, visa analisar os efeitos significativos no desenvolvimento
(peri e pos-natal), reproducao e comportamento dos animais, de forma a caracterizar o aspecto
toxicologico deste composto. A realizacdo desses ensaios de avaliagao toxicoldgica é de grande
importancia para atestar que o composto fendlico oleuropeina, presente na planta Olea
europaea L., ndo exerce atividades toxicas que inviabilizem sua utilizacdo em satde humana

e/ou animal.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Investigar os potenciais riscos toxicologicos da utilizacdo da oleuropeina nos periodos
peri e pos-natal em ratos Wistar, contribuindo para a elucidacdo de questfes relacionadas a

seguranca do seu uso como agente terapéutico.

2.2 Objetivo especifico

Avaliar os efeitos da oleuoropeina sobre o desenvolvimento da progénie de ratos Wistar,
exposta a trés doses diferentes do composto, durante as fases do desenvolvimento fetal e
lactacdo; quanto ao seu desenvolvimento fisico e sexual, pardmetros reprodutivos,

comportamentos em campo aberto e sexual (Segmento I11).
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Olea europeae L. — Oliveira

A familia Oleaceae é composta por 30 géneros, sendo um deles o género Olea, que
compreende cerca de 30 espécies (KAILIS, 2017). A espécie Olea europaea L. tém sua origem
nas regides temperadas da Europa, Africa e Asia, embora tenha sido cultivada em diversos
locais, com clima adequado, em todo 0 mundo (WALLANDER; ALBERT, 2000; VARGAS,
2000). A colonizacdo espanhola levou as oliveiras para as Américas no século XVI. No século
XVII foi introduzida no México, Peru, Chile, Argentina, Estados Unidos e Jamaica e,
posteriormente, no Uruguai e Brasil (WREGE et al., 2015). No Brasil sdo conhecidas apenas
15 espécies, distribuidas em 7 géneros, e atualmente existem areas de plantio nos estados do
Rio Grande do Sul e Minhas Gerais com relevancia na sua producdo (WREGE et al., 2009;
WREGE et al., 2015).

Existem seis subespécies naturais: subsp. europaea, na bacia do Mediterraneo; subsp.
laperrinei, na regifo do Saara; subsp. cuspidata, na Africa do Sul, Sudeste Asiatico, China e
Arébia; subsp. maroccana, no Marrocos; subsp. cerasiformis, no arquipélago da Madeira; e
subsp. guanchica, nas llhas Canérias (VARGAS, 2000). Contudo, segundo outras fontes,
apenas as subespécies cuspidata (azeitona africana) e europaea (azeitona europeia) sdo aceitas
(ITIS, 2021). Duas variedades ocorrem dentro da subsp. europaea: a oliveira cultivada (var.
europaea) e a oliveira selvagem (var. sylvestris), conhecida como oleaster (CAVACA et al.,
2020).

A oliveira (Olea europaea L.) é uma angiospérmica dicotiledonea, da familia das
Oleéceas, a mesma familia a que pertence o freixo, o ligustro e o lilas (OLISSUL, 2021). E
curta e espessa, podendo ir de arbustos a arvores de até 10 metros de altura, seu tronco possuli
grande diametro e é tipicamente dobrado e retorcido. Suas folhas sdo verdes-acinzentadas,
ligeiramente caidas, lanceoladas e com um pequeno bico terminal (HASHMI et al., 2015). O
fruto da oliveira € a azeitona, uma drupa ovoide ou sub-ovéide com dimensdes que variam de
1,0a4,0 cm de comprimento e 0,6 a 2,0 cm de largura. Possui apenas uma semente e é composto
de trés tecidos fundamentais: endocarpo (carogo), mesocarpo (polpa) e exocarpo (pele)
(RAPOPORT, 1998).

As plantas s8o uma das fontes mais importantes de produtos bioativos naturais

(CAVACA et al., 2020). Os polifendis constituem um dos grupos de substancias mais comuns
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e difundidos nas plantas com flores, e sdo considerados os metabo6litos secundarios envolvidos
na defesa quimica contra predadores (FERRAZZANO et al., 2011). A Olea europaea L. é
conhecida por sua capacidade de produzir uma matéria organica contendo uma alta proporcéo
de biofendis (RANALLI et al., 2006), estes compostos incluem um grupo principal de
metabdlitos secundarios, que se distinguem por sua solubilidade em &gua e alto peso molecular
(CAVACA et al., 2020). Sao considerados de grande importancia fisiolégica e morfoldgica nas
plantas, apresentando uma riqueza de variedade estrutural e diversidade de atividades-chave,
que culminam na reatividade ao ataque de patdgenos e resposta a injdrias de insetos (JAPON -
LUJAN; LUQUE-RODRIGUEZ; LUQUE DE CASTRO, 2006).

Existem mais de 100 biofendis diferentes relatados em quase todas as partes da oliveira
(OBIED et al., 2007), sendo que a composi¢do e concentracdo de biofendis da oliveira varia
entre seus produtos (frutos, éleo, folhas e residuos) e tecidos (polpa e caroco) (OBIED et al.,
2012). Regido de cultivo, condigdes climaticas e época do ano, variagdes da composicao do
solo e sua adubacéo, uso de substéncias para fertilizacdo foliar, diversidade de cultivares, e
estagio da planta sdo fatores que determinam grande variacdo quimica na Olea europeae L.
(CAMPOEL et al., 2001; CAMPOEL et al., 2003; FLAMINI et al., 2003). A forma de coleta
da planta, os métodos de extracdo e o tipo de extrato, também sdo responsaveis por enorme

variacdo de substancias quimicas (SIMOES et al., 2000).

No fruto os compostos fendlicos encontrados sdo: flavanoides (luteolina 7-O-glicosideo,
luteolina 5-O-glucosideo, apigenina 7-O-glicosideo), acidos fendlicos (acido cafeico, &cido p-
hidroxibenzoéico, acido vanilico, &cido siringico, acido p-cumarico, acido o-cumarico, acido
ferulico), alcoois fendlicos (3,4-DHPEA, p-HPEA) e secoiriddides (oleuropeina, ligstrosideo,
nuzhenide) (CAVACA et al., 2020). As folhas da oliveira contém secoiridoides (oleuropeina,
ligstrosideo, dimetiloleuropeina e oleosideo), flavondides (apigenina, caempferol, luteolina) e
compostos fendlicos (&cido cafeico, tirosol, hidroxitirosol) (RAHMANIAN et al., 2015). Tanto
na azeitona verde (GHANBARI et al., 2012) quanto nas folhas da oliveira, o principal
secoiriddide identificado € a oleuropeina (CAVACA et al., 2020).

A Olea europeae L. ganhou popularidade no mercado global de nutracéuticos devido a
uma gama de alegados atributos de saude, tradicionalmente utilizados no tratamento de um
amplo espectro de doengas (HASSEN; CASABIANCA; HOSNI, 2015). As indicagOes
terapéuticas na medicina tradicional apontam para sua utilizacdo na reducdo de glicemia, do
colesterol e de é&cido urico. Sendo empregada no tratamento de diabetes, hipertenséo,

inflamacdo, diarreia, infeccdes do trato respiratdrio e urinario, doencas gastricas e intestinais,
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asma e reumatismo (HASHMI et al., 2015). A oleuropeina tem sido apontada como responsavel
pela maioria dos atributos terapéuticos da planta (HASSEN; CASABIANCA; HOSNI, 2015;
OZCAN; MATTHAUS, 2017).

3.2 Oleuropeina
3.2.1 Quimica

A oleuropeina esta incluida em um grupo especifico de compostos semelhantes a
cumarina, os secoiriddides, e é o biofenol mais abundante nas folhas da oliveira (SOLER-
RIVAS; ESPIN; WICHERS, 2000). Bourquelot e Vintilesco (1908) (apud ERBAY; ICIER,
2010) detectaram, pela primeira vez, a presenca da oleuropeina em azeitonas, porém sua
estrutura quimica so foi atribuida por Panizzi et al. em 1960 (apud ERBAY; ICIER, 2010).

A oleuropeina é um éster de 2'-(3',4'-dihidroxifenil) etanol (hidroxitirosol) e possui
esqueleto oleosidico comum aos glicosideos secoiriddides da Oleaceae (SOLER-RIVAS,
2000). Possui estereocentro em C-5 com configuracgdo (S) e ligagdo dupla exociclica 8,9 com
configuracdo (E), caracteristica dos secoiridoides (CAVACA et al., 2020). A biossintese da
oleuropeina ocorre por meio de uma ramificacao na via do mevalonato a partir do metabolismo
secundario, resultando na formacéo de oleosideos (DAMTOFT; FRANZYK; JENSEN, 1992).
Destes compostos, sdo derivados os secoiridéides DAMTOFT; FRANZYK; JENSEN, 1993).

Figura 1 — Estrutura quimica da oleuropeina
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Fonte: SIGMA-ALDRICH, 2021 (Disponivel em:
https://www.sigmaaldrich.com/united-states.html
Acesso em: 02 fev. 2021).
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3.2.2 Atividades farmacoldgicas da oleuropeina

A oleuropeina é responsavel pela maioria dos atributos do extrato de folha de oliveira,
sendo conhecida por suas propriedades bioldgicas e farmacologicas, incluindo anticancer,
cardioprotetora, neuroprotetora, gastroprotetora, hepatoprotetora, antidiabética, antiobesidade,
radioprotetora, antioxidante e antimicrobiana (contra bactérias, virus, fungos e alguns parasitas)
(JUVEN; HENIS, 1970; FLEMING et al., 1973; GOURAMA et al.1989; TRANTER;
TASSOU; NYCHAS, 1993; TASSOU; NYCHAS, 1995; BISIGNANO et al.,, 1999;
McDONALD et al, 2001; TUCK; HAYBALL, 2002; MARKIN et al., 2003;
KORUKLUOGLU et al., 2004; MICOL et al., 2005; MELLO; PINHEIRO, 2012; HASSEN;
CASABIANCA; HOSNI, 2015; OZCAN; MATTHAUS, 2017). Essas propriedades sdo em
grande parte atribuidas aos seus efeitos antioxidantes e anti-inflamatorios presumiveis
(CICERALE; LUCAS; KEAST, 2012; HASSEN; CASABIANCA; HOSNI, 2015; OZCAN;
MATTHAUS, 2017;). A Tabela 1 apresenta alguns estudos farmacoldgicos conduzidos na

possivel comprovacao dos efeitos benéficos da oleuropeina.

Tabela 1 — Estudos farmacoldgicos conduzidos em modelos experimentais utilizando a

oleuropeina
Modelo/ensaio Efeitos Autor

Ratos machos adultos de Efeito antioxidante pela eliminacdo Castillo et al., 2010

Sprague Dawley de ROS

Ratos machos adultos de Efeitos antidiabéticos e Alirezaei et al.,

Wistar; diabetes induzida por antioxidantes 2012

aloxana

Ratos machos adultos de Wistar ~ Atividades antidiabética e Jemai et al., 2009
antioxidante

Coelhos Nova Zelandia machos Efeito hipoglicemiante e Al-Azzawie et al.,
antioxidante 2006

Fémeas de camundongo Protecdo contra cancer colorretal;  Giner et al., 2015

C57BL/6; cancer colorretal supressao do crescimento e

induzido por azoximetano multiplicidade de tumores do célon

(AOM)/sulfato de dextrano de

sodio (DSS)

Modelo de infeccao por Deplecdo de >95% do parasitano  Kyriazis et al.,

leishmaniose visceral em figado e baco apos 6 semanas 2013

Camundongos BALB/c _
infectados com L. donovani Continua
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Continuacao

Modelo/ensaio

Efeitos

Autor

10 mulheres saudaveis de 20-30
anos com pele Fitzpatrick tipos
Ielll

Homens de meia idade com
sobrepeso

Células FL83B normais de
hepatdcitos de camundongo;
Células HepG2 e FL83B

Bacillus cereus CECT 148; B.
subtilis CECT 498;
Staphylococcus aureus ESA 7;
Escherichia coli CECT 101;
Pseudomonas aeruginosa
CECT 108; Klebsiella
pneumoniae ESA 8; Candida
albicans CECT 1394;
Cryptococcus neoformans ESA
3.

Sangue total de 11 voluntarios
saudaveis do sexo masculino

Células HelLa de carcinoma
cervical humano

Linhagem de células de cancer
de mama

Linhagens celulares de cancer
de mama humano (MCF-7 e T-
47D)

Efeito calmante no tratamento do
eritema induzido por UVB

Aumento da sensibilidade a
insulina

Diminuicdo do tamanho do numero
de goticulas de lipidios em células
tratadas com &cido graxo livre e
reducdo do acumulo de
triglicerideos intracelulares

Atividade antimicrobiana

Inibicdo da ativacao plaquetaria
pela eliminacdo de H202
produzido na cascata do
metabolismo do 4cido
araquidonico que leva a agregacao
plaquetéria

Atividade anticancerigena

Morte celular apoptotica de células
MCEF-7 de cancer de mama
humano

Efeitos antiproliferativos e
antioxidantes

Perugini et al.,
2008

Bock et al., 2013

Hur et al., 2012

Pereira et al., 2007

Singh et al., 2008

Yao et al., 2014

Han et al., 2009

Bulotta et al., 2011

Fonte: Adaptado de HASHMI et al., 2015.



22

O actmulo de radicais livres nos lipidios da membrana celular desempenha um papel
importante  em diversos disturbios patologicos, incluindo aterosclerose, cancer,
envelhecimento, artrite reumatoide e inflamagédo (SAHIN; BILGIN; DRAMUR, 2011). A
oleuropeina possui uma estrutura orto-diafendlica (catecélica), que é conhecida por sua
capacidade de eliminar radicais livres, atuando no tratamento de algumas patologias associadas
ao estresse oxidativo (HASSEN; CASABIANCA; HOSNI, 2015). A comprovacdo dessa
caracteristica foi estabelecida por meio de testes in vivo e in vitro. Nestes ensaios, a capacidade
da oleuropeina e extratos ricos em oleuropeina de eliminar o radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil
(DPPH) se mostrou maior do que o antioxidante sintético BHT (hidroxitolueno butilado)
(BOUAZIZ et al., 2008; ZBIDI et al., 2009; ACHAT et al., 2012; MANCEBO-CAMPOS;
SALVADOR; FREGAPANE, 2014). A prevencdo da formacdo de radicais livres pela
oleuropeina, pode estar relacionada a sua habilidade de quelar ions metalicos, como Cu e Fe,
que catalisam reacOes de geracéo de radicais livres, bem como sua capacidade de inibir diversas
enzimas inflamatorias (VISIOLI; POLI, 2002). Tanto sua capacidade de eliminag&o de radicais
livres, quanto suas atividades quelantes de metais parecem ser responsaveis pela capacidade da
oleuropeina de proteger as membranas da oxidacdo lipidica iniciada por metal (HASSEN;
CASABIANCA; HOSNI, 2015).

A inflamacdo é uma resposta protetora essencial e altamente orquestrada induzida por
lesdo ou infeccdo do tecido (HASSEN; CASABIANCA; HOSNI, 2015). Foi demonstrado que
a oleuropeina exibe um efeito anti-inflamatorio que pode estar relacionado, pelo menos em
parte, as suas propriedades antioxidantes (QUINONES; MIGUEL; ALEIXANDRE, 2013).
Domitrovi¢ e colaboradores (2012) relataram efeito anti-inflamatério da oleuropeina, propondo
que este é mediado pela inibi¢cdo do NF-kp, e sua translocagdo para o nicleo, ciclooxigenase-2
(COX-1), caspase-3 e iNOS. Foi demonstrado que a oleuropeina atenua as principais citocinas
inflamatorias, como NF-kpB, TNF-a, IL-8p3 ¢ prostaglandina E», além de restaurar a expressdo e
atividade da proteina quinase A no pulmdo de camundongos com pleurisia induzida por
carragenina e em um modelo experimental de lesdo da medula espinhal em camundongos
(IMPELLIZZERI et al., 2011; IMPELLIZZERI et al., 2012).

3.2.3 Toxicidade da oleuropeina
Se do ponto de vista da comprovacao de atividades farmacoldgicas e potencias efeitos

terapéuticos é possivel encontrar farta investigacdo sobre a Olea europaea e seu composto

fenolico mais abundante, a oleuropeina, 0 mesmo nao pode ser dito com relacdo as pesquisas
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sobre sua toxicidade. Mesmo com suas atividades biol6gicas bem reconhecidas e seu amplo
uso tradicional como medicamento e alimento, a toxicidade sistémica e as avaliacdes de
seguranca da oleuropeina e/ou extratos ricos em oleuropeina sdo muito limitadas (HASSEN;
CASABIANCA; HOSNI, 2015).

Christian e colaboradores (2004), avaliaram o potencial toxico de HIDROX®
(Hydrolyzed Aqueous Olive Pulp Extract, OPE) e determinaram a NOAEL (no-observable-
adverse-effect-level) em camundongos como o limite de dose para administracdo oral de 2000
mg/kg. Em ratos, a administracdo de 1000, 1500 e 2000 mg/kg/dia, durante 90 dias, produziu
pequena reducdo de peso corporal. Ndo foram observadas alteragdes clinicas, hematoldgicas,
bioguimicas, peso de 6rgdos nem alteragcGes macroscopicas a necropsia. Os animais ndo foram
afetados adversamente pelo tratamento no que se refere as varidveis de acasalamento,
fertilidade, parto e desenvolvimento das ninhadas. No estudo com ratas gestante que receberam
OPE nas doses de 1000, 1500 e 2000 mg/k/dia entre o sexto e o vigésimo dia de gestacdo, 0s
resultados demonstraram que 0s niveis plasmaticos de gestantes e lactantes, comparados com
ratas ndo gestantes, ndo mostraram diferencas; a passagem placentaria foi minima e ndo foram
identificados niveis quantificaveis no leite e no plasma dos filhotes (CHRISTIAN et al., 2004).

E geralmente aceito que os extratos de folha de oliveira sejam bastante seguros
(KENDALL et al., 2009). Entretanto, um estudo recente conduzido por Arantes-Rodrigues et
al. (2011), demonstrou que a suplementacdo com extrato de folha de oliveira em altas doses
(0,5 e 0,75% da dieta, durante 14 semanas) induz lesbes hepaticas significativas, hiperplasia
dos ductos biliares e colestase. Além disso, a bioenergética hepatica foi afetada negativamente,
conforme demonstrado pela diminuigdo significativa no controle da razao respiratéria devido a
um efeito desacoplador (ARANTES-RODRIGUES et al., 2011). O nimero limitado de estudos
de seguranca pré-clinica para extratos de folhas da Olea europaea L. e dados toxicoldgicos

concernentes a oleuropeina, restringem a possibilidade de seu uso (EMA, 2011).

3.2.4 Avaliacdo toxicologica

Para que fitoterapicos e farmacos sejam produzidos ou disponibilizados no mercado
para consumo, é necessario uma avaliacao rigorosa de suas caracteristicas. Para tal, devem ser
realizados testes que determinem suas atividades toxicolédgicas e seu potencial mutagénico
(SILVA et al., 2003). Os principais protocolos seguidos sdo os emitidos pela Europa através da
Organization for Economic Cooperation and Development (OECD) e pelos Estados Unidos da
América através do Food and drug Administration (FDA) (SILVA et al., 2003).
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No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), é o 6rgao responsavel
pela regulamentacdo do registro de medicamentos fitoterapicos para uso humano e prevé a
realizacdo de estudos de toxicidade pré-clinica. Os ensaios de toxicidade reprodutiva, sdo
fundamentais quando o medicamento for indicado para gestantes ou para administracdo de
longa duragdo, o 6rgdo regulamentador indica métodos padronizados para os estudos de
toxicidade pré-clinica para fitoterapicos, incluindo toxicidade aguda, toxicidade de doses
repetidas e ensaios de genotoxicidade e toxicidade topica (ANVISA, 2004).

O Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA), é o érgao responsavel
pelo registro de medicamentos para uso veterinario, e apresenta as mesmas exigéncias quanto

a avaliacdo toxicologica prevista em sua normativa Decreto 5.053 de 2004 (BRASIL, 2004).

3.2.4.1 Testes sobre toxicidade reprodutiva

A reproducéo pode ser descrita como um processo bioldgico que garante a continuidade
das espécies, propiciando a passagem do material genético para geracGes seguintes (MELLO,
2007). A avaliagdo toxicoldgica reprodutiva compreende um estudo complexo, pois o ciclo
reprodutivo ndo limita-se apenas a concepg¢do, gestacdo e nascimento, mas tem inicio com a
producéo de gametas, continuando pela fertilizacdo e desenvolvimento embriofetal, nascimento
e desenvolvimento pos-natal, até a maturidade sexual, onde o descendente se torna um adulto
capaz de procriar (MELLO, 2007).

Os testes de avaliacdo da toxicidade reprodutiva, geralmente compreendem a exposicao
de animais sexualmente maduros antes da concep¢do (toxicidade crénica), durante o
desenvolvimento pré-natal e ap6s o nascimento, continuamente até sua maturacdo sexual
(toxicidade Peri e Pds-natal), de maneira a abranger igualmente todas as fases do ciclo
reprodutivo, detectando, assim, diferentes tipos de agravos que possam vir a afeta-las
(LEMONICA, 2001).

Os estudos comumente utilizados para avaliagéo da toxicidade reprodutiva sdo divididos
em trés segmentos, adaptando-se das normas da ANVISA com as normas internacionais
guiadas pela Environmental Protection Agency (EPA) e recomendadas pela OECD e FDA, sdo
eles:

e Segmento I “Toxicidade cronica e reprodutiva” onde sdo avaliados os efeitos

sobre a fertilidade de machos e fémeas antes e durante o acasalamento;
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e Segmento II “Toxicidade pré-natal — estudo de teratogénicidade” que
caracteriza-se pelo estudo de teratogénicidade, com exposi¢do da progénie
durante a fase de organogénese;

e Segmento Il “Toxicidade peri e pos-natal” através da avaliagdo de efeitos sobre
0 desenvolvimento pré e pos-natal de progénies expostas durante as fases de
desenvolvimento fetal e lactacédo

Para estudos de toxicologia, frequentemente utilizam-se ratos Wistar, um estoque de
ratos albinos que sdo indicados por serem animais ddceis e 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 maneira mais adequada de apontar os efeitos reprodutivos induzidos por xenobi6ticos
é investigar todos os parametros possiveis. Existem diversos estudos e ha varios anos 0s
investigadores monitoram, com maior frequéncia, o0 comportamento animal quando se estudam
os efeitos reprodutivos de substancias exdgenas (CHAHOUD; FAQI, 1998; FAQI et al., 1998).

3.2.4.2 Desenvolvimento dos filhotes

Em ratos, o equivalente ao terceiro trimestre gestacional humano ocorre apos o
nascimento, ou seja, o periodo pds-organogénese é extra-uterino, sendo os 7-10 primeiros dias
de vida pds-natal o periodo que representa 0 maior crescimento neuronal (WEINBERG et al.,
2008). Por possuirem uma menor capacidade metabdlica e excretora, além da auséncia de
muitos mecanismos de retroalimentacé@o do sistema endocrino, os individuos expostos durante
periodos criticos de desenvolvimento sdo mais vulneraveis a acdo de substancias quimicas
(ZENICK & KLEGG, 1989); podendo causar retardo no crescimento e anormalidades
funcionais (WILSON, 1965; BERNARDI, 2006; GORNIAK; SPINOSA; BERNARDI, 2008).

O periodo neonatal (fase final do periodo perinatal) tem seu inicio no nascimento da
prole, sendo finalizado com o término da lactacio. E nesse periodo que ocorre a maturagio
funcional e o ganho de peso corporal (BROLESE, 2009). A méae é a primeira fonte de conforto
térmico, alimentacéo e limpeza, determinando primariamente o desenvolvimento da arquitetura
do cérebro apds o nascimento (CASTRO, 2006). Ratos de laboratério nascem pesando entre 5
— 79 no dia zero, com os olhos fechados e a cavidade do ouvido obstruida por pele; as narinas

encontram-se abertas para a respiracdo e os animais possuem dente de leite, porém, os dentes
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incisivos ainda ndo nasceram, as patas traseiras e dianteiras sdo bem formadas, mas os filhotes
ndo tém capacidade de ficar em pé ou agarrar (GERRISH; ALBERTS, 1995).

Em animais, utilizam-se alguns testes importantes para determinar se ha alteracdo
guanto ao peso, desenvolvimento, maturacdo e comportamento dos filhotes pela exposicéo a
substancias administradas (ABEL; DINTCHEFF, 1978). Investiga-se alteragcdes em testes que
compreendem respostas reflexas, de orientacdo, de forca, atividade locomotora e ansiedade,
além do registro de peso, observagdo da abertura de olhos, erup¢do dos dentes incisivos, e
caracteristicas reprodutivas como abertura do canal vaginal e a separacdo prepucial
(BROLESE, 2009).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Insumos

O composto utilizado no presente trabalho foi adquirido de forma comercial da empresa
Chinesa XI'NA GREEN SOURCE CO., LTD., através de um extrato em p0 das folhas de Olea
europaea L. com concentracao de 40% de oleuropeina e umidade de 3,21% lote nimero OE180512
(Anexo 1). A oleuropeina comercial foi analisada pelo Departamento de Producdo de Matéria
Prima, Laboratorio de Farmacognosia da Faculdade de Farmacia — UFRGS. A amostra foi analisada
por diferentes ferramentas espectroscopicas para testar ou confirmar o grau de pureza declarado

pelo fornecedor (Anexo 2).

4.2 Protocolo Experimental para Toxicidade Peri e Pés-Natal (Segmento I11)

4.2.1 Animais

Foram avaliados 492 filhotes do projeto intitulado “Avaliagdo da Toxicidade Cronica e
Reprodutiva (Segmento I) da oleuropeina em Ratos Wistar”, do Programa de Pds-Graduagéo
em Ciéncias Veterinarias da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, projeto previamente
aprovado pelo CEUA - UFRGS, Protocolo numero 37279/2019.

Durante todo o periodo experimental, os animais foram mantidos no Centro de
Reproducdo e Experimentacdo de Animais de Laboratério da UFRGS (CREAL) em condi¢édo
constante de umidade (30-70%), temperatura (21°C * 2) e ciclo de luz claro/escuro de 12 horas
(das 7h00min as 19h00min), e alimentados com racdo comercial Nuvilab CR 1 (Nuvital,
Colombo/PR) e &gua ad libitum. Os machos e fémeas foram mantidos em grupos de quatro
animais por caixa de polipropileno medindo 40 x 33 x 18 cm contendo maravalha, visando
proporcionar melhor bem-estar aos animais, tendo em vista que a espécie utilizada no estudo é
sociavel e vive em grupo.

O alojamento, manejo e eutandsia dos animais seguiram a Lei N° 11.794, de 8 de outubro
de 2008 (BRASIL, 2008) e o Decreto N° 6.899, de 15 de julho de 2009 (BRASIL, 2009), e 0s
principios éticos na experimentacdo animal do Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA, 2016). Bem como, a Resolu¢do Normativa N° 37, de 15
de fevereiro de 2018 e as Diretrizes da Pratica de Eutandsia do CONCEA (2018). Foram
observadas, também, as orientacdes da Resolucdo N° 1.000, de 11 de maio de 2012, do
Conselho Federal de Medicina Veterindria (CFMV, 2012) e o “Guia brasileiro de boas praticas
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para eutanasia em animais”, elaborado pela Comissdo de Etica, Bioética e Bem-estar Animal
do CFMV (2012).

Todos os procedimentos utilizando animais foram aprovados pela Comissao de Etica no
Uso de Animais/lUFRGS, Porto Alegre, RS, nimero 37284 (Anexo 3).

4.2.2 Delineamento experimental

Os animais foram distribuidos em quatro grupos experimentais, baseados nos grupos de
tratamento da geracdo paterna avaliados no projeto “Avaliagdo da Toxicidade Cronica e
Reprodutiva (Segmento 1) da oleuropeina em Ratos Wistar”, anteriormente citado. O
delineamento experimental utilizado no tratamento dos progenitores foi constituido de trés
doses espacadas geometricamente, conforme recomendado pela OECD/OCDE (2001) e FDA
(1994). Segundo a OECD/OCDE (2001), deve ser escolhida a menor dose que ndo tenha
produzido qualquer toxicidade materna ou no desenvolvimento fetal (NOAEL), a dose
intermediaria que tenha apresentado minimos efeitos toxicos observaveis e a dose mais alta que
tenha produzido alguma toxicidade (sinais clinicos ou diminui¢do do peso corporal), mas que
ndo tenha causado sofrimento grave aos animais. As doses a testadas (500 mg/kg/dia, 1000
mg/kg/dia e 2000 mg/kg/dia) foram definidas com base no estudo realizado por Christian et al.
(2004), onde foi estabelecida a dose NOAEL de 2000 mg/kg/dia para estudos com doses
repetidas em ratos tratados com extrato aquoso de polpa de oliva.

O volume administrado nos progenitores foi idéntico em todos os grupos. Todos 0s
animais foram tratados diariamente, por via oral, através de sonda géstrica flexivel em volume
correspondente a 10 ml/kg. A diferenca foi a dose de oleuropeina na solu¢do administrada, que
foi de 2000 mg/kg/dia, 1000 mg/kg/dia e 500 mg/kg/dia.

Os animais foram separados em quatro grupos experimentais, conforme tratamento dos
progenitores:

e GRUPO CN. Controle negativo — progenitores tratados com agua destilada.

e GRUPO I. Dose 1 — progenitores tratados com 2000 mg/kg/dia de oleuropeina diluida
em agua destilada.

e GRUPO II. Dose 2 — progenitores tratados com 1000 mg/kg/dia de oleuropeina diluida
em agua destilada.

e GRUPO III. Dose 3 — progenitores tratados com 500 mg/kg/dia de oleuropeina diluida

em agua destilada.
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Na Figura 2 podemos observar, de forma ilustrativa, uma linha do tempo do

experimento.

Figura 2 — Linha do tempo do experimento. Procedimentos realizados nos animais do segmento
11 (MF1 - Machos da geracdo F1; FF1 - Fémeas da geracdo F1; PF2 — Progénie geragédo F2).

R A partir do
PNDO a PND65 PND65 PND75 PNDI00 PND107
MF1 l' l 1 l l
Avaliagio do Eutanasia na Campo aberto Comportamento Eutanasia
desenvolvimento puberdade sexual
fisico geral, sexual
¢ de reflexos
. A partir do A partir do A partir do
PNDO a PND65 PND65 PNDI100 PND100 PNDI21 PND147
. ' } } } } '
Avaliagdo do Eutandsia na Comportamento Dia 0 de Parto Eutanasia
desenvolvimento puberdade sexual gestagdo

fisico geral, sexual
e de reflexos

PNDO a PND42 PND21 PND49
o } | }
Avaliagdo do Desmame Eutanasia

desenvolvimento
fisico geral e sexual

Fonte: o proprio autor.

4.2.3 Avaliacdo geral da prole

Os animais foram observados desde o dia do nascimento (0 PND). Foram sexados e
selecionados, aleatoriamente, oito filhotes por fémeas, mantendo a propor¢do de quatro machos
e quatro fémeas, quando possivel. Os filhotes no dia do nascimento, foram marcados
individualmente com tinta nanquim por via subcutanea nos coxins plantares. Foi mensurado o
peso dos filhotes individualmente nos dias PNDO, 7, 14, 21, 28 35, 42, 49, 56 e 63. Cada filhote
foi avaliado quanto ao desenvolvimento fisico e geral como recomenda OECD 416 (2001) para
as seguintes caracteristicas: dia do aparecimento da penugem (primeira deteccao de penugem),
dia do descolamento dos pavilhdes auriculares (quando ambos estavam descolados), dia do
desenvolvimento do pelo, dia da erupcdo dos dentes incisivos (quando os dois incisivos ja
haviam sofrido erupcdo), dia da abertura dos olhos (quando ambos estavam completamente
abertos), dia da separacdo prepucial e o dia de abertura vaginal (OECD, 2001). A observacao
dessas caracteristicas sdo de extrema importancia, a fim de verificar possiveis alteragdes no

desenvolvimento fisico e reprodutivo dos animais (BROLESE, 2009).
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4.2.4 Desenvolvimento fisico geral

Os reflexos dos filhotes foram avaliados individualmente e de acordo com adaptacdes
de Castro et al. (2000) e Castro (2006). Do PND 2 ao PND5 foi avaliado o Reflexo de
Endireitamento em superficie, onde cada animal foi colocado em decubito dorsal e foi
cronometrado o tempo gasto para ele voltar ao decubito ventral. O animal, ao virar-se, deve
ficar com as quatro patas espalmadas na superficie. 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 foi avaliada a laténcia para os animais
voltarem & posicéo oposta, reorientando o corpo com um giro de 180°. Do PND14 ao PND17,
os animais foram seguros pela cauda e encorajados a agarrar-se com o0s dois membros anteriores
em uma barra cilindrica, ficando suspensos; foi cronometrado o tempo que o0 animal conseguiu
ficar suspenso, avaliando assim, a Resposta de Agarrar.

Apos o desmame (21° dia de lactacdo), os animais foram colocados em caixas coletivas
até o final do experimento. No PND65 um macho e uma fémea de cada ninhada foram
selecionados aleatoriamente e eutanasiados para a avaliacdo de peso de 6rgdos. Nos machos
ainda foi realizada a coleta de testiculos, epididimos e ductos deferentes para verificar a
producdo espermatica e possiveis alteracdes morfoldgicas nos espermatozoides.

4.2.5 Eutanasia dos machos na puberdade

A partir do 65° dia de vida, aleatoriamente, foi selecionado um macho de cada uma das
ninhadas para ser eutanasiado. Para a avaliagdo das variaveis relacionadas a toxicidade
reprodutiva, o protocolo de eutanadsia dos machos puberes da primeira geracdo seguira a
eutanadsia dos machos da geracdo paterna, avaliado no projeto “Avaliacio da Toxicidade
Cronica e Reprodutiva (Segmento 1) da oleuropeina em Ratos Wistar”, anteriormente citado. O
método de eutanasia utilizado foi o inalatério e o agente anestésico foi o isoflurano. Os animais
foram colocados em uma gaiola fechada, juntamente com um recipiente contendo algodédo
embebido com isoflurano. O algodao foi mantido em um recipiente fechado afim de que os
animais ndo tivessem contato direto com o liquido do algoddo (FANTONI et al., 2011; CFMV,
2012; CONCEA, 2018). Apds a eutanasia, os animais foram submetidos a celiotomia. Rins,
figado, baco e coracdo foram removidos e avaliados em relacdo a possiveis alteracfes

macroscopicas. A massa de cada 6rgdo foi mensurada e relacionada com a massa corporal do
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individuo. Os 0Orgdos sexuais, testiculos, epididimos, ductos deferentes, prdstata e vesicula

seminal (esvaziada para pesagem) também sofreram o mesmo processo.

4.2.5.1 Avaliacdo espermética

As contagens espermaticas foram realizadas de acordo com o que foi previamente
descrito por Piffer e colaboradores (2009) e Robb e colaboradores (1978). A tlnica albuginea
e 0s vasos principais de cada um dos testiculos foram removidos, e cada testiculo foi triturado
e homogeneizado em 10 mL de NaCl 0,9% contendo 0,05% de Triton X-100, em triturador
tecidual Fisaton 720® a uma velocidade de 600 rpm, durante 1 minuto. Os procedimentos de
homogeneizacao e trituracdo, foram repetidos com a cauda de cada um dos epididimos dos
animais, previamente cortada com tesoura em pequenos pedacos.

O macerado resultante de cada testiculo e de cada epididimo foi acondicionado em
microtubos individuais, sendo retirado de cada macerado, um volume correspondente a 100uL.
Cada microtubo foi acrescido de 900uL de solucao de NaCl 0,9%, chegando a um volume final
de 1 mililitro.

Deste volume, foi realizada a contagem do numero total de espermatozoides (cauda do
epididimo), e o nimero de espermatides por animal (testiculo), sendo utilizada para tanto uma
camara de Neubauer, na qual foram contados os respectivos tipos celulares em 64 quadrados
pequenos. A contagem foi realizada em microscépio éptico com aumento de 40 vezes. O
namero de espermatozoides e sua producéo diaria foram determinados pelas formulas:

S =C x FC x V (espermatozoides)

S=CxFCxV =+6,1 (producgéo diaria)

Onde:

S = soma total por animal

C = nimero de espermatozoides ou espermatides contados

FC = fator camara (1,250)

V = diluicio (10°)

Um ducto deferente de cada animal foi lavado com 1mL de solugdo de NaCl 0,9%,
sendo obtida uma suspensdo de espermatozoides. Uma pequena aliquota dessa suspensao
(0,2mL) foi misturada com igual volume de eosina 2% e foi executado esfregaco em lamina,
para analise do percentual de alteracdes morfologicas de cabeca e cauda dos espermatozoides
provenientes do ducto. Foram analisados 200 espermatozoides por animal em microscopio

Optico com um aumento de 40 vezes.
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4.2.6 Eutanasia das fémeas na puberdade

A partir do 65° dia de vida, aleatoriamente, foi selecionada uma fémea de cada uma das
ninhadas para ser eutanasiada na puberdade. Para avaliacdo das varidveis relacionadas as
toxicidades sistémica e reprodutiva, o protocolo de eutanasia das fémeas adultas da primeira
geragdo seguiu o protocolo de eutandsia dos progenitores, avaliado no projeto “Avaliagdo da
Toxicidade Cronica e Reprodutiva (Segmento |) da oleuropeina em Ratos Wistar”,
anteriormente citado. O método de eutanasia utilizado foi o0 mesmo descrito para machos no
item 4.2.5. A eutanasia ocorreu no dia do estro, confirmado por citologia vaginal. A coleta do
lavado vaginal, foi realizada com uso de micropipeta contendo 10 pL de solucao salina de
cloreto de sodio a 0,9%. A ponteira foi introduzida superficialmente no orificio vaginal do
animal, uma gota da solugéo salina foi coletada, aspirada e gotejada em laminas de vidro. O
esfregaco vaginal foi analisado em microscdpio 6ptico em aumentos de 10 e 40 vezes. O estro
se caracteriza pela presenca de células queratinizadas e anucleadas.

ApOls a eutandsia os animais foram submetidos a celiotomia, foram removidos e
inspecionados o figado, baco, coragdo, rins, ovarios e Utero. Cada oOrgdo foi pesado
individualmente em balanca analitica e seu peso relacionado com a massa corporal do

individuo.

4.2.7 Teste de comportamento em campo aberto

No PND75, um macho de cada grupo teve seu comportamento testado atraves do teste
de campo aberto com adaptagdes de Asano (1989). O teste consiste na mensuracgao das variaveis
comportamentais dos filhotes aos 75 dias de idade, os mesmos foram colocados
individualmente em uma arena circular de acrilico com 60 cm de didmetro e 50 cm de altura,
posicionado sobre uma plataforma de acrilico branco, subdividida em doze secc¢des
concéntricas. Cada animal foi alocado, delicadamente, no centro do aparelho e seu
comportamento registrado em video durante 5 minutos.

O teste foi realizado durante o ciclo claro e foram analisadas as seguintes categorias
comportamentais: locomogao total (avaliada pelo nimero de sec¢fes que o animal cruzou com
as quatro patas), permanéncia no centro da arena, “rearing” (permanéncia sobre duas patas
traseiras investigando o ambiente) e quantidade de bolos fecais. No inicio e entre os testes, 0
aparato foi limpo com solucdo de etanol a 5%, com o objetivo de homogeneizar a condicao

experimental, eliminando possiveis odores deixados por outros animais.
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4.2.8 Teste de comportamento sexual

O teste de comportamento sexual foi realizado no PND100 com adaptagGes de Felicio
et al. (1989) e Chiavegatto et al. (1989). O comportamento sexual dos filhotes foi avaliado aos
100 dias de idade. Quinze casais ndo consanguineos foram formados dentro de cada um dos
grupos experimentais, como também no grupo controle negativo. Diariamente, durante o ciclo
escuro, as fémeas foram examinadas quanto a fase do ciclo estral mediante analise de citologia
vaginal. As fémeas em estro foram selecionadas para o acasalamento. Cada macho foi colocado
individualmente, por 10 minutos para adaptacdo, em caixa acrilica (50cm3) contendo
maravalha, sendo iluminada por uma lampada vermelha (15W). Em sequéncia, foi colocada a
respectiva fémea e o casal teve seu comportamento filmado por 30 minutos. Posteriormente, a
fémea foi avaliada quanto a presenca de espermatozoides na citologia vaginal e/ou tampéao
vaginal. As fémeas copuladas foram consideradas gestantes e colocadas em caixas individuais.
O casal em que a fémea ndo manifestou evidéncias de copula, retornou a caixa de origem e foi
permitida mais uma oportunidade, por ocasido do proximo estro.

Os parametros avaliados para machos foram: laténcia para a primeira monta, laténcia
para a primeira intromissdo, laténcia para a primeira ejaculacdo, nimero de intromissdes até a
primeira ejaculacdo, nimero de montas incompletas até a primeira ejaculacdo, total de montas
incompletas e intromissdes até a primeira ejaculacdo, total de montas incompletas e
intromissdes no tempo total de observacdo, laténcia para a primeira monta apds a primeira
ejaculacdo, nimero de ejaculacdes. O parametro avaliado para fémeas foi: receptividade da
fémea, medida pelo coeficiente de lordose (divisdo do numero de lordoses pelo numero de

montas).

4.2.9 Analise dos testes de comportamento

Os testes de campo aberto e comportamento sexual foram registrados usando camera de
video digital e analisados através do software Behavsoft® (2019). Este programa permite uma
andlise precisa do comportamento em tempos selecionados pelo usuério, através de uma unica
interface usando comandos de atalho do teclado (COSTA et al., 2015).

4.2.10 Avaliacéo de variaveis das fémeas adultas e progénie

As fémeas utilizadas no teste de comportamento sexual foram avaliadas quanto ao seu

desempenho reprodutivo. Foi analisada a variacdo de peso das fémeas durante o periodo



34

gestacional e lactacional, peso relativo dos 6rgdos e indices reprodutivos. As ninhadas
descendentes destas progenitoras foram acompanhadas do PNDO até o0 PND42, e tiveram seu

desenvolvimento fisico e geral avaliados.

4.2.10.1 Pardmetros Reprodutivos

Os indicadores reprodutivos avaliados nas fémeas foram: n° de fémeas gestantes, n° de
filhotes nascidos vivos, n° de filhotes nascidos, n° de fémeas copuladas que gestaram e n° de
filhotes por ninhada, com esses dados foram calculadas as seguintes taxas reprodutivas, de
acordo com U.S. Environmental Protection Agency, USEPA (1996):

e Taxa de acasalamento = n° de fémeas com espermatozoides no esfregaco vaginal / n° de
fémeas acasaladas x 100

e Taxa de gestacdo = n° de fémeas gestantes com filhotes / n® de fémeas espermatozoéide
lavado vaginal x 100

e Taxa de parto = n° de fémeas paridas a termo / n® de fémeas prenhes x 100

e Taxa de natalidade = n° filhotes nascidos vivos / n° total de filhotes nascidos x 100

e Taxa de perdas pos-implantacdo = (n° de sitios de implantacdo — n° de fetos nascidos)/
n° total de sitios de implantacdo x 100

e Taxa de viabilidade = n° de filhotes vivos até o 4° dia de lactacédo / n° de filhotes nascidos
vivos x 100

e Taxa de desmame = n° de filhotes ao desmame / n° de filhotes nascidos vivos x 100

4.2.10.2 Evolucdo da massa corporal gestacional e lactacional

As fémeas adultas que foram acasaladas durante o teste de comportamento sexual foram
acompanhadas durante a gestacdo e lactacdo até o desmame (21° dia de lactagdo) e tiveram a

massa corporal avaliada semanalmente.

4.2.10.3 Eutanasia e coleta de érgdos

No 21° dia de lactacédo, as fémeas foram eutanasiadas e tiveram seus 6rgaos coletados
conforme descrito anteriormente no item 4.2.6, com vistas a avaliacdo de peso relativo e

possiveis alteracGes macroscopicas.
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4.2.10.4 Avaliacdo geral da prole

As progénies foram acompanhadas do PNDO até o PND42, e tiveram seu

desenvolvimento fisico e geral avaliados conforme descrito anteriormente no item 4.2.3.

4.2.11 Andlise estatistica

As variaveis em questdo foram primeiramente submetidas a teste de normalidade
(Kolmogorov—-Smirnov). A analise estatistica incluiu a anélise de varidncia de uma via
(ANOVA), ANOVA de medidas repetidas, Kruskal-Wallis e Teste de Fisher. As variaveis
quantitativas seguiram o teste de Bonferroni ou Kruskal-Wallis. Todas as andlises foram
executadas usando o programa IBM SSPS statistics v.20 (2020) e WINPEPI (2011). Diferencas
estatisticas foram consideradas significativas quando o valor de P foi menor que 0,05 (P<0,05).
Os valores foram expressos como média e erro padrdo da média (tEPM) ou mediana e

percentis.
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5 RESULTADOS
5.1 Desenvolvimento ponderal

A Figura 3, apresenta a evolugdo da massa corporal da progénie de ratos e ratas tratados
com oleuropeina em trés concentragdes (G1, G2 e G3) e um controle negativo (CN) durante o
periodo de gestacdo e lactacdo. As ninhadas foram acompanhadas desde o dia O pos-natal
(PND) até o 63 PND. Verificou-se que ndao houve diferenca estatistica significativa entre os

grupos e o grupo controle negativo (P=0,05).

Figura 3 — Evolucdo da massa corporal (g) individual da progénie exposta
via Utero e lactacdo a agua destilada (CN), 2000 mg/kg/dia de oleuropeina
(G1), 1000 mg/kg/dia de oleuropeina (G2), e 500 mg/kg/dia de oleuropeina
(G3). Os valores representam a média dos grupos (n=104, 88, 144 e 112,
respectivamente). ANOVA de medidas repetidas (P=0,05).
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5.2 Desenvolvimento fisico e motor

Conforme exposto na Tabela 2, houve diferenca estatisticamente significativa para o dia
de descolamento de orelhas do grupo tratado com 500 mg/kg/dia (G3) de oleuropeina em
comparagao ao grupo controle negativo, o0 G3 demonstrou um atraso no desenvolvimento desta
caracteristica (P<0,001). Porém o mesmo grupo apresentou uma erupcao de dentes incisivos
precoce (P=0,023), em comparacao a progénie exposta via Utero e lactacdo a dgua destilada. Os

grupos expostos as doses de 2000 mg/kg/dia e 1000 mg/kg/dia de oleuropeina abriram os olhos
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mais tarde em comparacdo ao grupo controle negativo (P<0,01). As demais caracteristicas de
desenvolvimento fisico das ninhadas se manifestaram em periodos correspondentes aos do
grupo controle negativo (P>0,05). O tratamento com 2000 mg/kg/dia de oleuropeina acarretou
em um retardo na separacdo prepucial da progénie em comparacdo ao grupo controle negativo
(P<0,001). Nao foi observada diferenca estatisticamente significativa, no periodo de abertura
do canal vaginal da progénie dos grupos tratados com oleuropeina em relagdo a progénie do
grupo controle negativo.

Tabela 2 — Caracteristicas de desenvolvimento geral e sexual estimadas em dias (tempo), da
progénie exposta via Utero e lactacdo a agua destilada (CN), 2000 mg/kg/dia de oleuropeina
(G1), 1000 mg/kg/dia de oleuropeina (G2), e 500 mg/kg/dia de oleuropeina (G3). Dados

expressos em mediana e percentis. (n = 104, 88, 144, 112 respectivamente para ninhadas, 53,
44, 78, 56 para machos e 51, 44, 66, 56 para fémeas respectivamente).

GRUPOS

Caracteristicas CN G1 G2 G3
Descolamento de orelhas 3(2-3) 3 3(2-3) 3(3-4)*
Aparecimento da penugem 5 5 5 5
Aparecimento de pelos 8 8 8 8
Erupcio de incisivos 11(10-11,75) 11(10-12) 11(10-12) 11(10-11)*
Abertura dos olhos 14(13-14) 14(14-15)* 14* 14(13-14)
Separacdo prepucial 40(39-40,5) 40(39-41,75) 41(40-42)* 41(39-41)
Abertura do canal vaginal 36(35-37) 36,5(34-37,75) 37(36-38) 36(35-38)

* Diferenca estatisticamente significativa (P<0,05), em relagdo ao grupo controle negativo (CN). Kruskal-Wallis,
seguido de teste de Bonferroni.

A partir do 2° PND os filhotes foram avaliados por testes de reflexos, a fim de estimar
seu desenvolvimento motor. A Figura 4 mostra os resultados obtidos da avaliagdo do
endireitamento em superficie da progénie exposta via Utero e lactacdo a diferentes
concentracOes da oleuropeina. Nao foram encontradas diferencas estatisticamente significativas

entre 0s grupos tratados e o grupo controle negativo (P>0,05).
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Figura 4 — Caracteristica de desenvolvimento comportamental de
acordo com avaliacdo de endireitamento em superficie, estimado em
segundos (tempo), da progénie exposta via Utero e lactacdo a agua
destilada (CN), 2000 mg/kg/dia de oleuropeina (G1), 1000 mg/kg/dia
de oleuropeina (G2), e 500 mg/kg/dia de oleuropeina (G3). Dados
expressos em mediana e percentis (n= 96, 88, 144 e 112,
respectivamente). Kruskal-Wallis seguido de teste de Bonferroni

(P>0,05).
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A geotaxia negativa foi avaliada no PND 7, 8, 9 e 10, demonstrando diferenca
estatisticamente significativa no PND 7 e 8 entre 0s grupos que foram expostos as maiores
dosagens da oleuropeina (2000 mg/kg/dia e 1000 mg/kg/dia de oleuropeina) e o grupo controle
negativo (P<0,001). Tanto os animais do grupo G1 quanto os do G2, demoraram mais para

orientarem-se comparados ao grupo CN (Figura 5).
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Figura 5 — Caracteristica de desenvolvimento comportamental de
acordo com avaliacdo de geotaxia negativa, estimado em segundos
(tempo), da progénie exposta via Utero e lactacdo a agua destilada
(CN), 2000 mg/kg/dia de oleuropeina (G1), 1000 mg/kg/dia de
oleuropeina (G2), e 500 mg/kg/dia de oleuropeina (G3). Dados
expressos em mediana e percentis (n=96, 88, 144 e 112,
respectivamente).  ®Diferenca  estatisticamente  significativa
(P<0,001), em relacdo ao grupo controle negativo (CN). Kruskal-

Wallis seguido de teste de Bonferroni.
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A habilidade de “agarrar” é desenvolvida pelos ratos entre o dia 14 e o dia 17 pos-natal.
Nossos resultados demonstraram que 0s animais expostos via Utero e lactacdo as maiores
dosagens da oleuropeina (G1 e G2) permaneceram menos tempo agarrados no PND 14 quando
comparados ao grupo exposto a dgua destilada (Figura 6). Porém, essa diferenca significativa

ndo se manteve nos demais dias de realizagcdo do teste.
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Figura 6 — Caracteristica de desenvolvimento comportamental de
acordo com avaliacdo de resposta ao agarrar, estimado em
segundos (tempo), da progénie exposta via Utero e lactacdo a agua
destilada (CN), 2000 mg/kg/dia de oleuropeina (G1), 1000
mg/kg/dia de oleuropeina (G2), e 500 mg/kg/dia de oleuropeina
(G3). Dados expressos em mediana e percentis (n=96, 88, 144 e
112, respectivamente). & Diferenca estatisticamente significativa
(P<0,05), em relacdo ao grupo controle negativo (CN). Kruskal-
Wallis seguido de teste de Bonferroni.
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5.3 Peso de érgaos

O peso relativo dos 6rgdos de machos (Tabela 3) e fémeas (Tabela 4), eutanasiados na
puberdade, ndo apresentou diferenca estatistica significativa entre os grupos expostos via Utero

e lactacdo a diferentes concentra¢fes da oleuropeina e o grupo controle.
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Tabela 3 — Peso relativo dos 6rgaos [(massa do érgdo em relacdo a massa corporal) x 100] dos
machos puberes expostos via Utero e lactacdo a agua destilada (CN), 2000 mg/kg/dia de
oleuropeina (G1), 1000 mg/kg/dia de oleuropeina (G2), e 500 mg/kg/dia de oleuropeina (G3).
Dados expressos em média + EPM (n=15, 12, 21 e 14, respectivamente).

GRUPOS

Peso relativo % CN Gl G2 G3

Coragdo 0,34+0,01 0,32+0,01 0,32+0,005 0,34+0,01
Baco 0,25+0,01 0,27+0,01 0,25+0,005 0,27+0,01
Figado 5,63+0,09 5,3340,16 5,46+0,14 5,563+0,12
Rim direito 0,44+0,01 0,43+0,01 0,41+0,02 0,43+0,01
Rim esquerdo 0,41+0,01 0,42+0,01 0,41+0,01 0,41+0,01
Testiculo direito 0,50+0,01 0,52+0,01 0,50+0,01 0,51+0,01
Testiculo esquerdo 0,51+0,01 0,53+0,01 0,49+0,01 0,51+0,01
Epididimo direito 0,11+0,003 0,11+0,004 0,10+0,003 0,11+0,003
Epididimo esquerdo  0,10+0,003 0,11+0,004 0,10+0,003 0,10£0,002
Prostata 0,09+0,005 0,08+0,004 0,08+0,004 0,10+0,01
Vesicula seminal 0,11+0,01 0,11+0,01 0,11+0,01 0,11+0,01

Tabela 4 — Peso relativo dos 6rgdos [(massa do 6rgao em relagcdo a massa corporal) x 100] das
fémeas plberes expostas via Utero e lactacdo a agua destilada (CN), 2000 mg/kg/dia de
oleuropeina (G1), 1000 mg/kg/dia de oleuropeina (G2), e 500 mg/kg/dia de oleuropeina (G3).
Dados expressos em média + EPM (n=15, 13, 19 e 14, respectivamente).

GRUPOS

Peso relativo % CN Gl G2 G3

Coragdo 0,38+0,01 0,36+0,01 0,35+0,01 0,39+0,01
Baco 0,29+0,01 0,32+0,01 0,29+0,01 0,30+0,01
Figado 5,11+0,15 5,06+0,11 4,70+0,12 4,99+0,12
Rim direito 0,45+0,01 0,45+0,01 0,45+0,01 0,44+0,01
Rim esquerdo 0,44+0,01 0,44+0,01 0,44+0,01 0,43+£0,01
Ovario direito 0,03+0,002 0,03+0,002 0,03+0,002 0,03+0,001
Ovaério esquerdo 0,03+0,002 0,04+0,002 0,03+0,001 0,03+0,001

Utero 0,20+0,01 0,21+0,02 0,18+0,01 0,19+0,01
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5.4 Indices de fertilidade de machos puberes

Os indices de fertilidade de machos puberes expostos durante o periodo gestacional e
lactacional a oleuropeina séo apresentados na Tabela 5. O grupo exposto a maior dosagem do
composto obteve uma maior porcentagem de espermatozoides anormais (P<0,05) em
comparagao ao grupo controle negativo. Mesmo ndo havendo diferenca estatistica significativa,
é possivel observar uma diminuigdo dos parametros de producédo diéria de espermatozoides e
no numero de espermatozoides em todos 0s grupos de tratamento comparados ao grupo controle
negativo.

Tabela 5 — Indices de fertilidade dos machos plberes expostos via Utero e lactacdo a agua

destilada (CN), 2000 mg/kg/dia de oleuropeina (G1), 1000 mg/kg/dia de oleuropeina (G2), e
500 mg/kg/dia de oleuropeina (G3). Dados expressos em média + EPM ou percentual.

GRUPOS
CN Gl G2 G3
(n=15) (n=12) (n=21) (n=14)

Producdo diaria 17,28+1,20 16,43+1,69 13,94+0,75 12,67+1,37
espermatozoides (x 10°)

NUmero 155,93+15,23  139,67+8,69  137,48+10,99 134,21+11,48
espermatozoides (x 10°)

Espermatozoides 2,17+0,33 4,79£0,44* 3,03+0,43 2,79+0,60

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

5.5 Campo aberto

A Tabela 6, apresenta os parametros de comportamento em campo aberto de machos
expostos via utero e lactacdo a diferentes concentracBes de oleuropeina e dgua destilada. Os
machos, provenientes de maes tratadas com 2000 mg/kg/dia de oleuropeina, durante a gestacdo
e lactacdo, apresentaram um aumento no tempo de permanéncia no centro em comparacao ao
grupo CN (P<0,05). Para as demais variaveis comportamentais observadas, ndo houve

diferenca estatistica significativa entre os grupos tratados e o controle.
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Tabela 6 — Pardmetros de comportamento em campo aberto de machos expostos via utero e
lactacdo a agua destilada (CN), 2000 mg/kg/dia de oleuropeina (G1), 1000 mg/kg/dia de
oleuropeina (G2), e 500 mg/kg/dia de oleuropeina (G3). Dados expressos em media + EPM
(n=13, 11, 18 e 14, respectivamente).

GRUPOS
CN Gl G2 G3
Locomocao total 59,00+4,71 67,64+3,15 64,61+2,64  60,93+4,37
Permanéncia no centro (s) 15,38+1,68  27,09+3,63*  22,78+2,17  18,36%2,13
Rearing 22,00£1,71 24,36+1,46 24,671,561  22,29+2,10
Bolos fecais 2,77+0,51 2,73+0,43 2,28+0,51 3,07+0,38

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

5.6 Comportamento sexual

A Tabela 7 mostra os resultados do comportamento sexual da progénie exposta via Utero
e lactacdo a oleuropeina em trés concentracdes (G1, G2 e G3) e um controle negativo (CN).
Como é possivel observar, ndo houve diferenca estatisticamente significativa nos parametros

de comportamento sexual frente a primeira experiéncia sexual.

Tabela 7 — Parametros de comportamento sexual de machos e fémeas adultos expostos via
Gtero e lactacédo a agua destilada (CN), 2000 mg/kg/dia de oleuropeina (G1), 1000 mg/kg/dia
de oleuropeina (G2), e 500 mg/kg/dia de oleuropeina (G3). Dados expressos em média + EPM
(n=13, 13, 13 e 15, respectivamente).

GRUPOS
Parametros CN Gl G2 G3
Laténcia para 12 monta (min) 1,12+0,17 1,1240,22 0,800,210  1,08+0,16
Laténcia para 1% intromissao 1,30+0,16 1,18+0,21 1,38+0,25  1,35+0,19
(min)
Laténcia para 12 ejaculagéo 12,98+0,83  16,86+1,66 17,61+1,39 13,75+1,08
(min)

N° de montas incompletas até a 9,00£2,69 13,54+2,56 12,77+2,27  6,73+£0,88
12 ejaculacao

Total de montas incompletas e 62,54+545  60,15+4,23 66,62+4,62 51,60+4,22
intromissdes nos 30 min.

Laténcia para 12 intromissao 3,49+0,29 3,69+0,10 3,43+0,21 3,88+0,19
apos a 12 ejaculacdo (min)
N° de ejaculagbes 1,75+0,20 2,00£0,23 1,77£0,20  2,14+0,20

Coeficiente de lordose (%) 0,90+0,04 0,83+0,03 0,83+0,05  0,95+0,09
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5.7 Variaveis das fémeas na fase adulta

A Figura 7 apresenta o desenvolvimento ponderal relativo (massa corporal do 1° dia =
100%) durante o periodo de gestacdo das fémeas adultas expostas via Utero e lactacdo a
oleuropeina em trés concentracdes (G1, G2 e G3) e um controle negativo (CN), que foram
submetidas ao teste de comportamento sexual. As fémeas obtiveram um desenvolvimento
semelhante em todos os grupos, ndo ocorrendo diferencas estatisticas significativas.
Figura 7 — Massa corporal relativa durante a gestacdo das progenitoras (1°
dia = 100%) expostas via Utero e lactacdo a agua destilada (CN), 2000
mg/kg/dia de oleuropeina (G1), 1000 mg/kg/dia de oleuropeina (G2), e 500

mg/kg/dia de oleuropeina (G3). Dados expressos em média £ EPM (n=10, 13,
11 e 8, respectivamente).
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A Figura 8 mostra o desenvolvimento ponderal relativo (massa corporal do 1° dia =
100%) durante o periodo de lactacdo das fémeas adultas expostas via Utero e lactacdo a
oleuropeina em trés concentracdes (G1, G2 e G3) e um controle negativo (CN), que foram
submetidas ao teste de comportamento sexual. Houve diferenca estatistica significativa apenas
no ultimo dia de lactagédo, o grupo G1 teve uma reducdo no percentual de massa corporal em

comparagéo ao grupo CN.



Figura 8 — Massa corporal relativa durante a lactagdo das progenitoras (1° dia
= 100%) expostas via utero e lactacdo a agua destilada (CN), 2000 mg/kg/dia
de oleuropeina (G1), 1000 mg/kg/dia de oleuropeina (G2), e 500 mg/kg/dia de
oleuropeina (G3). Dados expressos em média + EPM (n=10, 13, 11 e 8,
respectivamente). * Diferenca estatisticamente significativa (P<0,05), em
relacdo ao grupo controle negativo. ANOVA de medidas repetidas seguida de
teste de Bonferroni.
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O peso relativo dos orgaos das fémeas eutanasiadas na fase adulta é apresentado na

Tabela 8. Houve diferenca estatistica significativa apenas para o peso relativo do rim direito no

grupo exposto a maior dose de oleuropeina (G1) em comparagao ao grupo controle negativo

(P=0,038). Para os demais 6rgdos ndo foram observadas diferencas significativas entre os

grupos de tratamento e o grupo CN.

Tabela 8 — Peso relativo dos 6rgdos [(massa do 6rgdo em relagdo a massa corporal) x 100] das
fémeas adultas expostas via Utero e lactacdo a agua destilada (CN), 2000 mg/kg/dia de
oleuropeina (G1), 1000 mg/kg/dia de oleuropeina (G2), e 500 mg/kg/dia de oleuropeina (G3).
Dados expressos em média + EPM (n=8, 11, 13 e 11, respectivamente).

GRUPQOS

Peso relativo % CN Gl G2 G3

Coragédo 0,35+0,01 0,35+0,01 0,36+0,01 0,36+0,004
Baco 0,22+0,01 0,24+0,02 0,24+0,01 0,23+0,01
Figado 6,58+0,14 5,93+0,28 6,20+0,13 6,69+0,11
Rim direito 0,48+0,01 0,43+0,01* 0,46+0,01 0,45+0,01
Rim esquerdo 0,44+0,01 0,40+0,01 0,44+0,01 0,44+0,01
Ovario direito 0,02+0,001 0,02+0,002 0,02+0,0005 0,02+0,001
Ovério esquerdo 0,02+0,0003 0,02+0,001 0,02+0,001 0,02+0,001
Utero 0,16+0,023 0,13+0,01 0,13+0,01 0,15+0,01
Implantes 11,38+0,73 11,55+0,43 10,38+0,98 11,45+0,51

* Diferenca estatisticamente significativa (P<0,05), em relacdo ao grupo controle negativo (CN). ANOVA seguida

de teste de Bonferroni.
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Os indices reprodutivos das fémeas adultas expostas via Utero e lactagdo a oleuropeina
em trés concentracdes (G1, G2 e G3) e um controle negativo (CN), que foram submetidas ao
teste de comportamento sexual, sdo apresentados na Tabela 9. O grupo exposto a 1000
mg/kg/dia de oleuropeina manifestou diferenca significativa para a taxa de gestagdo em
comparacao ao grupo CN. Apesar de ndo demonstrar diferenca estatisticamente significativa, é
possivel observar que houve um aumento na porcentagem de perdas pos-implantacdo em todos
0S grupos expostos a oleuropeina, especialmente o grupo G2, que obteve uma porcentagem
elevada comparada ao grupo CN, mas que ndo foi estatisticamente significativa (P=0,055). Para
os demais parametros, ndo foram manifestadas diferengas estatisticamente significativas.
Tabela 9 — indices de fertilidade das fémeas adultas expostas via Gtero e lactagdo a agua

destilada (CN), 2000 mg/kg/dia de oleuropeina (G1), 1000 mg/kg/dia de oleuropeina (G2), e
500 mg/kg/dia de oleuropeina (G3). Dados expressos em percentual ou média = EPM.

GRUPOS
CN Gl G2 G3
(n=13) (n=13) (n=13) (n=15)
Taxa de acasalamento (%) 86,67 86,67 100 86,67
Taxa de gestacao (%) 61,54 76,92 100* 73,33
Taxa de parto (%) 100 100 100 100
Taxa de perda pos- 4,40 12,60 8,89 7,14
implantacéo (%)
Taxa de natalidade (%) 98,85 92,79 100 99,15
Taxa de viabilidade (%) 100 98,06 100 100
Taxa de desmame (%) 100 98,06 99,19 100

Numero de filhotes/ninhada 10,88+0,45 10,09+0,85 9,46+1,08 10,64+0,70

* Diferenca estatisticamente significativa (P<0,05), em relacdo ao grupo controle negativo (CN). Teste exato de
Fisher ou ANOVA.

5.7.1 Variaveis das progénies

A Figura 9, apresenta a evolugéo da massa corporal da progénie de ratos e ratas expostos
via Utero e lactacdo a oleuropeina em trés concentracdes (G1, G2 e G3) e um controle negativo
(CN). As ninhadas foram acompanhadas desde o dia 0 PND até o 42 PND. Verificou-se que

ndo houve diferencas estatisticas significativas entre os grupos de tratamento e o grupo CN.
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Figura 9 — Evolucdo da massa corporal (g) individual da progénie
(geracdo F2) de machos e fémeas (geracdo F1) expostos via Utero e
lactacdo a agua destilada (CN), 2000 mg/kg/dia de oleuropeina (G1),
1000 mg/kg/dia de oleuropeina (G2), 500 mg/kg/dia de oleuropeina
(G3) durante os periodos de gestacéo e lactacdo. Os valores representam
a média dos grupos (n=64, 72, 80 e 80, respectivamente). ANOVA de
medidas repetidas (P>0,05).
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A Tabela 10 apresenta as caracteristicas de desenvolvimento geral e sexual das
progénies de ratos e ratas expostos via utero e lactacdo a trés doses de oleuropeina e agua
destilada. Referente ao desenvolvimento fisico, ndo foram observadas diferencas estatisticas
significativas entre os grupos de tratamento e o grupo controle negativo. Com relagdo ao
desenvolvimento sexual, apenas foi observada uma antecipacdo na abertura do canal vaginal

das fémeas do grupo G1 e G2 em comparacao ao grupo CN (P<0,05).
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Tabela 10 — Caracteristicas de desenvolvimento geral e sexual estimado em dias (tempo), da
progénie (geracdo F2) de machos e fémeas (geracdo F1) expostos via Utero e lactacdo a dgua
destilada (CN), 2000 mg/kg/dia de oleuropeina (G1), 1000 mg/kg/dia de oleuropeina (G2), 500
mg/kg/dia de oleuropeina (G3). Dados expressos em mediana e percentis. (n = 64, 72, 80 e 80
respectivamente para ninhadas e 26, 38, 37 e 45 para machos respectivamente e 38, 34, 43 e 35
para fémeas respectivamente).

GRUPOS
Caracteristicas CN Gl G2 G3
Descolamento de orelhas 3(2-3) 3 3(2-3) 3(2-3)
Aparecimento da penugem 5 5 5 5
Aparecimento de pelos 8 8 8 8
Erupgéo de incisivos 10(10-11) 10(10-11) 11(10-11) 10(10-11)
Abertura dos olhos 14(13-14) 14(13-14) 14 14(13-14)
Separacdo prepucial 39(39-40) 39(37,75-41)  40(39-41,50) 39(38-40)

Abertura do canal vaginal 37(35-40)  34(33-37,25)*  34(32-36)* 36(35-38)

* Diferenca estatisticamente significativa (P<0,05), em relagdo ao grupo controle negativo (CN). Kruskal-Wallis,
seguido de teste de Bonferroni.
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6 DISCUSSAO

A utilizagdo de plantas para fins medicinais, como tratamento, cura e prevencdo de
doencas, € uma das mais antigas formas de pratica médica da humanidade (VEIGA JUNIOR;
PINTO; MACIEL, 2005). Entre as plantas utilizadas como fitoterdpico, a oliveira (Olea
europaea L.) tem sido historicamente utilizada como remédio popular para combater uma gama
de enfermidades (HASSEN; CASABIANCA; HOSNI, 2015; OZCAN; MATTHAUS, 2017).
As indicacdes terapéuticas na medicina tradicional apontam para sua utilizagdo na reducdo de
glicemia, do colesterol e de &cido Urico. Sendo empregada no tratamento de diabetes,
hipertensdo, inflamacdo, diarreia, infec¢bes do trato respiratorio e urinario, doengas gastricas e
intestinais, asma e reumatismo (HASHMI et al., 2015). A oleuropeina é o biofenol mais
abundante nas folhas da oliveira (SOLER-RIVAS; ESPIN; WICHERS, 2000) e, é apontada
como responsavel pela maioria de suas propriedades biolégicas e farmacoldgicas (CAVACA
et al., 2020). E conhecida por sua acéo antioxidante, pela eficacia no tratamento de doengas
cronicas cardiovasculares, diabetes, e atividade antimicrobiana contra bactérias, virus,
leveduras, fungos e alguns parasitas (JUVEN; HENIS, 1970; FLEMING et al., 1973,
GOURAMA et al.1989; TRANTER; TASSOU; NYCHAS, 1993; TASSOU; NYCHAS, 1995;
BISIGNANO et al., 1999; McDONALD et al., 2001; TUCK; HAYBALL, 2002; MARKIN et
al., 2003; KORUKLUOGLU et al., 2004; MICOL et al., 2005; MELLO; PINHEIRO, 2012).
Nosso grupo vem desenvolvendo projetos de pesquisa que envolvem a analise quimica e a
prospecc¢do de substancias com promissora atividade antifungica in vitro e in vivo de diferentes

fracdes da Olea europaea L.

Ao se reconhecer os beneficios da utilizacdo de fitoterapicos ndo devemos deixar de
lado os cuidados com as possiveis reacOes adversas e a toxicidade das prepara¢fes (MELLO;
MELLO; LANGELOH, 2009). O presente estudo teve por objetivo investigar os efeitos da
oleuropeina, a substancia ativa majoritaria na oliveira (Olea europaea), sobre o
desenvolvimento da progénie de ratos Wistar, exposta a trés doses diferentes do composto,
durante as fases do desenvolvimento fetal e lactagéo.

6.1 Avaliacdo geral da prole (Geracédo F1)

A avaliacao do peso dos animais € um parametro utilizado como indicador do estado de

salde e desenvolvimento, fornecendo informagdes importantes sobre a toxicidade
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(HOLLENBACH et al., 2015). Com relacdo a essa avaliagdo, ndo obtivemos resultados com
diferenca estatistica significativa, indicando que o desenvolvimento ponderal da progénie de
machos e fémeas, tratados com diferentes concentracdes de oleuropeina, nao foi afetado pela
exposi¢do ao composto quando comparado ao grupo controle. A evolugdo da massa corporal
observada é compativel com o esperado para a espécie (PASSOS et al., 2000). Nossos dados
corroboram com os resultados encontrados para fitoterapicos por Mello et al. (2008), que testou
uma formulacéo fitoterapica contendo Aloe ferox, Quassia amara, Cynara scolymus, Gentiana
lutea, Peumus boldus, Rhamnus purshiana, Solanum paniculatum e Valeriana officinalis
quanto aos potenciais efeitos toxicos. Os resultados mostraram que ndo houve diferenga no
desenvolvimento da prole de ratas tratadas, durante os periodos de gestacdo e lactagdo, em
relacdo a prole do grupo controle. Hollenbach (2013) e Santos (2017) investigaram o potencial
toxico do 6leo essencial de Origanum vulgare L. e Rosmarinus officinalis L., respectivamente,
e obtiveram resultados similares aos do presente estudo, onde a progénie de grupos expostos
via Utero e lactacdo ao 6leo essencial se desenvolveram de forma semelhante ao grupo controle

negativo.

Segundo Robinson e Brumley (2005) a observagdo de caracteristicas de maturacdo da
progénie, como desenvolvimento do pelo, erup¢éo dos dentes incisivos e abertura dos olhos é
essencial na avaliacdo do efeito de um agente toxico sobre o desenvolvimento cerebral pos-
natal. No presente estudo, o desenvolvimento das caracteristicas fisicas da prole foram alterados
pela exposicdo a oleuropeina. O tratamento acarretou em atraso no descolamento de orelhas e
abertura de olhos, porém, no grupo exposto a 500 mg/kg/dia (G3) de oleuropeina, houve uma
erupcao precoce de dentes incisivos. Indicando que a exposi¢céo durante os periodos de gestacédo

e lactacdo a oleuropeina interfere no desenvolvimento de caracteristicas fisicas da progénie.

Em estudo realizado por Korenbrot et al. (1977) a separacéo prepucial demonstrou ser
uma boa opg¢do como indice de puberdade em ratos machos, pois a sua manifestacdo €
dependente da presenca continua de baixos niveis de androgeno. A separacdo prepucial também
demonstrou preceder tanto o aparecimento de espermatozoides moveis na cabeca do epididimo
guanto o aumento dos niveis de andrégeno circulante, além do desenvolvimento do
comportamento copulatério total, pois para ejacular 0 macho necessita poder expor
completamente o pénis (KORENBROT; HUHTANIEMI; WEINER, 1977). Nossos resultados
demonstraram que o tratamento com 2000 mg/kg/dia de oleuropeina acarretou em um retardo
na separacdo prepucial da progénie em comparacdo ao grupo controle negativo (P<0,001),

sugerindo que a exposicdo ao composto pode causar um atraso no desenvolvimento da
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puberdade. Entretanto, mesmo demonstrando diferenga significativa em relagdo ao grupo
controle, todos os animais se desenvolveram conforme fisiologia da espécie (KORENBROT;
HUHTANIEMI; WEINER, 1977; AGUILAR et al., 1988).

Os reflexos e as respostas de um neonato permitem que ele reaja ao ambiente em que
vive, esses reflexos sdo instintivos e servem para protegé-lo; todos os filhotes nascem com os
mesmos reflexos, porém as respostas sao totalmente individuais (CAMARGO, 2010). E sabido
que a exposicdo maternal a xenobidticos durante o periodo gestacional pode causar
neurotoxicidade no desenvolvimento e/ou anormalidades comportamentais nos descendentes
(CASTRO; BERNARDI; PALERMO-NETO, 1992). De acordo com 0S mesmos autores,
alteracBGes no sistema nervoso causadas por exposicao maternal sdo passiveis de ocorrer até
mesmo na vida adulta, e as avaliagdes comportamentais sdo capazes de demonstrar tais
modificacGes. A realizacdo de testes de reflexo (teste de endireitamento em superficie, geotaxia
negativa e forca ao agarrar) sdo indicadores sensiveis dos primeiros estagios do
desenvolvimento motor do neonato (CHIAVEGATTO; OLIVEIRA; BERNARDI, 1997;
WHISHAW; KOLB, 2005).

Durante a ontogenia, o desenvolvimento do controle postural depende de diversos
processos neurobioldgicos e da percepcdo do mundo externo (CAMARGO, 2010). Segundo
Altman e Sudarsham (1975), os sistemas vestibular, exteroceptivo e proprioceptivo podem estar
envolvidos com a regulacéo da postura. Os neonatos demonstram reflexo postural, tornando-se
mais importante com a idade, iniciando no dia 1 e com o passar dos dias o animal desenvolve
estratégias posturais, acarretando em uma aceleragdo na realizacdo da tarefa (WHISHAW;
KOLB, 2005). Os presentes dados indicam que o reflexo de endireitamento em superficie ndo
foi alterado de forma significativa pela exposicdo a oleuropeina. E possivel, ainda, observar que
ha uma linearidade do reflexo com o dia em que o teste foi realizado, com uma tendéncia a
melhorar o desempenho com o passar dos dias, dessa forma, apresentando um reflexo mais

desenvolvido ou bem formado.

A geotaxia refere-se a resposta de orientacdo e a movimentos expressos em oposi¢ao as
pistas dos vetores gravitacionais (FRAENKEL; GUNN, 1961 apud MOTZ; ALBERTS, 2005);
diagnosticando problemas na funcdo vestibular e/ou proprioceptiva, ou ainda na funcao
exteroceptiva do animal (CHIAVEGATTO; OLIVEIRA; BERNARDI, 1997). Em nosso estudo
é possivel notar que a oleuropeina em doses altas causou um atraso na reorientacao dos filhotes
nos primeiros dois dias da avaliagdo, o que leva a supor que a exposi¢do a oleuropeina pode

interferir na relacdo do animal com o mundo a sua volta. Tendo em vista que, aparentemente,
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um animal que ndo demonstra boa percepcdo espacial pode ser mais facilmente predado ou
apresentar dificuldades na procura por alimento e fémeas para reproducdo (CAMARGO, 2010).
Entretanto, essa diferenca significativa ndo se conservou no PND 9 e 10, demonstrando que as

alteracGes causadas foram reversiveis.

O rato desenvolve a habilidade de “agarrar”, entre o dia 14 ¢ o dia 17 pds-natal. O teste
geralmente é utilizado a fim de complementar os testes de funcdo motora, através da avaliacéo
da resposta de forca muscular e articulagdo das patas (MAURISSEN et al., 2003), onde o animal
deve ser capaz de sustentar o peso de seu proprio corpo por um tempo determinado (BROLESE,
2009). Nossos resultados demonstraram que 0s animais expostos via Utero e lactacdo as maiores
dosagens da oleuropeina (G1 e G2) permaneceram menos tempo agarrados no PND 14 quando
comparados ao grupo exposto a agua destilada (Figura 5). Sugerindo que, em altas
concentragdes, a oleuropeina pode interferir no desenvolvimento da for¢ca muscular ou ter uma
acao direta no sistema nervoso central da progénie na fase inicial de desenvolvimento. Porém,
essa diferenca significativa ndo se conservou nos demais dias de realizacdo do teste,

demonstrando que as altera¢Bes causadas foram reversiveis.

6.2 Peso de 6rgaos

Arantes-Rodrigues e colaboradores (2011), investigaram os efeitos de trés
concentracOes diferentes do extrato de folha de oliveira sobre a funcionalidade do figado de
camundongos ao longo de 14 semanas. Foi observado um aumento no peso relativo do figado
nos grupos tratados com as maiores concentracgdes, este aumento foi relacionado a alteragfes
histologicas como hiperplasia das vias biliares, fibrose e infiltrado inflamatério (ARANTES-
RODRIGUES et al., 2011). Nossos resultados demonstram que a exposicao via Utero e lactacdo
a oleuropeina ndo alterou o ganho de massa relativa dos 6rgdos de machos e fémeas na

puberdade, sugerindo que ndo houve interferéncia pelo tratamento.

6.3 Indices reprodutivos de machos puberes

A morfologia espermatica € um dos parametros menos variavel em individuos normais,
podendo ser utilizada na deteccdo de eventos de toxicidade espermatica (ZENICK et al., 1994).
A presenca de espermatozoides com anormalidades morfoldgicas pode indicar um processo de
espermatogénese desintegrado e incompleto (ASHKANANI et al., 2020). Estudos sugerem que

guanto maior for o nimero de espermatozoides anormais na ejaculacdo, maior a probabilidade
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de reducdo da fecundidade (NESTOR; HANDEL, 1984; REDI et al., 1984). Em ensaio
conduzido por Rostamzadeh et al. (2020), o tratamento com 100 mg/kg de oleuropeina atenuou
os efeitos nocivos da ciclofosfamida (CP) no sistema reprodutor masculino; atraves da
diminuicdo dos efeitos da ciclofosfamida na espermatogénese em camundongos.
Anormalidades espermaéticas foram significativamente reduzidas nos animais que receberam a
oleuropeina, em comparacao ao grupo exposto a CP (ROSTAMZADEH et al., 2020). Nessa
mesma linha, Ashkanani et al. (2020) avaliou o efeito protetor do extrato de folhas de oliveira
(OLE) contra danos reprodutivos induzidos pelo fungicida Mancozeb em camundongos
machos. Os resultados obtidos pela administracao via oral de 200 mg/kg de OLE demonstraram
uma efetiva protecdo contra os efeitos deletérios induzidos pelo Mancozeb. Entretanto, a dose
de 400 mg/kg ndo melhorou significativamente os parametros funcionais dos espermatozoides,
sugerindo que em doses altas a OLE pode exacerbar os efeitos prejudiciais sobre o sistema
reprodutor masculino (ASHKANANI et al., 2020). Corroborando com 0s nossos resultados,
gue demonstraram uma maior porcentagem de espermatozoides anormais no grupo exposto a

2000 mg/kg/dia de oleuropeina em comparac¢édo ao grupo controle negativo (P<0,05).

6.4 Campo aberto

O teste de campo aberto tem sido amplamente utilizado, tanto para quantificar
movimentos locomotores e de exploracao dos animais de laboratorio (HOLLENBACH, 2013)
quanto para analisar comportamentos semelhantes a ansiedade. O teste foi desenvolvido para
avaliar o estado emocional de animais, submetendo-os a um ambiente desconhecido, cuja fuga
é impedida pelas paredes do aparato (GOGAS et al., 2007). A maioria dos ratos tende a passar
a grande parte do tempo préximo as paredes, um fendmeno denominado timotaxia (GOULD,
2009). Os machos expostos a maior concentracao de oleuropeina apresentaram um aumento no
tempo de permanéncia no centro em comparagdo ao grupo controle, o que pode indicar uma
diminuigdo do nivel de ansiedade destes animais. Reafirmando o que foi demonstrado em
estudo coordenado por Lee et al. (2018), que investigou os efeitos da oleuropeina em sintomas
de ansiedade em ratos ap0s exposicdo prolongada ao estresse, inibindo o eixo hipotalamo-
pituitaria-adrenal. Ratos machos Sprague Dawley receberam trés doses diferentes de
oleuropeina (10, 50 e 70 mg/kg, via intraperitoneal, uma vez ao dia) durante 14 dias apos a
exposicdo ao estresse. Os animais tratados com a maior dose de oleuropeina cruzaram mais

vezes a zona central no teste de campo aberto. Também foi observado que a oleuropeina
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blogueou a diminuicdo, induzida pelo estresse, de serotonina e expressdo do neuropeptideo Y
no hipocampo, sugerindo um potencial efeito ansiolitico (LEE et al., 2018).

Nossos resultados também estdo de acordo com Sarfaraz et al. (2019), que investigou o
potencial ansiolitico do cha de folhas de oliveira em camundongos. Os animais foram divididos
em dois grupos, o grupo | recebeu 0,2 ml, via oral, de &4gua destilada e foi utilizado como
controle, os animais do grupo Il receberam 0,2 ml, via oral, de cha de folha de oliveira. Os
animais do grupo tratado cruzaram mais vezes 0s quadrantes centrais em comparacgao ao grupo
controle, e os autores sugerem que o composto fenolico oleuropeina seja o responsavel pela
atividade ansiolitica (SARFARAZ et al., 2019).

De acordo com Bernardi e Palermo-Neto (1984), a defecacédo é reativa ou emocional,
sendo uma resposta autondémica que ocorre em situacdes de novidade ou aversivas, podendo
ser considerada, com alguma reserva, uma medida de emocionalidade no teste de campo aberto.
Frente a esse pardmetro, nossos dados ndo demonstraram diferengas estatisticamente
significativas, indicando auséncia de alteracbes na emocionalidade da prole. Habilidades
motoras constituem uma das mais importantes manifestacdes na relacdo de um ser vivo com
seu ambiente (CAMARGO, 2010). Os comportamentos locomotores estdo estreitamente
relacionados a sobrevivéncia dos mamiferos e requerem uma coordenacéo fina e precisa na
atividade simulténea das diversas vias motoras (BERNARDI; PALERMO-NETO, 1984). No
campo aberto o numero de setores cruzados é a medida mais utilizada na avaliacdo da atividade
locomotora (HOLLENBACH, 2013) e os animais testados mostraram-se livres na execucao da

tarefa.

6.5 Comportamento sexual

O comportamento sexual é frequentemente considerado como parte de um conjunto de
padrdes comportamentais que tem como propésito ou finalidade a manutencdo das espécies; o
adequado desempenho sexual é fundamental para a reproducdo animal, isto posto, disfun¢Ges
no comportamento sexual podem afetar negativamente o potencial reprodutivo de animais
domésticos (AGMO, 1997). Um ciclo de copula pode ser divido em trés partes, a fase pré-
copulatdria, a fase copulatdria e a fase executiva (SNOEREN et al., 2014). Durante a fase pré-
copulatéria, 0 macho e a fémea cheiram a regido anogenital um do outro; a fase copulatéria
consiste na fémea chamando a atencdo do macho, e em reacédo a esse comportamento, 0 macho
tenta montar a fémea e ocorre uma série de montas incompletas e intromissdes que estimulam

um fenbmeno receptivo na fémea conhecido como lordose (HEIJKOOP; HUJIGENS;
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SNOEREN, 2018). Esses comportamentos tendem a ocorrer em rapida sucessao, apenas sendo
interrompidos por autolimpeza, descanso e ritmo das fémeas (comportamento de fuga). Por fim,
a ejaculacdo constitui a fase executiva, seguida de um periodo de inatividade masculina,
geralmente com duracdo de cerca de 5 minutos (HEIJKOOP; HUJIGENS; SNOEREN, 2018).

Ao analisarmos o comportamento sexual de machos, sdo observados a motivacao e o
desempenho sexual, mas apesar da distingdo, ambos se relacionam intimamente (MEISEL;
SACHS, 1994 apud RODRIGUES-ALVES, 2007). A procura por contato sexual com outro
animal é parte de um processo que comumente refere-se como motivacgdo sexual ou libido; e 0
desempenho sexual ou poténcia é a eficiéncia de erecao e orientacdes penianas (RODRIGUES-
ALVES, 2007). O comportamento sexual proporciona o vinculo entre a fisiologia interna de
um animal e o ambiente externo; comportamentos especificos, definiveis e previsiveis séo
produzidos por variagdes especificas na funcéo fisiologica (WEBER, 1997). Mudancas na
natureza ambiental ou de respostas bioldgicas internas tem o potencial de induzir alteragdes
comportamentais, alteragdes estas que podem modificar sutilmente a capacidade de

sobrevivéncia de uma determinada populacdo (WEBER, 1997).

Em estudo conduzido por Santos (2017), onde foram avaliadas progénies expostas via
Utero e lactacdo ao Oleo essencial de Rosmarinus officinalis L., observou-se que houve
interferéncia do tratamento no desenvolvimento de caracteristicas do comportamento sexual. A
exposicdo a 300 mg/kg™ do 6leo essencial conduziu, nos filhotes, ao aumento no nimero de
montas incompletas, montas incompletas e intromissdes até a primeira ejaculacdo e maior

numero de montas incompletas e intromissées nos 30 minutos de teste.

Nossos dados demonstraram que a exposicdo a oleuropeina ndo interferiu nos
parametros de comportamento sexual frente a primeira experiéncia sexual. Esses dados
corroboram com os encontrados por Dantas (2016), onde foram investigados os efeitos da
exposicdo durante os periodos de gestacdo e amamentacdo ao 6leo essencial de Origanum
majorana sobre pardmetros reprodutivos. Com relacdo aos parametros de comportamento
sexual, os resultados obtidos ndo mostraram diferencas estatisticamente significativas entre os

grupos expostos ao Oleo e o grupo controle negativo (DANTAS, 2016).
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6.6 Variaveis das fémeas na fase adulta

6.6.1 Evolugédo da massa corporal nos periodos de gestacdo e lactacédo

As fémeas utilizadas no teste de comportamento sexual foram avaliadas quanto ao seu
desempenho reprodutivo. Foi analisada a variacdo de peso das fémeas durante o periodo
gestacional e lactacional, peso relativo dos 6rgéos e indices reprodutivos.

Sabe-se que o peso corporal flutua normalmente com o estado fisiolégico do animal,
pois 0os hormonios estrogénio e progesterona influenciam na ingestdo de alimentos e no
consumo energético, as taxas de retengdo de agua e deposicao de gordura também sdo afetadas
(ROMAN, 2014). A exposic¢do via Utero e lactacdo a oleuropeina ndo alterou o desenvolvimento
ponderal relativo durante o periodo de gestacdo das fémeas adultas proveniente do teste de
comportamento sexual. Durante a lactagdo, houve uma diminuigdo significativa na massa
corporal relativa das fémeas expostas a 2000 mg/kg/dia (G1) do composto fenolico. Contudo,
a diminuicdo no peso das progenitoras do grupo G1 ndo demonstrou afetar negativamente o
desenvolvimento das progénies, como sera apresentado a seguir. Isso pode estar relacionado ao
fato da diminuicdo na massa corporal ter ocorrido apenas no Gltimo dia de lactag&o, pois sabe-
se que aos 16 dias de vida os filhotes j& comecam a se alimentar independentemente e dos 18
aos 24 ja estao aptos ao desmame (SANTQOS, 2002).

6.6.2 Peso de 6rgaos

AlteracBes na massa relativa de 6rgdos reprodutivos provém claras evidéncias para
classificar um agente como potencialmente prejudicial ao sistema reprodutor (ROMAN et al.,
2014). Em nosso estudo, ndo foram encontradas diferencas significativas no ganho de massa
relativa de 6rgdos reprodutivos de fémeas adultas expostas via Utero e lactagdo a oleuropeina
em diferentes doses, sugerindo que a exposicdo ao componente fendlico ndo interfere no
desenvolvimento do sistema reprodutor de fémeas. Entretanto, houve diferenca estatisticamente
significativa para o peso relativo do rim direito no grupo exposto a maior dose de oleuropeina
em comparagdo ao grupo controle negativo (P=0,038). Para os demais 6rgdos ndao foram

observadas diferencas significativas entre os grupos de tratamento e o grupo CN.
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6.6.3 Parametros reprodutivos

O grupo exposto a 1000 mg/kg/dia de oleuropeina (G2) manifestou diferenca
significativa para a taxa de gestacdo em comparacdo ao grupo CN. Pode-se observar
anteriormente que 0 mesmo grupo mostrou no teste de comportamento sexual uma maior
frequéncia de montas incompletas até a 12 ejaculacdo em compara¢do ao grupo controle, que
apesar de ndo ser significativa, poderia explicar os resultados obtidos na taxa de gestagéo. Pois,
um aumento no nimero de montas e intromissdes antes da ejaculacdo pode aumentar 0 nimero
de espermatozoides no ejaculado e facilitar o transporte na fémea, interferindo positivamente
na fertilidade (HULL; WOOD; MCKENNA, 2006). Para os demais indicadores reprodutivos,
como as taxas de acasalamento, parto, natalidade, perdas poés-implantacdo, viabilidade e
desmame, ndo foram observadas diferencas estatisticamente significativas. Os indices de
fertilidade ndo foram prejudicados pela exposicdo prévia, apesar da porcentagem de
espermatozoides anormais de machos puberes do grupo G1 ter sido significativamente afetada
e da reduzida producdo diaria de espermatozoides e nimero de espermatozoides nos grupos de
tratamento. Indicando que apesar da oleuropeina causar alterages nos indices de fertilidade de
machos puberes, essas alteracfes ndo causaram efeitos negativos na reproducao durante a fase
adulta. Isto se deve a uma caracteristica da espécie em questdo, onde reducdes de até 60% na
concentracdo espermatica ndao sao capazes de comprometer a fertilidade de ratos (AMANN,
1982).

6.6.4 Avaliacdo geral da prole (Geracdo F2)

A progénie proveniente de machos e fémeas expostos via Utero e lactacdo ao composto
fenolico oleuropeina tiveram o seu desenvolvimento avaliado do dia 0 PND até 0 42 PND. Em
relacdo a evolucdo da massa corporal e desenvolvimento de caracteristicas fisicas, ndo foram
verificadas diferencas estatisticas significativas entre os grupos de tratamento e o grupo
controle. Indicando que a exposicdo via Utero e lactacdo da geracdo parental ndo afetou o
desenvolvimento geral da progénie.

A puberdade em ratas fémeas ocorre geralmente entre 30 e 50 dias de idade, e seu inicio
pode ser observado atraves da abertura do canal vaginal (KENNEDY; MITRA, 1963,
VANDENBERGH, 1976). Verificou-se uma antecipacdo na abertura do canal vaginal das
fémeas do grupo G1 e G2 em comparacdo ao grupo CN, esse resultado esta de acordo com o
encontrado por Jardim (2017), que avaliou o potencial toxicolégico do alcaloide Boldina, o

composto majoritario do Peumus boldus, sobre varidveis reprodutivas. No grupo exposto a
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maior dosagem do alcaloide (100 mg/kg™?), foi observada uma abertura precoce do canal vaginal
quando comparado ao grupo controle. Contudo, mesmo demonstrando diferenca estatistica
significativa, todos os animais se desenvolveram conforme fisiologia da espécie (KENNEDY;
MITRA, 1963; VANDENBERGH, 1976).
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7 Conclusao

A exposicdo a oleuropeina nas doses de 500 mg/kg, 1000 mg/kg e 2000 mg/kg por dia,
durante os periodos de gestacdo e lactacdo em ratos e ratas Wistar, para a avaliacdo da

toxicidade peri e pds-natal, nos permite concluir que:

— A exposicdo a trés doses diferentes da oleuropeina acarretou em alteracbes no
desenvolvimento fisico e sexual da prole, evidenciadas através da observacdo de atraso no
descolamento de orelhas, abertura de olhos e separacdo prepucial, e ainda erupgéo precoce de

dentes incisivos.

— A exposicdo a oleuropeina provocou alteragdes cognitivas e comportamentais (testes de
reflexos e campo aberto), e interferéncia em indices reprodutivos pelo aumento no nimero de

espermatozoides anormais encontrados em machos puberes.

As trés doses utilizadas interferiram no desenvolvimento da progénie, o que limita sua
recomendacdo durante os periodos gestacional e lactacional. Contribuindo com a elucidacao de

algumas questdes referentes a seguranca do seu uso como agente terapéutico.

Os resultados obtidos nos estudos do Segmento Ill, alvo desse estudo, devem ser
analisados em conjunto com os observados pelo grupo de pesquisa nos Segmentos | e I,
permitindo uma conclusdo global sobre os efeitos da oleuropeina sobre a possivel toxicidade

reprodutiva decorrente da substancia.
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ANEXO 1

Add: D404.Pioneering Park, No. 69 Jinye Road,
Xi'an Hi-tech Development Zone,Xi'an, China
Tel: +86-29-88259472 Fax: -86-29-88217317

I'AN GREEN cO www.zls-source.com
CERTIFICATE OF ANALYSIS
Product name Olive Extract Powder
Botanical source Olea Europaea L.
Used Part: Leaf
Batch Number: OE180512 Batch Quantity: 650kg
Manufacture Date: May. 12, 2018 Certificate Date: May. 22, 2018
Expiry Date: May. 11, 2020
ANALYSIS SPECIFICATION RESULTS
Appearance Yellow Brown Fine powder Complies
Odor Complies
Taste Complies
Assay(HPLC) 40.63%
Mesh Size Complies
Loss on Drying 3.21%
Residue on Ignition 3.08%
Heavy Metal Complies
Pb Complies
Cd Complies
Hg Complies
As Complies
Microbiology
Total Plate Count <10000cfu/g Complies
Yeast & Mold <1000cfu/g Complies
E.Coli Negative Complies
Escherichia coli Negative Complies
Salmonella Negative Complies
Conclusion Conform with specification
Storage Store 1n sealed containers at cool & dry place.
Protect from light. moisture and pest infestation.
Shelf life 2 years when properly stored
Analyst:Feng QingShuang Corrector:Guo Shasha
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ANEXO 2

A amostra comercial adquirida da empresa chinesa XI’AN GREEN SOURCE CO.,
LTD, era descrita como um composto de folhas de Olea europaea L. em pd, contendo 40% de

oleuropeina e 3,21% de umidade (Anexo 1).

A amostra foi analisada por diferentes ferramentas analiticas, como ressonancia
magnética nuclear (RMN), espectrometria de massas (EM) e espectroscopia de ultravioleta
(UV), (Figura 1 a 6).

As analises mono e bidimensionais de RMN foram realizadas em um equipamento
Bruker Ascend 400 (Billerica, EUA). A amostra foi diluida em metanol deuterado (Sigma,
EUA). Os espectros de RMN obtidos para a amostra contendo oleuropeina estdo de acordo com

os resultados descritos por Ibrahim et al. (2017) para 0 mesmo composto.

Para a analise de EM, a amostra foi injetada diretamente em um equipamento QTOF
(micrOTOF-QII Bruker Daltonics) com ionizagéo por eletrospray (ESI). A analise foi realizada
no modo negativo, utilizando N2 a 200°C, fluxo de gas de 8 L/min, voltagem do capilar de 4000
eV e energia de ionizagdo de 3 eV. Foi realizada uma varredura da amostra na faixa de 100 a
1000 m/z. O composto oleuropeina presente na amostra foi identificado de acordo com o seu
valor de massa exata de alta resolucdo e com o perfil de fragmentacéo dos ions. Os espectros
de massas obtidos em modo negativo para oleuropeina apresentam semelhanca com os obtidos
por Baron et al. (2015) e Quirantes-Piné et al. (2013).

As andlises de CLAE-UV foram realizadas em um equipamento da marca Waters
(modelo e2695) acoplado a um detector de arranjo de diodos (Waters 2998). Para a separacéo
dos compostos presentes na amostra, foi utilizada uma coluna de fase reversa (Kinetex—
Column 5u, C18; 100A, 250 x 4,60 mm). Agua e acetonitrila acidificada com 0,08% (v/v) de
acido trifluoroacético foram utilizados como fase movel A e B, respectivamente. O gradiente
de A variou de 95 a 90, de 0 a 10 minutos, de 90 a 80, de 10 a 20 minutos, se manteve em 80
por 10 minutos, variou de 80 a 70, de 30 a 35 minutos, de 70 a 60, de 35 a 40 minutos, de 60 a
50, de 40 a 45 minutos, de 50 a 40, de 45 a 50 minutos, de 40 a 30, de 50 a 55 minutos, de 30 a
20, de 55 a 60 minutos, de 20 a 10, de 60 a 65 minutos e de 10 a 95, de 65 a 80 minutos. O
fluxo utilizado foi de 0,7 mL/minutos e o volume de injecao foi de 10 pL. A amostra contendo
oleuropeina foi injetada na concentragcao de 1000 pg/mL e observada em uma faixa de 210 a

400 nm.
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Figura 1 — Espectro de *H-RMN da amostra (400 MHz, MeOD). Neste tipo de espectro é
possivel obter informacGes a respeito dos atomos de hidrogénio da molécula que estdo
ligados a atomos de carbono.
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Figura 2 — Espectro de 13C-RMN da amostra (100 MHz, MeOD). Neste tipo de
espectro é possivel obter informacdes a respeito dos &tomos de carbono da molécula.
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Figura 3 — Espectro de massas da amostra através de injecéo direta por Q-tof-ESI-MS, modo
negativo. Neste tipo de espectro é possivel obter informacéo a respeito da massa molecular
do composto.
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Figura 4 — Padrdo de fragmentacéo da oleuropeina por Q-tof-ESI-MS, modo negativo. Neste
tipo de espectro é possivel obter informacdes a respeito do perfil de fragmentacdo da amostra
analisada.
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Figura 5 — Cromatograma da amostra por CLAE-DAD (210-400 nm). Neste tipo de anélise,
é possivel obter informacdes do perfil cromatografico da amostra analisada, observando a
presenca do composto de interesse (majoritario), assim como de outras substancias
minoritarias.
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Figura 6 — Espectros de UV dos picos observados no cromatotrama da amostra por
CLAE-DAD (210-400 nm). Em verde, é possivel observar o espectro de UV do pico
majoritario do cromatograma da Fig. 5.
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