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RESUMO

A Agave sisalangsisal) é amplamente cultivada em territorio be#si. Foi constatada a
presenca de cinco saponinas esteroidais nessa,plasponsaveis por varias atividades
farmacoldgicas, destacando-se as atividades agiifiire anti-inflamatéria. Popularmente, o
sisal ainda é utilizado para o tratamento de daehepaticas, tuberculose e sifilis. Devido a
sua acado detergente, as saponinas sdo dotadasitde@fico em funcdo de sua propriedade
de causar ruptura em eritrocitos, liberando hentgdy além de outros efeitos ainda
relacionados a lise celular como as acdes insatic@hti-helmintica e ictiotoxica.
Considerando-se as diversas acbes farmacologica&. dasalanae seu amplo uso na
medicina popular, torna-se necessario investigars spossiveis efeitos colaterais na
reproducéo feminina, os quais ainda ndo foramaedtest na literatura.

Palavras-chave:Sisal, gonadotoxicidade, reproducéo, fetotoxicidade



VIEL, Amanda Martins.Effects the Agave sisalana Perrine extract on ovan and
uterine toxicity, fertility and fetal parameters of rats. 2016. 54f. Dissertation (Master in
Biosciences). — Faculdade de Ciéncias e Letrasyegidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho”, Assis, 2016.

ABSTRACT

The Agave sisalandsisal) is largely cultivated in Brazil. It wasuiod the presence of five
steroidal saponins that plant, responsible foroteripharmacological activities, especially the
anti-fungal and anti-inflammatory activities. Pogly, sisal is also used for the treatment of
liver diseases, tuberculosis and syphilis. Duetdadetergent action, saponins are equipped
with toxic effect due to its property to cause dpron in erythrocytes, releasing hemoglobin,
and other effects still related to cell lysis a® thctions insecticide, anthelmintic and
ichthyotoxic. Considering the various pharmacolagi@actions of A. sisalana and its
widespread use in folk medicine, it is necessarintestigate their possible side effects on
female reproduction, which have not yet been regboirt the literature.

Keywords: Sisal, gonadotoxicity, reproduction, fetotoxicity.
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Introducao

Plantas medicinais

Desde a antiguidade as plantas medicinais sdo amapta utilizadas com fins
terapéuticos, a fim de tratar, curar e prevenimass diversas enfermidades (ASSUNCAO;
DE MOURA, 2009; RODRIGUES et al., 2011; SANTOS &t @011; DUNDER et al.,
2013). Para uma parcela da populacdo que nédo #ssmao atendimento primario de saude,
por encontrarem-se muito distantes dos centrosaddesou por ndo possuirem recursos
financeiros para manter um tratamento alopaticmrrem as terapias alternativas fazendo o
uso de drogas vegetais (SILVEIRA; BANDEIRA; ARRAIZ08; VEIGA-JUNIOR, 2008;
ROQUE; ROCHA; LOIOLA, 2010; SANTOS et al.,, 2011).uttps fatores, que ainda
contribuem para o uso de plantas com fins medgiaa facilidade com que sédo adquiridas e
a simplicidade em sua preparacao (SANTOS et @120

Sabe-se que as plantas sdo capazes de sintetimmsodi compostos quimicos
denominados metabdlitos secundarios, que além diiparem do sistema de defesa da
planta, como no caso das fitoalexinas, contém tambétros metabdlitos que possuem
atividades farmacoldgicas comprovadas, como osifii@ides, alcaloides, triterpenos, taninos,
lignanas (GURIB-FAKIM, 2006; BOTURA, 2011) e sapoas (GOBBO-NETO; LOPES,
2007).

Existem cada vez mais estudos que demonstram as aedéficas promovidas no
organismo, pelos componentes fitoquimicos presemassplantas (SANTOS et al., 2011;
DUNDER et al., 2013). Estudos etnobotanicos relatam diversas plantas apresentam
potencial antidiabético comprovado, comoAagle marmelogbael), a Aloe barbadensis

(babosa),a Catharanthus roseugqvinca-de-gato) (GURIB-FAKIM, 2006) e &alega
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officinalis (arruda), esta ultima responsavel pelo desenvelviondo farmaco metformina,
um hipoglicemiante oral amplamente utilizado na igied tradicional (GURIB-FAKIM,
2006; CAVALLI et al., 2007).

Plantas medicinais tém se mostrado eficientes atanento de doencas que
acometem o sistema nervoso central, por apresentgées hipnoéticas e sedativas, como a
Valeriana officinalis(valeriana), &iper methysticunfkava-kava) e alypericum perforatum
(erva-de-séo-jodo) (GURIB-FAKIM, 2006). Outras dmegvegetais com atividade anti-
inflamatoria e antioxidante séo utilizadas partatrdesordens cardiovasculares, responsaveis
por muitas mortes em todo o mundo, pois melhoracoadi¢cées que envolvem a circulagéo
sanguinea. A atividade anti-inflamatoéria pode selw@da a presenca de saponinas, enquanto
a atividade antioxidante a presenca de flavonogjemtre as plantas que tém se destacado
para esses fins, podemos citaA@sculus castanefcastanha-da-india) e @Gingko biloba
(Ginkgo biloba) (GURIB-FAKIM, 2006).

Embora existam estudos a respeito da utilizacdoefitécia e da toxicidade das
plantas medicinais, as bases cientificas com irdoé®s adequadas que comprovem reais
propriedades toxicoldgicas ainda sdo muito escassa@m isso, existe um conceito errbneo
de que os produtos de origem natural sdo isentefeit®s colaterais no organismo e néo
representam quaisquer perigos para a saide huMEN@A-JUNIOR, 2008; ASSUNCAO;

DE MOURA, 2009; SANTOS et al., 2011).

Agave sisalan&errine

Originaria da peninsula de Yukatan, no México, anfd Agave sisalana

popularmente conhecida como sisal (MARTIN et @002 QUEIROZ et al., 2012) € uma

monocotiledénea, pertencente a familia Agavaceddasiilia Agavoidea (QUEIROZ et al.,
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2012), génerd\gavee subgéner&uagave E amplamente cultivada em territorio brasileiro,
mais especificamente na regido do Nordeste (MAREiNal.,, 2009; BOTURA, 2011;
QUEIROZ et al., 2012) em funcéo do clima semia(NDER et al., 2013). E uma planta
semixerofila resistente a secas prolongadas astainperaturas (QUEIROZ et al., 2012).

O Brasil é o principal produtor e exportador muhdmsisal, responsavel por 69% da
producao global (RIBEIRO; BARRETO; COELHO, 2015nhde apenas 4% das folhas sao
aproveitadas para a extracdo de suas fibras, nicdedo de cordas, barbantes, cabos
maritimos, tapetes, sacos, vassouras, estofamantesanatos, além de possuirem aplicacdes
na industria de plastico, onde sao utilizadas coeforco para polimeros comerciais, tais
como o polietileno e a borracha natural (MATTOSCakt 1996; MARTIN et al., 2009).
Estes séo utilizados para a fabricacdo de pastbsigla para producdo do papel Kraft de alta
resisténcia e de outros tipos de papel fino, coara gigarro, filtro e absorvente higiénico
(MATTOSO et al., 1996). Ja na industria automotidésas fibras de sisal sdo utilizadas nos
estofamentos de veiculos de luxo importados, pmia das grandes vantagens do uso dessas
fibras vegetais é a sua auséncia de toxicidadqu¢haa espuma de poliuretano a base de
isocianato utilizada usualmente libera durante @& cambustdo o gas cianidrico, altamente
toxico (MARTIN et al.,, 2009). O residuo descartadims folhas de sisal € destinado a
suplementacao na alimentacdo de animais ruminadabp organico e para fins terapéuticos
(MARTIN et al., 2009; BOTURA, 2011).

A Agave sisalandFiguras 1 e 2) é uma herbacea com apenas um enapgl, com
um caule curto situado no nivel do solo, no qudliodsas se inserem e armazenam agua e
nutrientes. As folhas séo longas, rigidas, convexds coloragdo verde. Possui comprimento
médio entre 90 e 160 centimetros, embora possangac até dois metros (DOMINGUES,
2008; BOTURA, 2011; MIRANDA, 2011). E uma plantadelo perene, que floresce apenas

uma vez durante seu ciclo vegetativo e essa isftérecia permanece presente até a morte da
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planta, em média de 10 a 15 anos de ciclo (DOMINGUE08; DEBNATH et al., 2010;

BOTURA, 2011; MIRANDA, 2011).

Figura 1-Agave sisalan@errine adulta.

Fonte: http://fingoen.blogjardin.com/archive/200927/agave-sisalana.html

Figura 2 — (A) Inflorescéncia, (B) Fruto maduro® Corte do fruto com sementes Algave

sisalana(BOTURA, 2011).

Por meio de técnicas espectroscopicas, saponitesidais de diferentes espécies de

sisal foram identificadas estruturalmente. Da dspéc sisalana foram reportados o
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isolamento e a determinacdo das estruturas de caponinas esteroidais (DING et al.,
1993), sendo a hecogenina (Figura 3) o compostepte em maior abundancia (DEBNATH
et al., 2010; BOTURA, 2011; DUNDER et al., 2013reontrada em maior concentracdo em
folhas maduras (BOTURA, 2011).

A hecogenina pode ser facilmente obtida atravélidialise acida ou enzimatica do
suco das folhas deA. sisalana considerada um precursor de diversos esteroides
farmacologicamente ativos, 0 que comprova atraeésviiéncias quimicas e fitoquimicas a
importancia farmacoldgica desta planta (DING et93; DOMINGUES, 2008; BOTURA,

2011; DUNDER et al., 2013).

Figura 3 — Representacéo estrutural da hecogeR@&M({NGUES, 2008).

O interesse da industria farmacéutica por esseogepsubstancias tem aumentado,
em decorréncia das inumeras atividades apresenfalas saponinas, destacando-se as
atividades antifungica e anti-inflamatéria (LACAIEEDUBOIS; WAGNER, 1996;
FRANCIS et al.,, 2002; BOTURA, 2011; DUNDER et @&013). Popularmente o sisal &
utilizado para o tratamento de doencas hepatichgrdulose e sifilis (DEBNATH et al.,
2010), entretanto, devido a sua acao detergentgpmninas sdo dotadas de efeito toxico em
funcdo de sua propriedade de causar ruptura eraogos, liberando hemoglobina (ODA et

al., 2000; SIMOES et al., 2010; BOTURA, 2011). @stefeitos toxicos ainda relacionados &
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lise celular sdo as acdes inseticida, anti-helgdand ictiotoxica (SCHENKEL et al., 1997;
BOTURA, 2011).

A toxicidade de uma substancia que apresenta atigidlarmacologica deve sempre
ser determinada, a fim de evitar a ocorréncia diosf nocivos ao organismo ocasionados por
intoxicacao (LARINI, 1997). Neste contexto, nosudsis toxicolégicos um importante fator a
ser considerado é a dose que sera empregada,apa sgjantidade do xenobidtico que sera
administrada a um organismo vivo (LARINI, 1997; O&2803).

Considerando as diversas atividades farmacologleasmpenhadas pela espékie
sisalana em funcdo do alto teor de saponinas, ricas emdaesina (DING et al., 1993;
DOMINGUES, 2008; DUNDER et al., 2013), torna-se ess@rio a realizacao de pesquisas
direcionadas a investigacdo da toxicidade reproddi fetal desta planta, uma vez que seu
suco é utilizado na medicina popular para o tratdnee varias doencas e também suas
fibras utilizadas como alimento aos animais em ppgs propriedades rurais do sertdo

nordestino (DOMINGUES, 2008).

Plantas medicinais na reproducao

Diversos compostos sintetizados pelas plantas p@ilemover prejuizos nas funcdes
dos 6rgaos reprodutivos, no sistema enddcrino woser quando administrados de maneira
indiscriminada. Nas mulheres, os efeitos mais peactes que envolvem o0 sistema
reprodutor estdo relacionados a irregularidadesiclo menstrual, sangramentos durante o
periodo gestacional e aborto, enquanto nos fetedeitos teratogénicos (SANTOS, 2014) e
embriotoxicos sdo 0S mais preocupantes, uma VEeZSEES compostos podem atravessar a

placenta (RODRIGUES et al., 2011; ARCANJO et @13).
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Existem muitas plantas na medicina popular queysms<feito abortivo comprovado
como Angelica archangelica(angélica), Himathanthus sucuubgsucuuba),Rosmarinus
officinales(alecrim),Arnica Montana(arnica),Cinnamomum canphor@anfora) Symphytum
officinale L. (confrei), Eucaliptus globulugeucalipto),Cassia angustifoli@ Cassia acutifélia
(sene), pois sdo capazes de estimular a motilidadena (VEIGA-JUNIOR; PINTO;
MACIEL, 2005). Estudos realizados com ratas Wigta@anhes comprovaram também que
plantas comoRuta graveolens(arruda) (GONZALES et al., 2006)Stryphnodendron
adstringens(barbatiméo) (VITRAL; PETERS; GUERRA, 198T)antana camargcamara)
(MELLO et al., 2005)Plectranthus barbatuéfalso boldo) (ALMEIDA; LEMONICA, 2000)

e Vitis vinifera (vidreira) (CHAN; NG, 1995), aléem de apresentaref@itos prejudiciais a
matriz, podem também ser tdxicas para os fetos.

Ha relatos na literatura que comprovaram quBeomus boldugboldo-do-chile)
demonstrou efeito teratogénico (MENGUE; MENTZ;, SH&MNL, 2001) e abortivo
(ALMEIDA; MELO; XAVIER 2000), enquanto oPlectranthus barbatugfalso boldo)
quando administrado no periodo pré-implantacdosepteu elevacdo na taxa de perda pré-
implantacional e desenvolvimento retardado dossfatas ratas tratadas com o extrato dessa
planta (ALMEIDA; LEMONICA, 2000).

A Ruta graveolens(arruda) demonstrou efeitos embriotoxico e teratmgé
comprovados em testes realizados a partir do exdioso de suas folhas, durante o periodo
pés-implantacdo. J& nos testes realizados com $esndaStryphnodendron polyphyllum
(barbatimdo) em ratas prenhes, observou-se dindioup peso dos ovarios e no peso e
medidas dos corpos luteos gravidicos, além de mnamibrionaria (VITRAL; PETERS;

GUERRA, 1987).
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A plantaArtemisia vulgaris(artemisia) quando administrada em baixa concgitta
considerada insuficiente para interromper uma gastagpode resultar em toxicidade para a
gestante e para o feto (CALLIARI, 1998).

Extratos hidroalcodlicos deMaytenus ilicifolia (espinheira-santa) mostraram-se
abortivos por atuarem no periodo pré-implantacioloal embrides no utero (MONTANARI;
BELILACQUA, 2002) e o cha dBaccharis genistelloidegcarqueja) € contraindicado para
gestantes, em funcao do seu efeito abortivo (RUEL £2008).

Entre as plantas medicinais que apresentam sagogsteroidais, destaca-s&aorean
ginseng (ginseng), que quando administrado em ratas sutesetao protocolo da
superovulacdo com gonadotrofina sérica de éguaherdoi responsavel pelo aumento da
qualidade dos odcitos e reducao da atresia foli€Mld et al, 2003).

Varios estudos referentes aos efeitos farmacolégie diversas plantas medicinais
sao realizados, sendo que na maioria desses estinlavaliados os efeitos das plantas sobre
a embriofetotoxicidade. Estudos farmacoldgicosdamti que o suco obtido a partir de folhas
de sisal estimula a musculatura uterina, reduzsspo sanguinea e pode provocar aborto em
fémeas gestantes (SHARAF; ZAHRAN, 1967), entretandto harelatos na literatura quanto
ao seu possivel efeito toxico no tecido reprodufieminino. S80 escassos 0s relatos a
respeito dos efeitos dos componentes fitoquimioespldntas medicinais na toxicidade
morfologica reprodutiva, principalmente em fEmeRODRIGUES et al., 2011; KUNTZE et
al., 2012).

Estudos realizados por Mendes e Camargo (2012) mracam que 0s constituintes
esteroidais da planta. sisalanaforam capazes de promover efeitos deletérios smbeeido
gonadal masculino de ratos adultos, prejudicarrilidade e aumentar a taxa de perda

embrionéria pos-implantacdo. Desta forma, € imptgtampliar o conhecimento dos efeitos



19

causados pelA. sisalanana estrutura tecidual dos 6rgaos reprodutivosaéiaaos possiveis

efeitos sobre a fertilidade e produtos gestaciaaimodelos animais.
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Objetivos

O presente trabalho teve por objetivo avaliar adrainistracdo do extrato por meio da
hidrolise acida (EHA) dégave sisalanaesulta em potencial toxico reprodutivo em rasas,
partir da avaliacdo histomorfométrica dos ovariogitero e avaliacdo da fertilidade e
parametros fetais.

A toxicidade reprodutiva foi investigada através daguintes analises:

- Duracdo do ciclo estral e numero da fase de dsirante o periodo experimental;

- Peso dos ovarios e utero;

- Avaliacao do tecido ovariano e quantificacaocialr;

- Avaliacao histomorfométrica uterina;

- Teste de fertilidade;

- Parametros fetais.

Objetivou-se também avaliar o peso dos érgdostdeesse toxicologico (coragdo, figado

e rins) e os sinais e sintomas clinicos nos animais
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Resumo

A Agave sisalandsisal) € popularmente utilizada na medicina tiadial para tratar diversas
doencas, mas ainda nao foram relatados seus pessie#os colaterais na reproducao
feminina. Entdo, o objetivo do estudo foi investigdaecido ovariano e uterino, a fertilidade e
0s parametros fetais de ratas tratadas com o @xtipéido por meio da hidrdlise acida (EHA)
de sisal (100 mg/kg de peso corpéreo).O grupo alentecebeu agua destilada. O tratamento
foi realizado por via oral durante 30 dias consegoste o ciclo estral foi monitorado
diariamente. Os ovarios e Uteros das ratas (n=u@dyrforam coletados e analisados em
microscopia de luz. O teste de fertilidade foi egqulio em oito ratas de cada grupo
experimental. Os resultados demonstraram que o egtlal ndo foi afetado pelo tratamento
com o sisal. O peso absoluto ovariano foi maior0(ps) no grupo EHA, mas nenhuma
alteracdo na estrutura histologica e na quantdicacfolicular foi observada,
comparativamente ao grupo controle. O peso e atestrmorfolégica uterina foram similares
em ambos 0s grupos experimentais. No entant@esssra do perimétrio foi maior (p<0,05)
no grupo EHA. Houve um discreto aumento (p<0,05p@&s0 da ninhada no grupo EHA, mas
o tamanho da ninhada foi reduzido significativarae@bncluiu-se que Agave sisalanaao

foi gonadotdxica e ndo prejudicou a fertilidade srpeomoveu discreta alteracdo na espessura

do perimétrio e afetou o peso e o tamanho da nintladatas.

Palavras-chaveSisal, gonadotoxicidade, reproducéo, fetotoxicidade
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Introducao

Originaria da peninsula de Yukatan, no Meéxico, anfd Agave sisalana
popularmente conhecida como sisal (Margéin al, 2009; Queirozet al, 2012)é uma
monocotileddnea (Queirazt al, 2012), amplamente cultivada em territorio beasi, mais
especificamente na regido do Nordeste (Martin ¢t2809; Botura, 2011; Queircat al.,
2012) em funcéao do clima semiarido (Dundeal., 2013).

Saponinas esteroidais de diferentes espécies dal $mwam identificadas
estruturalmente e, da espéagiesisalanaforam isoladas e determinadas as estruturas de cin
saponinas esteroidais (Dieg al, 1993), sendo a hecogenina o composto presentazon
abundancia (Debnatét al, 2010; Botura, 2011; Dundet al, 2013) e facilmente obtida
através da hidrolise acida ou enzimatica do susdalhas deA. sisalana(Ding et al, 1993;
Domingues, 2008; Botura, 2011; Duné¢ml, 2013).

O interesse da industria farmacéutica por esseogtasubstancias tem aumentado em
funcdo das inumeras atividades farmacoldgicas apradas pelas saponinas, destacando-se
as atividades antifungica e anti-inflamatoria (likedubois & Wagner, 1996; Francet al.,
2002; Botura, 2011; Dundet al, 2013). Popularmente o sisal é utilizado pareatamento
de doencas hepaticas, tuberculose e sifilis (Dalatatl., 2010), entretanto, devido a sua acao
detergente, as saponinas sdo dotadas de efeito i funcdo de sua propriedade de causar
ruptura em eritrécitos, liberando hemoglobina (@tal, 2000; Simdest al, 2010; Botura,
2011). Outros efeitos toxicos ainda relacionaddiseicelular sdo as agdes inseticida, anti-
helmintica e ictiotoxica (Schenkat al, 1997; Botura, 2011). Estudos farmacolégicos
indicam que o suco obtido a partir de folhas dal @stimula a musculatura uterina, reduz a

pressdo sanguinea e pode provocar aborto em f@&esantes (Sharaf & Zahran, 1967).
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Os efeitos colaterais de diversas plantas medginai reproducéo geralmente séo
avaliados em fetos expostiosuteroaos extratos de plantas. Porém, sdo escassdatos i&
respeito dos efeitos dos componentes fitoquimicesptantas medicinais nos tecidos
reprodutivos, principalmente em fémeas (Rodrigeesal, 2011; Kuntzeet al, 2012).
Considerando as diversas atividades farmacologizas sisalanaem funcéo do seu alto teor
de saponinas ricas em hecogenina (Rihgl, 1993; Domingues, 2008; Dundstral, 2013),
torna-se necessaria a realizacéo de pesquisagdadas a investigacdo da gonadotoxicidade
e fetotoxicidade desta planta, uma vez que seu éuddizado na medicina popular para o
tratamento de varias doencas e suas fibras sapadds como alimento aos animais, em
pequenas propriedades rurais do sertdo norde&iméo, este estudo investigou o tecido
ovariano e uterino, a fertilidade e os parametebaid de ratas tratadas com o extrato obtido

por meio da hidrélise acida (EHA) dgave sisalangsisal).

Materiais e Métodos

Animais

Foram utilizadas ratas albinas da linhagem Wistam peso médio de 260 gramas e
70 dias de idade, as quais foram mantidas no Biot@entral da Faculdade de Ciéncias e
Letras de Assis — UNESP (Assis, Sao Paulo, Bra&s)fémeas foram alojadas em ambiente
padrdo, com temperatura controlada (22 + 2°Cgrsistde exaustao de ar, luminosidade com
ciclo claro/escuro de 12 horas e receberam agueta abmerciabd libitum O manejo dos
animais obedeceu as normas éticas adotadas pétal&te Brasileira de Ciéncia em Animais
de Laboratorio. O protocolo experimental foi apawagela Comissédo de Etica no Uso de

Animais — CEUA (Registro 005/ 2013).
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Preparacéo do extrato por meio da hidrdlise acidaHHA) de Agave sisalana

O suco bruto de sisal foi obtido por meio da prgesae filtracdo da mucilagem,
resultante do processo de desfibramento de sulasfoA mucilagem foi fornecida pelos
produtores rurais do municipio de Valente (BahiasB), definidos pela Secretaria da Ciéncia,
Tecnologia e Inovacao da Bahia.

O extrato obtido a partir do suco natural de disiasubmetido ao acido sulfurico até
obtencéo do pH 0,4-0,8 em alta temperatura (127P0%¥teriormente foram separados os
cristais formados por centrifugacdo e secos a #B@eso constante, conforme descrito por
Gouveiaet al. (2010), com modificacdes. Finalmente, o extrataiimido em agua destilada,

na concentracdo de 100 mg/kg de peso corporeo.

Andlise fitoquimica do EHA deAgave sisalana

O EHA de sisal foi submetido a uma série de reagqims caracterizacdo dos
diferentes grupos de substancias vegetais preseamitzdoides (reativos de Dragendorftf,
Mayer, Bertrand e Bouchardat), antraquinonas (ededBorntrager), cumarinas (método de
fluorescéncia sob luz ultravioleta), flavonoiddsdfescéncia sob luzltravioleta), saponinas
(teste de espuma-agitacdo e andlise espectrofgtom)éte taninos (testes de
coloracéo/precipitacao e reacdo de Stiasny). Asdokigias basearam-se em relatos prévios
de Harbone (1973); Glasl (1983); Auterhoff & Koya885); Collins & Braga (1988); Hatano
et al, (1989); List & Schimidt (1989); Cordell (1998acchi (1996); Banskotat al, (2000);
Vigo et al, (2003) e Simdest al, (2010). A analise fitoquimica do EHA dgave sisalana

apresentou resultados positivos para presencandaricias, saponinas e flavonoides.
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Grupos Experimentais

As fémeas foram pesadas e aleatoriamente distaddoh dois grupos experimentais
(n= 13/grupo): Controle (agua destilada, via ogalyage) e tratado com sisal (EHA, 100
mg/kg de peso corporeo, via oral, gavage).

Estudos preliminares (Palaciesal, 2013) demonstraram que a concentracédo de 100
mg/kg de peso corporeo do extrato obtido por meichidrolise acida dégave sisalana
apresentou propriedades anti-inflamatorias. Destad, a escolha do tipo de extrato e a dose
de sisal empregadas no presente estudo foram laasseadelato prévio.

Os tratamentos foram realizados por meio de umealoiese diaria, durante 30 dias
consecutivos. A primeira dose foi empregada nag&&ma fase de estro do ciclo estral. Essas
fémeas foram pesadas em dias alternados, paraengaatda dose administrada durante o

periodo de tratamento.

Ciclo estral

O ciclo estral foi monitorado diariamente, por mei@ técnica de lavado vaginal

(Marcondeset al, 2002). As fases correspondentes do ciclo foramtifitrdas de acordo

com Thrower & Lim (1981), a partir dos tipos celelsdescamados.

Eutanasia das fémeas e coleta dos 6rgaos

Ao final do periodo experimental, cinco ratas deacayrupo foram pesadas e

eutanasiadas na fase de estro do ciclo estral egaapdo-se uma dose excessiva do anestésico



31

Tiopental sédico (Thiopent&x Cristalia, Sd0 Paulo, Brasil), via intraperitonés ovarios,

Utero e os Orgaos de interesse toxicologico (cord@@ado e rins) foram coletados e pesados.

Rotina histologica

Os ovarios e cornos uterinos de cada fémea foraoepsados através da rotina
histolégica usual e incluidos em Paraplast (Oxfoathware, St. Louis - USA). Seccdes
semisseriadas de 5 um de espessura foram coradatpeica de Hematoxilina - Eosina

(HE) para analise histomorfométrica em microscaoliduz.

Analise ovariana e uterina

A andlise histomorfométrica dos tecidos reprod&titm realizada em microscopio
Zeiss Axio Scope Al, acoplado ao sistema de camtaramagens com o programa AXio
Vision, versao 4.7.2.

A identificacdo de cada classe de foliculo baseonasdescricdo de Hirshfield (1991),
como segue: Classe | (pequenos foliculos pré-anta®Oum); Classe Il (grandes foliculos
pré-antrais; 91-260 um); Classe Il (pequenos @itdi€ antrais; 261-350 um); Classe IV
(foliculos antrais de tamanho meédio; 351-430 unts§e V (grandes foliculos antrais; 431-
490 um); Classe VI (foliculos maduros ou Graafiaro491 pm).

Os foliculos atrésicos foram quantificadadassificados com base no seguinte grau
de regressao (Osman, 1985), como segue: Estagidpigose em algumas células
granulosas); Estagio IB (alteracbes degeneratimasoda a camada granulosa); Estagio IIA
(o6citos com nadcleo picndético, meiose bloqueada reetéfase |, pseudomaturacdo e

degeneracdo de células damulu$; Estagio IIB (caracterizado pela presenca detodci
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flutuante no antro com poucos corpos picnoéticog)almente, foram obtidos o numero e
mensuracao da area dos corpos lateos.

Nos cornos uterinos, em cada uma das seccdes sgauss da por¢cdo medial foram
mensuradas a altura do epitélio luminal e espessoirastroma endometrial, miométrio e
perimeétrio.

A analise morfométrica nos ovarios e Utero foiizeala em 5 seccbes semisseriadas

de cada rata, em cada grupo experimental.

Avaliacdo dos parametros fetais

Ao final do tratamento oito fémeas restantes dea @dpo foram acasaladas com
machos nao tratados (1 macho: 2 fémeas), no fenéhmdle do primeiro proestro. Na manha
seguinte, a presenca de espermatozoides no laagioal foi considerado o 1° dia de
gestacdo (DGL1). O peso corpéreo das matrizes g@trado nos dias gestacionais 1, 7, 14 e
19. No DG19 foi realizada a laparotomia, posteremte a sedagdo das matrizes com uma
dose excessiva do anestésico Tiopental sdédico,intfaperitoneal. Os cornos uterinos
gravidicos e ovarios foram expostos e posteriorenehtiveram-se 0s seguintes registros:
namero de implantes, nimero de corpos luteos geagidnimero de fetos vivos na ninhada,
namero de reabsor¢cbes e numero de placentas. @s gasinhada e das placentas foram
obtidos.

Foram calculadas as taxas de perda pré-implan&dim? de corpos Iuteos — n° de
implantes / n° de corpos luteos) x 100], perdaipgdantacional [(n°® de implantes — n°® de
fetos / n° de implantes) x 100], taxa de fertiliel§h® de fémeas com gametas no esfregaco /
n° de fémeas acasaladas) x 100], taxa de gest@¥ade fémeas com fetos viaveis / n° de

fémeas acasaladas)].
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Os fetos foram analisados conforme sua morfologiterea (cabeca, tronco e

membros) a partir do uso de estereomicroscépid @esss, Citoval 2, Alemanha).

Analise estatistica

Os dados foram analisados através da analise d@neiar paramétrica ANOVA,
complementados com o Teste t-Student. Na auséaciarthalidade dos dados foi utilizada a
analise de variancia ndo paramétrica de Mann-Whitri@® nivel de significancia foi

estabelecido para p<0,05.

Resultados

Ciclo estral

O EHA de sisal ndo afetou o ciclo estral das féngegsie a duracdo do ciclo estral e 0

namero de estros foram similares (p>0,05) em anmdmgrupos, durante o periodo de

tratamento (Tabela 1).

Tabela I. Duracéo do ciclo estral e numero da fase de esir@nte o periodo experimental

nas fémeas dos grupos controle e tratado com(Eis&).

Parametros Grupos Experimentais (n= 13/grupo)
Controle EHA
Duragéo do ciclo (dias) 4,43 +£0,64 4,36 £ 00,41
Numero da fase de estrd 7+1 8+1

Nenhuma diferenca significativa (p>0,05) entre nggs. Mann-Whitney (valores expressos
como mediana + desvio interquartilic6Jeste t-Student (valores expressos como média *
desvio padréo).
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Peso das estruturas organicas

O peso absoluto dos ovarios foi maior (p<0,05) npg EHA, mas o peso relativo
gonadal foi similar nos grupos controle e EHA (Tlab®). Os pesos absoluto e relativo do
Gtero ndo foram alterados significativamente pedtatnento com o EHA de sisal. Os 6rgaos
de interesse toxicolégico (coracdo, figado e riaglesentaram peso absoluto e relativo

similares (p>0,05) em ambos 0s grupos.

Tabela Il. Peso absoluto (g) e relativo (g%) dos ovarios,ojteoracdo, figado e rins nas

fémeas dos grupos controle e tratado com sisal JEHA

Parametros Grupos Experimentais (n= 5/grupo)
Controle EHA

Ovérios Peso Absoluto (g) 0,11 + 0,01 0,14 £ 0,03*
Peso Relativo (g%) 0,04 + 0,005 0,04 £ 0,01

Utero Peso Absoluto (g) 0,41 £ 0,09 0,43 £ 0,07

Peso Relativo (g%) 0,16 £ 0,04 0,1 +£0,09

Coracao Peso Absoluto (g) 0,84 + 0,06 0,89 + 0,06
Peso Relativo (g%) 0,33+0,04 0,31 +0,03
Figado Peso Absoluto (g) 9,42 + 0,70 10,88 + 2,20
Peso Relativo (g%) 3,74 +£0,38 3,75+0,17

Rins Peso Absoluto (g) 1,88 £ 0,07 1,93 +£0,30
Peso Relativo (g%) 0,75 + 0,08 0,67 £0,10

*p<0,05 em comparacao ao grupo controle. Testededit (valores expressos como media +
desvio padréo).

Andlise histoldgica ovariana

Em ambos os grupos experimentais (Figura 1A, Bpwsios apresentaram regides

cortical e medular distintas, respectivamente taraadas por um tecido fibrocelular
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contendo foliculos em diversos estagios de deseinvehto e degeneracao, e por um tecido
predominantemente frouxo e vascularizado. Corptso$iestavam presentes no estroma
ovariano dos grupos controle e EHA.

A frequéncia de foliculos saudaveis em cada cldss#esenvolvimento (Figura 2) foi
semelhante (p>0,05) em ambos 0s grupos, com predoehké grandes foliculos pré-antrais
(Classe II). Os foliculos da Classe VI (>491 umbaesm presentes somente no grupo
controle.

A quantidade de foliculos atrésicos nos diferepttagios de degeneracéo foi similar
(p>0,05) em ambos os grupos (Figura 3), com prediongie foliculos em estagio avancado
de atresia.

O numero e a area de corpos luteos nos ovariodédasas nao foram afetados

significativamente (p>0,05) pelo tratamento comHAKIe Agave sisalan@Tabela 3).
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Figura 1. Seccdes histologicas dos ovarios de ratas do gropole (A) e grupo EHA (B).
Observar a similaridade do tecido em ambos os grup@o mostrados: unidades foliculares
(F), corpos lateos (CL), medula (M), cértex (C).,Harras= 600 pum.
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Figura 2. Quantificacao folicular ovariana nos diferentef@sis de maturacdo, nos grupos
controle e tratado com sisal (EHA). (n= 5 seccoeatio/ fémea/ grupo).
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Figura 3. Quantificacdo de foliculos nos diferentes estagiesdegeneragdo, nos grupos
controle e tratado com sisal (EHA). (n= 5 seccogéftio/ fémea/ grupo).



38

Tabela 1ll. NGmero e area (mthdos corpos liteos nos ovarios das fémeas de graga

experimental.

Parametros Grupos Experimentais (n= 5/grupo)
Controle EHA
NUmero de corpos lateos 10,00 + 3,87 12,50 £ 4,92
Area dos corpos liteo% 290,10 * 249,66 282,44 + 253,59

Nenhuma diferenca significativa (p>0,05) entre nggs. Mann-Whitney (valores expressos
como mediana + desvio interquartilic6Jeste t-Student (valores expressos como média *
desvio padréo).

Andlise histologica uterina

O tecido uterino demonstrou caracteristicas sigslano endométrio, miométrio e
perimétrio entre 0s grupos experimentais (Figura BA O endométrio caracterizou-se por
revestimento luminal do tipo colunar alto, com aesenca de vacuolos secretores,
acompanhado de algumas areas com aparéncia deedmgfinecrose celular (Figura 4C,
D). O estroma endometrial, constituido de tecidojuttivo predominantemente celular
apresentou leucécitos dispersos por todo tecid@redglas de aspecto tubular, as quais em
seccdes transversais aparecem revestidas poriemifdlico simples, com algumas células
necréticas e com a presencga de secrecao luminslittidda predominantemente por células
do sistema imune (Figura 4C, D).

A camada do miométrio (Figura 4E, F) apresentooaoifuitetura bem definida, com
fiboras musculares lisas dispostas longitudinalmente porcdo externa e dispostas
circularmente na porgéo interna. Entre as fibrasawlares o tecido conjuntivo mostrou-se
vascularizado e com leucadcitos dispersos. O petiongpresentou-se constituido por células
pavimentosas simples e tecido fibroso subjacenta,algumas células do sistema imune.

A analise morfométrica uterina demonstrou que ndiové alteracdes (p>0,05) na

espessura do epitélio luminal, estroma endometnmaiométrio entre 0s grupos experimentais
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(Tabela 4), no entanto, a espessura do perimatrionfior (p<0,05) no grupo EHA em

comparacao ao grupo controle.
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Figura 4. Seccdes histolégicas do utero de ratas do ccontrole (A, C, E) e grupo EHA (t
D, F). Observans caracteristicas semelha em ambos os grupoSao mostrados«cavidade
luminal (L), endométrio(E), miométrio (M), perimétrio (P)estroma endometr (ES),
glandulas (G)yvacuolos secretor (setas pretas; destaque em),GElulas em degenerag
(setas vazadadestaque em (). HE.
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Tabela IV. Espessura (em um) do epitélio luminal e estron@dometrial, miométrio e

perimétrio nos grupos controle e tratado com $EERA).

Parametros Grupos Experimentais (n= 5/grupo)
Controle EHA
Epitélio Luminal @ 34,78 + 7,87 36,48 £7,16
Estroma endometrial 686,03 £ 236,19 707,75 173,92
Miométrio 361,12 + 149,44 373,56 + 82,02
Perimétrio 27,65 + 5,00 30,17 + 5,38*

*p<0,05 na comparacdo com o grupo contr8keste t-Student (valores expressos como
média * desvio padrao). Teste de Mann-Whitney (esl@xpressos como mediana * desvio
interquartilico). (n= 5 seccdes/ ovério/ fémeahgiu

Andlise da fertilidade e dos parametros fetais

As taxas de fertilidade e gestacao foram simil@msambos os grupos (Tabela 5).
Houve um discreto aumento (p<0,05) no peso da damha grupo EHA em comparacdo com
0 grupo controle. No entanto, o tamanho da ninti@daenor (p<0,05) no grupo tratado com
o sisal. O peso das placentas aumentou signifesagnte (p<0,05) no grupo EHA. O peso
corpéreo das matrizes, peso do Utero gravidicotexas de perda pré e pos-implantacdo néo
foram afetados (p>0,05) pelo tratamento com EHA.

O tratamento materno com o EHA Agave sisalanando promoveu anormalidades

morfoldgicas externas fetais.
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Tabela V. Parametros maternos e fetais nos grupos conttodaelas com sisal (EHA).

Parametros Grupos Experimentais (n= 8/grupo)
Controle EHA

Taxa de gestacao (%) 100 100
Taxa de fertilidade (%) 100 100
Peso corpéreo da matriz (g)
DG1° 277,00 £ 17,00 265,50 + 32,50
DG7? 298,50 £ 13,25 288,00 + 36,25
DG14 336,62 + 33,07 317,00 + 22,95
DG19 379,00 £ 34,78 359,75 + 36,38
Peso absoluto do utero gravidico (g) 41,22 + 3,72 37,93 + 4,68
Peso relativo do utero gravidico (g%) 10,97 £ 1,20 10,57 £ 1,22
Peso das placentas (§) 0,45 + 0,07 0,47 +0,11*
Tamanho da ninhadd 12 + 0,50 10 +1,25*
Peso da ninhada 1.50+£0,19 1.58 +0,17*
Perda pré-implantacao (%) 0 0
Perda pos-implantacéo (%) 0-7,27 0-9,31

*p<0,05 na comparacdo com o grupo contrbl@ste de Mann-Whitney (valores expressos
como mediana * desvio interquartilico). Teste ©H8t (valores expressos como meédia +
desvio padréo). DG = dia gestacional.

Discussao

No presente estudo foi avaliado o potencial toxdecAgave sisalaneem fémeas,
através da administracdo do extrato obtido por naeiohidrélise acida, com énfase aos
possiveis efeitos no tecido reprodutivo (ovariositero) e nos produtos gestacionais. A
toxicidade reprodutiva é definida como os efeitbgdos causados por substancias exogenas
de origem natural ou sintética, que atua no sistedutivo alterando processos biologicos
como a ovulacdo e a espermatogénese (¢aral, 2015). Em estudo prévio realizado em
nosso laboratério (Mendes & Camargo, 2010) venfise que 0 mesmo tipo de extrato de

Agave sisalanpromoveu efeitos deletérios no tecido testiculaneve prejuizo na fertilidade
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e na taxa de perda embrionaria pos-implantaca@oEfeéz-se necessaria a investigacdo dos
possiveis efeitos toxicos da planta na reprodugidnina.

Diversos trabalhos cientificos com plantas medisingque possuem saponinas
esteroidais sdo alvos de estudos na area da togiaoteprodutiva, em funcédo das varias
atividades farmacologicas desempenhadas por essgmstos (Gobbo-Neto & Lopes, 2007).
No entanto, ndo ha relatos na literatura sobrenssipeis efeitos colaterais Agave sisalana
na reproducao feminina.

A regularidade no ciclo estral € um importante ¢atvo para a avaliacdo do
equilibrio existente entre o axis hipotalamo-hipéfgbnada. Sendo assim, a avaliacdo do
ciclo estral € uma importante ferramenta metodoBdgiara a investigacdo dos efeitos de
agentes toxicantes na reproducdo. Neste estud@nesas que receberam o EHA de sisal
apresentaram a duracdo do ciclo estral e o niumardase de estro (fase ovulatoria)
semelhantes as do grupo controle. Embora ndo teidbarealizada a dosagem hormonal,
podemos inferir que os niveis dos horménios goméficbs hipofisarios (FSH e LH) e
horménios esteroidais ovarianos (estrogeno e pregesm) ndo foram influenciados pelo
tratamento com o sisal.

O ovério pode ser considerado um conjunto de &ésgds endocrinos, 0 estroma, o
foliculo e o corpo luteo. Os pesos totais destgdds constituem o peso liquido desta gbnada
(Shivalingappaet al, 2002). O tratamento com sisal promoveu disceetmento no peso
absoluto dos ovérios, mesmo sem a constatacdo aiggger efeitos no tecido gonadal, na
quantificacdo de foliculos antrais saudaveis e amero de foliculos atrésicos e corpos
luteos. Estudos prévios em fémeas tratadas Pamax ginsengKuntze et al, 2012) e
Korean ginsendYu et al, 2003), que s&o plantas ricas em saponinas, ® @&siano das
ratas néo foi alterado. Nao foram obtidos na liteeatrabalhos que avaliassem os efeitos de

plantas ricas em saponinas na estrutura histolégiceadal de fémeas. Entdo, o presente
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estudo traz uma contribuicdo na area reprodutiaaneacologica, com evidéncia de auséncia
de efeitos toxicos promovidos pélgave sisalanao tecido ovariano.

Quanto a avaliacdo dos efeitos do EHA de sisal teoofiverificou-se que 0 peso
absoluto e relativo do 6rgdo ndo foi afetado peddamento, assim como a estrutura
histomorfométrica do endométrio e miométrio. Ingsemtemente houve um aumento
significativo na espessura do perimétrio. Esta damaistolégica ndo € geralmente
susceptivel a alteracdes morfolégicas promovidasspbstancias enddgenas sintéticas ou
naturais e ndo sofre alteracbes durante as diesrd¢ases do ciclo estral. O resultado obtido
pode ser atribuido ao aparente aumento na quaetidadibras colagenas inseridas nesta
camada externa do Utero, observada na andlise sodgica. A acdo de saponinas nas
diferentes camadas do tecido uterino devem serameghnvestigadas e os estudos devem ser
ampliados.

Trabalhos prévios que avaliaram os efeitos detggancas em saponinas esteroidais
no tecido uterino de varios animais mostraram aaenundongos tratados co@ortex
albiziae apresentaram espessamento significativo no epitétinal (Yanget al, 2015),
enquanto ratas que receberam extrat@sj@lia africana,apresentaram um desarranjo nas
células do estroma do endométrio e perda da liphelial (Oluyemiet al,, 2015),

A regularidade do ciclo estral nas fémeas tratadas o sisal e a presenca de corpo
lGteo no ovario demonstrou que ocorreu a ovulad8daxas de fertilidade e gestacdo foram
semelhantes em ambos 0s grupos, e o tratamentooc&HA de sisal mostrou que a
capacidade reprodutiva das ratas nado foi comprdmeti

Na avaliacdo dos parametros fetais verificou-seajagtrato, na dose de 100 mg/kg,
administrado no periodo pré-concepcao, reduziuranho da ninhada, e aumentou o0 peso
das placentas e o0 peso da ninhada. Embora o nigedaios tenha sido reduzido, nenhuma

alteracdo significativa foi observada nas perdadriemarias pré e poés-implantagdo. O
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aumento do fluxo sanguineo da unidade uteroplacentfurante o periodo de gestacéo
(Brolio et al, 2010) pode ter contribuido com o aumento no mkEsoplacentas no grupo
EHA, e consequentemente aumento no peso fetal . damagrincipais funcdes da placenta
dos mamiferos € a de assegurar uma nutricio thiahnte todo o periodo gestacional
(Gudmundssoet al, 2009; Riguelme, 2009). Isto envolve a transnoisid nutrientes, gases
e agua para o feto, bem como a excrecao de resiffupsodutos de metabolismo fetal no
sangue materno (Cetin & Alvino, 2009). Broliet al (2010) relataram diferencas
significativas nos pesos dos fetos ao nascer esmame, em porcas que receberam durante
a fase gestacional dieta alimentar céntca schidigerague apresenta alto teor de saponinas.
Segundo os autores, as saponinas presentes¥uoea schidigeradiminuem a amonia
intestinal, reduzindo a demanda de oxigénio dadtegpermitindo maior fluxo de oxigénio
aos fetos até o nascimento.

A alteracdo no peso de estruturas organicas € yoriamte indicativo de toxicidade
promovida por agentes de origem natural ou sitéNeste estudo, o EHA dgyave sisalana
ndo promoveu altera¢cdes no peso dos 6rgaos dessgetoxicoldgico, coracao, figado e rins.
Este resultado pdde ser confirmado por meio danaiséde sintomas (alteracdes no
comportamento, piloerecdo, tremores e morte) eissi(@teracbes no peso) clinicos de

toxicidade nas fémeas, durante o periodo experahent

Conclusbes

Concluiu-se que a administracdo do EHA Algave sisalanado apresentou efeito
gonadotoxico e ndo alterou as caracteristicas mdgrms do tecido uterino. Porém, a
utilizacdo desta planta medicinal pela populacéwirfmma deve ser vista com cautela, haja

vista que o extrato de sisal, administrado no perite pré-concepcao, na dose de 100 mg/kg,
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promoveu fetotoxicidade caracterizada pelo aumeatpeso fetal e redu¢cdo no tamanho da

ninhada.
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