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RESUMO

A utilizacdo de plantas como medicamentos tem acompanhado o homem através do tempo
(SOUSA et al., 2011). A boldina é o principal alcaloide encontrado no Peumus boldus, uma
planta muito utilizada na medicina tradicional, principalmente por suas propriedades digestivas.
Diversos estudos sobre os efeitos benéficos do Peumus boldus e do alcaloide boldina ja foram
realizados, entretanto, poucos sdo 0s que estudam os efeitos adversos causados por seu uso. No
Brasil a legislacdo que regulamenta a realizacdo de testes pré-clinicos de toxicidade para
medicamentos fitoterapicos é a Resolugdo N° 90 de 16 de marco de 2004 da Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria do Ministério da Satde do Brasil (ANVISA, 2004). Este estudo objetivou
avaliar a exposicdo pré e perinatal das progénies (F1) ao alcaloide boldina sobre o
desenvolvimento sexual e comportamental, investigando as potenciais alteragdes no
comportamento sexual de machos e fémeas adultos inexperientes (Segmento I11). O presente
estudo foi realizado por meio de observacdo, por um periodo de 30 minutos, de casais ndo
consanguineos escolhidos aleatoriamente das ninhadas de ratas tratadas durante o periodo
gestacional nas doses do alcaloide boldina de 1 mg/kg, 10 mg/kg e 100 mg/kg. Os parametros
avaliados foram: laténcia para primeira monta, laténcia para primeira intromissdo, nimero de
montas incompletas, nimeros de intromissdes, laténcia para ejaculacdo, laténcia para primeira
monta pos-ejaculacdo, laténcia para primeira intromissdo pés-ejaculacdo, nimero de montas
incompletas pos-ejaculacdo, numero total de intromissdes pos-ejaculacdo e numero total de
ejaculacOes. Nao foram constatadas alteracdes relevantes nos diversos parametros investigados,
ndo havendo entre os resultados indicacGes de que o alcaloide boldina possa causar efeitos
toxicos sobre o comportamento sexual de ninhadas quando administrado em doses repetidas

durante a gestacéo.

Palavras-chave: Medicamentos fitoterapicos. Peumus boldus. Boldina. Toxicidade reprodutiva.

Comportamento sexual.



ABSTRACT

The use of plants as medicines has accompanied man through time (SOUSA et al., 2011). The
boldine is the main alkaloid found in Peumus boldus, a plant widely used in traditional medicine,
mainly for its digestive properties. Several studies on the beneficial effects of Peumus boldus and
the boldine alkaloid have already been carried out, however, few are those that study the adverse
effects caused by its use. In Brazil, the legislation that regulates the pre-clinical tests of toxicity
for phytotherapeutic drugs is Resolution No. 90 of March 16, 2004 of the Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria do Ministério da Saude do Brasil (ANVISA, 2004). This study aimed to
evaluate the pre and perinatal exposure of the progenies (F1) to the boldine alkaloid on sexual
and behavioral development, investigating the potential changes in the sexual behavior of
inexperienced adult males and females (Segment 1l1). The presente study was carried out by
observing, for a period of 30 minutes, non-consanguineous couples randomly selected from the
litters of rats treated during the gestational period at doses of 1 mg/kg, 10 mg/kg and 100 mg/kg
of boldine. The parameters evaluated were: latency for first mount, latency for first intromission,
number of incomplete mounts, numbers of intromissions, latency for ejaculation, latency for first
post-ejaculation mount, latency for first post-ejaculation intromission, number of incomplete
mounts post-ejaculation, total number of post-ejaculation intomissions, and total number of
ejaculations. No relevant changes were found in the different investigated parameters. There
were no indications that the boldine alkaloid could cause toxic effects on the sexual behavior of
litters when administered in repeated doses during pregnancy.

Key words: Phytotherapeutic drugs. Peumus boldus. Boldine. Reproductive toxicity. Sexual

behavior.
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1 INTRODUCAO

A utilizacdo de plantas como medicamentos tem acompanhado o homem através do
tempo (SOUSA et al., 2011). Seu uso é reconhecido pela Organizacdo Mundial da Saide como
sendo uma alternativa viavel e importante as populacdes dos paises em desenvolvimento (WHO,
2005). O uso de plantas medicinais no tratamento ou na prevencao de enfermidades em animais
tem sido repassado de geracdo para geracgdo, e, ainda hoje, é bastante empregada no cotidiano
por proprietarios principalmente da zona rural (LIMA et al., 2012). Segundo dados pesquisados
por Giordani et al., (2016), o boldo (Peumus boldus) € a segunda planta medicinal mais citada e
utilizada para fins terapéuticos no municipio de Pelotas, Rio Grande do Sul, sendo
disponibilizada em forma de chd a uma porcentagem consideravel (25,2%) de animais
domésticos e de producdo. O volume administrado €, na maioria das vezes, a mesma quantidade
ingerida pelos proprios proprietarios, ou seja, uma xicara/dose, e grande parte da populacao
desconhece os potenciais efeitos toxicos relacionados a utilizacdo inadequada e superdosagem
das plantas, e que ha a possibilidade de interacdo medicamentosa destas com farmacos alopéaticos
(GIORDANI et al., 2016).

Um grande problema surge da utilizacéo desses fitoterapicos, a crenga de que 0s mesmos
ndo possuam efeitos adversos e toxicos. Muito disso se deve ao demasiado apelo comercial
decorrente do intenso movimento cultural dos naturalistas que aqueceu, em todo 0 mundo, o
consumo de plantas medicinais (VEIGA JUNIOR; PINTO; MACIEL, 2005). Segundo Veiga
Junior et al. (2005), a comercializacdo destas plantas é apoiada em propagandas que prometem
“beneficios seguros, ja que se trata de fonte natural”. Contudo, as supostas propriedades
farmacoldgicas anunciadas muitas vezes nao possuem validade cientifica, devido a falta de
investigagdo ou comprovacgdo atraves de testes cientificos pre-clinicos ou clinicos (VEIGA
JUNIOR; PINTO; MACIEL, 2005). Em estudo realizado por Almeida et al., (2006) uma
significativa parcela (23,0%) de Médicos Veterinarios entrevistados acreditam que a Fitoterapia
ndo possui desvantagens, entretanto, os poucos estudos nesta area dificultam o seu uso,
demonstrando que se faz necessario o constante aperfeicoamento referente a avaliagdes e estudos

a respeito de plantas com potencial medicinal.

No Brasil ha uma regulamentacdo exigindo que tais produtos apresentem eficacia e
seguranca comprovadas (BRASIL, 1996; BRASIL, 2004). As legislacdes brasileira e
internacional exigem uma rigorosa avaliacdo das caracteristicas dos fitoterapicos e farmacos em

geral, para que 0s mesmos possam ser produzidos ou disponibilizados para consumo. Diferentes
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exigéncias ocorrem nos diversos paises ou blocos econémicos, mas em geral, os principais
protocolos a serem seguidos sdo os emitidos pela Europa através da Organization for Economic
Cooperation and Development (OECD), pelos Estados Unidos da Ameérica através do Food and
Drug Administration (FDA) (SILVA et al., 2003). A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) é o 6rgéo, no Brasil, responsével por regular o registro de medicamentos fitoterapicos
de uso humano, e prevé a realizagdo de estudos de toxicidade pré-clinica. O guia emitido por esse
orgédo tem por finalidade indicar métodos padronizados para estudos de toxicologia pré-clinica
para fitoterapicos incluindo toxicidade aguda, toxicidade de doses repetidas (longa duracéo), e
avaliacdo toxicoldgica de medicamentos fitoterapicos de uso tépico. Quando o medicamento for
indicado para administracdo de longa duracdo, é previsto 0 uso de ensaios de toxicidade
reprodutiva. O Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), é o 6rgao
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).

Os estudos mais utilizados para avaliacOes de toxicidade reprodutiva sdo divididos em
trés segmentos, adaptando-se as normas da ANVISA com as normas internacionais guiadas pela
Environmental Protection Agency (EPA) e recomendada pela OECD e pela FDA, sédo eles:
Segmento I “Toxicidade cronica e reprodutiva”, onde sdo avaliados os efeitos sobre a fertilidade
de machos e fémeas antes ¢ durante o acasalamento; Segmento II “Toxicidade pré-natal, que
caracteriza-se pelo estudo de teratogenicidade, com exposicdo da progénie durante a fase de
organogeénese; e Segmento I1I “Toxicidade peri e pds-natal”, através da avaliagao de efeitos sobre
0 desenvolvimento pré e pds-natal de progénies expostas durante as fases de desenvolvimento
fetal e lactacdo (OECD, 1998; LEMONICA et al., 2001).

O Peumus boldus Molina - Monimiaceae, também conhecido como boldo-verdadeiro, é
natural do Chile (MENGUE et al., 2001), seu principal alcaloide é a boldina, (S)-2,9-Dihidroxi-
1,10-dimetoxi-apomorfina (Figura 1), que apresenta diversificadas atividades farmacoldgicas,
como atividade citoprotetora, antitumoral, anti-inflamatdria, antipirética, antiplaquetéaria, entre
outras (O'BRIEN et al., 2006).



10

Figura 1. Estrutura quimica do alcaloide Boldina

Fonte: SIGMA-ALDRICH, 2017

E popularmente empregado devido suas propriedades digestivas (JIMENEZ; SPEISKY,
2000). As atividades farmacoldgicas principalmente atribuidas a este composto séo: atividade
estimulante de secregdes gastricas, facilitando a digestdo (BRUN, 1936; PLANCHON et al.,
1946; COIMBRA; SILVA, 1958; PARIS; MOYSE, 1967; HOFFMAN, 1981; BISSET,
WICHTL, 1994; GUPTA, 1995; AMERICAN BOTANICAL COUNCIL, 1995; DUKE, 2000);
acdo como antidispéptico (AMERICAN BOTANICAL COUNCIL, 1995; PDR, 2000;
BRUNETON, 2001); atividade antiespasmodica (PDR, 2000); uso no tratamento de célculos
biliares, cistite e colelitiase acompanhada de dor (BRUN, 1936; PARIS; MOYSE, 1967,
NEWALL et al., 2002) , atividade diurética (HERAIL, 1927; PARIS; MOYSE, 1967; BISSET;
WICHTL, 1994; NEWALL et al., 2002). As indicacdes terapéuticas devem estar relacionadas
ao tratamento sintomatico de distirbios digestivos leves e como adjuvante na constipacdo
(ESCOP, 1997).

A boldina é o alcaloide predominante encontrado nas folhas e cascas do boldo (Peumus
boldus) (SPEISKY, CASSELS, 1994; O'BRIEN et al., 2006), nas folhas sua concentracédo é em
torno de 0,14% (QUEZADA et al., 2004; GOTTELAND et al., 2004), ja nas cascas € de até 6%
(URZUA; ACUNA, 1983; QUEZADA et al., 2004).

Diversos estudos sobre os efeitos benéficos do Peumus boldus e do alcaloide boldina ja
foram realizados, entretanto, poucos sdo os que estudam os efeitos adversos causados por seu
uso. Almeida et al. (2000), observam alteragcdes anatdmicas e nos blastocistos e alguma atividade
abortiva quando administrado extratos de boldo (Peumus boldus) e boldina durante a gestacéo.
Contudo, a dose utilizada de boldina neste estudo, de 500mg/kg e 800mg/kg, é alta se levada em
conta a concentracgdo do alcaloide encontrada em folhas de Peumus boldus (0,14%) (QUEZADA
etal., 2004; GOTTELAND et al., 2004), e também € grande se comparada a doses administradas

em estudos que mostram os efeitos benéficos da planta. O estudo em questdo ndo avaliou
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possiveis efeitos no desenvolvimento da prole. Verificou-se, ainda, que o boldo (Peumus boldus)
quando administrado em animais durante o periodo de pré-implantacdo gera um significativo
aumento da perda embrionaria, um provavel motivo pode ser o efeito relaxante sobre a
mobilidade tubaria (ALMEIDA; LEMONICA, 2000).

O alcaloide boldina parece demonstrar atracdo por receptores dopaminérgicos
(ASENCIO et al., 1999), e quando administrado parenteralmente, a boldina exerce algumas
acOes centrais inibitorias que, provavelmente, sdo mediadas por meio do blogueio de receptores
de dopamina D2 (ZETLER, 1988). WALSTAB et al. (2014) demonstra que o alcaloide boldina
inibe de forma competitiva os receptores 5-HT3 humano. O mesmo parece bloquear, também, a
atividade a-adrenérgica direta em vas deferens de rato (DE LA HERAS et al., 1990), e em estudo
realizado por Ivorra et al. (1993), foi demonstrado que este alcaloide se comporta como um
bloqueador o-adrenérgico cardiovascular. Relatos afirmam que a boldina compartilha a
propriedade do alcaloide ioimbina para interagir com o2-adrenoreceptores (FABEIRO et al.,
2000 apud ELTZE et al., 2002).

O comportamento sexual é frequentemente considerado como parte de um conjunto de
padrGes comportamentais que tem como proposito ou finalidade a manutencdo das espécies; o
adequado desempenho sexual é fundamental para a producdo animal, isto posto, disfun¢des no
comportamento sexual podem afetar negativamente o potencial reprodutivo de animais
domésticos (AGMO, 1997). Este pode ser considerado como um fendmeno que depende de
fatores intrinsecos e extrinsecos; o circuito neural subjacente a este comportamento vem sendo
estudado e investigado a anos, especialmente em ratos (OLIVIER et al., 2007).

O comportamento proporciona o vinculo entre a fisiologia interna de um animal e o
ambiente externo; comportamentos especificos, definiveis e previsiveis sdo produzidos por
variacOes especificas na funcéo fisiologica (WEBER, 1997). Mudancas na natureza ambiental
ou de respostas bioldgicas internas tem o potencial de induzir alteragcbes comportamentais,
alteracdes estas que podem modificar sutilmente a capacidade de sobrevivéncia de uma
determinada populacdo (WEBER, 1997).

Ao analisarmos 0 comportamento sexual de machos, sdo observados a motivagéo e o
desempenho sexual, mas apesar da distincdo, 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 motivagdo sexual ou libido; e o
desempenho sexual ou poténcia € a eficiéncia de erecéo e orientacdes penianas (RODRIGUES-
ALVES, 2007).
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O comportamento copulatério de ratos caracteriza-se por uma série de montas, com ou
sem insercdo vaginal, aproximadamente uma vez a cada 30 a 120 segundos, que eventualmente
culminam na ejaculacdo (BITRAN; HULL, 1987). Durante a monta 0 macho se aproxima da
retaguarda da fémea e agarra seus flancos com as patas dianteiras e inicia uma série de esforcos
superficiais com sua pélvis, neste momento, o pénis do macho é parcialmente ereto e ele possui
uma ou ambas as patas traseiras no chdo (HULL et al., 2006). A fémea responde a cada monta
com um movimento denominado “comportamento de lordose”, que corresponde a dorsoflexao
da coluna vertebral e desvio da cauda para o lado, permitindo o acesso a vagina pelo macho
(BITRAN; HULL, 1987). A laténcia para primeira monta (LPM) é uma medida de motivacdo
sexual (PFAUS, 1990) e, em geral, deve ser menor que um minuto (AGMO, 1997). O nlimero
de montas é bastante variavel e, provavelmente, reflete a motivacao sexual, porém, pode ser
confundido com outros fatores (AGMO, 1997).

A intromissdo é considerada um evento determinante da copulacdo, onde o macho, ao
detectar a vagina da fémea, executa um impulso intravaginal mais profundo, seguido de um
rapido salto para desmontar da fémea; ap0s cada intromissdo, geralmente, o macho realiza
movimentos de “grooming” com a finalidade de limpar seu 6rgdo genital (HULL et al., 2006).
Intromiss@es requerem ere¢des penianas e atividades coordenadas de musculos estriados do pénis
e, portanto, ndo podem ser consideradas inteiramente determinadas pela motivagdo sexual
(AGMO, 1997). A laténcia para primeira intromissdo (LP1) usualmente é a mesma que a LPM,
mas também pode ser mais longa (AGMO, 1997). O nimero de intromissdes demonstra a
facilidade com que os reflexos ejaculatorios séo ativados (AGMO, 1997).

A ejaculacdo caracteriza-se comportamentalmente por um impulso mais profundo e
longo, seguido de uma desmonta lenta e relaxada, sendo que, grande parte dos mamiferos machos
ejacula somente apds receber estimulacdo de mdaltiplas intromissdes (HULL et al., 2006). Em
seguida a ejaculacdo, 0 macho geralmente se limpa e entra em um periodo de suspensdo sexual,
onde o intervalor pds-ejaculatorio em ratos dura em torno de 5 a 10 minutos (HULL et al., 2006).

Durante anos, 0 estudo do comportamento sexual centrou-se predominantemente nos
mecanismos hormonais e nos locais neuroanatbmicos importantes para seu controle, entretanto,
¢ sabido que uma das vias pelas quais 0s hormonios esteroides podem influenciar o
comportamento é aumentando ou diminuindo a sintese, liberagdo e/ou eficacia de determinados
neurotransmissores em locais neurais especificos (BITRAN; HULL, 1987).

Entre os neurotransmissores importantes que influenciam no comportamento, encontra-
se a dopamina (DA). A DA néo desencadeia o comportamento sexual diretamente, mas facilita
0 acesso de estimulos as vias de producdo hormonal (HULL et al., 1997). A motivagdo sexual e
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as respostas genitais e somatomotoras em ratos machos séo controladas por trés grandes sistemas
integradores (HULL, 1995), a Figura 3 mostra os efeitos da dopamina nestes trés sistemas neurais
integradores. A entrada sensorial de uma fémea receptiva e/ou o ato da copulacdo € um fator

chave, pois provoca a liberacdo de dopamina em cada um desses sistemas (MAS, 1995).

Figura 2. Efeitos da dopamina em trés sistemas neurais
integradores. Estimulos de uma fémea em estro e/ou o ato de
copular provocam a liberagdo de dopamina em cada sistema. A
dopamina no trato nigroestriatal promove a iniciacdo de padrdes
somatomotores da copula. Dopamina no sistema mesolimbico
aumenta o comportamento geral de apetite. Dopamina na area pré-
Optica medial (MPOA) facilita os reflexos genitais, melhorando
especificamente a motivacdo sexual, e promovendo padrdes de
copula somatomotores.

ENTRADA SENSORIAL

v v v

s ~

MPOA ] [MESOLI’MBICO] [NIGROESTRIATAL

v l v \ A 4

RESPOSTAS COMPORTAMENTO PADROES
GENITAIS APETITIVO SOMATOMOTORES

\_ J

Fonte: Adaptado de HULL et al., 1997.

Estudos revelaram que mudancas de niveis de dopamina no MPOA podem regular as
influéncias autondmicas sobre os reflexos genitais e também podem focar a motivacdo masculina
em atividades especificamente sexuais aumentando, dessa forma, a taxa e a eficiéncia da copula
(HULL et al., 1997).

A erecdo do pénis é um reflexo espinhal sob controle inibitério do sistema nervoso central
(supraespinhal); estimulos visuais, tateis, olfatorios e imaginativos das areas corticais superiores
do cérebro estdo integrados na MPOA do hipotdlamo e sdo mediados por neurdnios
dopaminérgicos e oxitocinérgicos (BRIONI; MORELAND, 2006). Esses neurbnios enviam
impulsos que resultam na liberacdo de oxido nitrico (NO) a partir de neurdnios nitrérgicos no
corpo cavernoso do pénis induzindo vasodilatacdo (devido a ativacéo de guanilato ciclase solavel
em mausculo liso pelo NO), resultando na expanséo do corpo cavernoso apos preenchimento e

veno-oclusdo e conseguinte ocorréncia da erecdo (BRIONI; MORELAND, 2006).
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Hull et al. (1984), utilizando ratos Long-Evans, estudou os efeitos da administracdo
perinatal de drogas antagonistas e agonistas de dopamina no comportamento sexual da prole.
Foram demonstrados déficits no comportamento sexual dos descendentes resultantes de
tratamento materno a longo prazo com drogas que afetam preferencialmente a atividade da
dopamina, demonstrando que, aparentemente, qualquer influéncia exdgena sobre a atividade da
dopamina durante periodos sensiveis de desenvolvimento pode comprometer o desenvolvimento

masculino.

Outro neurotransmissor de grande importancia é a serotonina, cujo os receptores 5-HT
influenciam na expressdo do comportamento sexual. Segundo Pfaus et al. (1995), agonistas de
receptores 5-HT tem um efeito facilitador sobre 0 comportamento de copula¢do. Maswood et al.
(1997) realizou um estudo com ratas ovariectomizadas preparadas hormonalmente com benzoato
de estradiol e progesterona, cujo o tratamento constou em infusdes no nucleo ventromedial do
hipotdlamo (VMN) com um antagonista do receptor 5-HT3 (tropisetron). Onde foi observado um
declinio dose-dependente na relacdo lordose para monta (nimero de respostas de lordose pela
fémea dividido pelo nimero de montas pelo macho) e na qualidade do reflexo de lordose com
dose de 500 ng de tropisetron, que foi a mudanca mais consistente no comportamento de lordose.
Em resumo, foi constatado que o antagonista do receptor 5-HT3, tropisetron, inibiu o

comportamento sexual feminino.

As catecolaminas tém sua parcela de participacdo no desenvolvimento sexual, seus
receptores a2 adrenérgicos regulam muitas fungdes no comportamento copulatdrio de machos.
A Toimbina, um antagonista de receptores o2 adrenérgicos, aumenta a intensidade do
comportamento de cépula do rato macho (PETERS et al., 1988). Existe uma quantidade
substancial de dados que sugerem que o bloqueio do receptor a2 adrenérgico estimula o

comportamento sexual do rato macho (VIITAMAA; HAAPALINNA; AGMO, 2006).

Benelli et al. (1993) investigou o papel de receptores a2 adrenérgicos centrais no
comportamento sexual de ratos machos, administrando via intraperitoneal (i.p.) um agonista
seletivo (Guanabenz) e um antagonista seletivo (Efaroxan) tanto para ratos machos Wistar
sexualmente experientes quanto para machos inexperientes. Observou-se que em animais com
experiéncia sexual, o guanabenz, na dose de 1 mg/kg i.p., aumentou as laténcias de monta e
intromisséo, o intervalo entre copulas e o intervalo pos-ejaculacéo, ja as frequéncias de monta e
intromissdo e a eficacia copulatdria foram reduzidas. Quando administrado efaroxan, na dose de
10 mg/kg i.p., houve uma reducéo nas laténcias de monta e intromissdo. Em animais sexualmente

inexperientes, o guanabenz reduziu ligeiramente a porcentagem de animais que alcancaram a
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ejaculacdo e aumentou o intervalo pds-ejaculatério. J& o efaroxan, na dose de 10 mg/kg i.p.,
aumentou a porcentagem de animais que alcangaram a ejaculacdo e reduziu a laténcia para
ejaculacdo. Com estes resultados € possivel indicar que o comportamento sexual masculino é

positivamente modulado por sistemas cerebrais noradrenérgicos.

Os estudos pré-clinicos em modelos animais, tem por objetivo apontar substancias que
demonstrem capacidade de alterar aspectos fisioldgicos como reproducdo, fertilidade e
comportamento da prole. A exposicao de ratas Wistar prenhas ao alcaloide boldina e a avaliacéo
dos filhotes, no presente estudo, visam investigar potenciais alteragdes na reproducdo e
comportamento sexual da prole F1, de forma a determinar os aspectos toxicologicos deste

alcaloide.

E de extrema importancia que se realize ensaios de avaliagio toxicoldgica para atestar
que os compostos quimicos presentes no boldo (Peumus boldus) ndo exercem atividades toxicas

que inviabilizem seu uso para fins terapéuticos.
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2 OBJETIVO

Avaliar a exposicdo pré e perinatal das progénies (F1) ao alcaloide boldina sobre o
desenvolvimento sexual e comportamental, investigando as potenciais alteracdes no

comportamento sexual de machos e fémeas adultos inexperientes (Segmento I11).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Boldina

A boldina foi obtida da Sigma-Aldrich (lote BCBN6341V) em forma de pé em frascos
de vidro contendo 1,59 do composto. Foi analisada pela mesma empresa por Cromatografia

Liquida de Alta Eficiéncia, obtendo um grau de pureza de 100.0%

3.2 Protocolo experimental

3.2.1 Animais

Foram utilizados 320 ratos albinos Wistar (80 machos e 240 fémeas) com idade inicial de
90 dias e padrdo sanitario convencional, provenientes do Centro de Reproducdo e
Experimentacdo de Animais de Laboratério da UFRGS (CREAL). E preconizada a utilizagio
destes animais por serem ddceis e possuirem excelente desempenho reprodutivo. A maturidade
sexual dos machos é alcancada logo apos 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 260 dias de idade (EBISUI et al., 2009 apud SANTOS, 2017).

Durante o periodo experimental, os animais foram mantidos no Biotério Setorial do
Departamento de Farmacologia do Instituto de Ciéncias Bésicas da Saude (ICBS) em condicGes
controladas e constantes de umidade relativa do ar (50% UR, + 20%), temperatura (22°C, + 3°C)
e ciclo de luz 12h claro/12h escuro. Foram alimentados com racdo comercial Nuvilab CR 1
(Nuvital, Colombo/PR) e &gua ad libitum.

O alojamento e manejo dos animais seguiram a Lei N° 11.794, de 8 de outubro de 2008 e
0 Decreto N° 6.899, de 15 de julho de 2009, e os principios éticos na experimentacdo animal do
Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA, 1996). Foram observadas também as
orientacdes da Resolugdo N° 1.000, de 11 de maio de 2012, do Conselho Federal de Medicina
Veterinaria (CFVM, 2012) e resolu¢des normativas do CONCEA.

Todos os procedimentos utilizando animais foram previamente aprovados pela Comisséo
de Etica no Uso de Animais/lUFRGS, Porto Alegre, RS, nimero 29477 (mestrado de Lais
Hartmann Jardim, junto ao PPGFT-UFRGS).
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3.2.2 Delineamento experimental

Utilizou-se trés doses espacadas geometricamente, conforme recomendado por ANVISA,
OECD, FDA, sendo a menor dose 0,019%, a dose que contém a quantidade de boldina presente
em 40g de folhas de Peumus boldus, quantidade aconselhada para tratamento de néuseas
(SPETHMANN, 2003). Todos os animais foram tratados diariamente, por via oral, através de
sonda géstrica flexivel em volume correspondente a 10 mi/kg, sendo idéntico em todos 0s grupos.
A diferenca ocorreu na concentracédo de boldina na solucéo administrada que foi de 0,01%, 0,1%

e 1%. Dessa forma, dividiram-se 0s grupos da seguinte maneira:

GRUPO I. Controle negativo - tratado com salina 0,9% (NaCl 0,9%) — CN
GRUPO II. Dose 1 - tratado com boldina, na concentracdo de 0,019% — 1BD
GRUPO I11. Dose 2 - tratado com boldina, na concentragéo de 0,19% — 10BD
GRUPO V. Dose 3 - tratado com boldina, na concentragéo de 1,09% — 100BD

Apbs o periodo de adaptacéo de 7 dias, os animais foram divididos nos 4 grupos descritos,
cada um composto por 60 fémeas e 20 machos. Os machos ndo foram tratados. As fémeas foram
tratadas a partir do 1° dia de gestacédo até o dia do nascimento da progénie.

Apbs a puberdade e maturidade sexual da progénie, observada através da avaliacdo de
parametros como descida de testiculos, separacdo prepucial e abertura do canal vaginal, 0s
animais com idade a partir dos 100 dias e ndo consanguineos constituiram aleatoriamente casais,

cujo comportamento sexual foi avaliado.

3.2.3 Comportamento sexual

O grupo controle foi composto por onze, o0 1BD por catorze, 0 10BD por nove e 0 100BD
por dez casais ndo consanguineos escolhidos aleatoriamente. Para avaliacdo do comportamento
sexual as fémeas foram examinadas diariamente, durante o ciclo escuro, quanto a fase do ciclo
estral mediante analise de citologia vaginal, a fim de selecionarem-se as fémeas no periodo de
estro para o acasalamento.

Para a avaliagdo do comportamento sexual, cada macho foi retirado de sua gaiola moradia
e colocado individualmente na caixa de observacéo acrilica (50 cm3), por um periodo de 30
minutos para adaptacdo. A iluminacéo foi realizada por meio da utilizacdo de lampada vermelha

de 15 W. Logo apo6s, a fémea foi introduzida dando inicio a observacdo do comportamento
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sexual, por 30 minutos. O teste realizado foi registrado usando camera de video digital e
analisado através do software Behavsoft® (patente pendente). Este programa proporciona uma
analise precisa do comportamento em tempos selecionados pelo usuério, através de uma interface
Unica usando comandos de atalho do teclado (COSTA et al., 2015).

A figura 1 mostra as caracteristicas de comportamento sexual masculinas (A, B, C, D e
E) e femininas (F) analisadas durante o acasalamento. Os seguintes parametros foram avaliados:

- Laténcia para primeira monta (LPM): tempo transcorrido desde a introducao da fémea
na caixa de observacao até a primeira monta com ou sem intromissao vaginal.

- Laténcia para primeira intromisséo (PLI): tempo transcorrido desde a introdugdo da
fémea na caixa de observacdo até a primeira monta com intromissao vaginal.

- NUmero de montas incompletas (MI): montas sem intromissdo do pénis na vagina da
fémea, até a primeira ejaculacéo.

- Ndmeros de intromissdes (NI): montas com intromissdo vaginal até a primeira
ejaculacdo, incluindo a intromissao ejaculatoria.

- Laténcia para ejaculacdo (LPE): intervalo entre a primeira intromissdo e a primeira
ejaculacdo (considera-se ejaculacdo a monta com duracdo superior a dois segundos, lordose da
fémea presente, levantar e balougar do tronco pelo macho, seguida de auséncia de interesse sexual
nos minutos seguintes).

- Laténcia para primeira monta pés-ejaculacdo (LPMP): tempo transcorrido desde a
primeira ejaculacdo até a primeira monta.

- Laténcia para primeira intromissdo pés-ejaculacdo (LPIP): tempo transcorrido desde a
primeira ejaculacdo até a primeira intromissao.

- Numero de montas incompletas pos-ejaculacdo (MIP): idéntico a MI desde a primeira
ejaculacdo até o final do tempo de observacéao.

- NUmero total de intromissfes pos-ejaculacdo (NIP): idéntico a NI desde a primeira
ejaculacdo até o final do tempo de observacdo, incluindo intromissées ejaculatdrias.

- NUmero total de ejaculacBes (NE): numero de ejaculacGes realizadas pelo animal no

tempo total de observacéo.
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Figura 3. Caracteristicas de comportamento sexual de machos e fémeas
adultos observados durante a anélise do acasalamento.

C. Limpeza pos-intromissio D. Ejaculagio

E. Descango pos-ejaculatorio

Fonte: DALLEGRAVE, 2003

Posteriormente, foi realizada andlise por citologia vaginal, quanto a presenca de
espermatozoides, e/ou observacdo da presenca de tampdo vaginal, sendo as fémeas copuladas
consideradas gestantes e realocadas para caixas individuais. Foi oportunizada uma nova tentativa

aos casais onde a fémea ndo manifestou evidéncias de copula.

3.2.4 Andlise estatistica

Foi empregado o software GraphPad Prism v 7.03 (GraphPad, 2017) para a realizac¢éo da
andlise estatistica. As variaveis em questdo passaram pelas seguintes analises:
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- Teste de Shapiro-Wilk para avaliagéo de normalidade;

- Teste qui-quadrado para variaveis quantitativas;

- Analise de variancia de uma via (ANOVA) para amostras paramétricas seguida do teste
de multiplas comparac6es de Turkey-Kramer para avaliar possiveis diferencas entre os grupos;

- Teste Kruskal-Wallis seguido de teste de maltiplas comparagdes de Dunn para amostras
ndo parametricas.

O nivel de significancia admitido para rejeitar a hipotese de nulidade foi de uma

probabilidade de 5% (p<0,05) em todas as analises empregadas.
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4 RESULTADOS E 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, sobretudo quando o
objetivo do uso se estabelece para o tratamento de perturbagdes digestivas (VEIGA JUNIOR;
PINTO; MACIEL, 2005). Nessa linha, preparacdes fitoterapicas contendo um variavel nimero
de plantas vem sendo empregadas decorrente de preconizados efeitos sobre a cinética e secrecdo
digestivas (MELLO; MELLO; LANGELOH, 2008). Ao se reconhecer os beneficios da utilizacéo
de fitoterapicos ndo devemos deixar de lado os cuidados com as possiveis reacfes adversas e a
toxicidade das preparacdes (MELLO; MELLO; LANGELOH, 2009).

A exposicdo maternal a xenobioticos durante o periodo gestacional pode causar
neurotoxicidade no desenvolvimento e/ou anormalidades comportamentais nos descendentes
(CASTRO; PALERMO-NETO, 1988; CASTRO et al., 1992). De acordo com 0S mesmos
autores, alteracdes no sistema nervoso causadas por exposicdo maternal sdo passiveis de ocorrer
até mesmo na vida adulta, e as avaliagbes comportamentais sdo capazes de demonstrar tais

modificages.

Os estudos de toxicidade pré-clinica necessitam indicar o grau de confianca a se depositar
em determinado medicamento com vistas a administracdo em seres humanos (MELLO,;
LANGELOH; MELLO, 2007) e animais. Tais estudos devem ser realizados com base em
protocolos aceitos internacionalmente. No Brasil a legislacdo que regulamenta a realizacdo de
testes pré-clinicos de toxicidade para medicamentos fitoterapicos é a Resolugdo N° 90 de 16 de
marco de 2004 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria do Ministério da Saude do Brasil
(ANVISA, 2004). E estipulado que testes de avaliacio de risco sejam realizados em duas espécies
de mamiferos, uma roedora e uma ndo roedora, machos e fémeas de linhagem isogénica, em
namero suficiente para que haja garantia das andlises estatisticas dos resultados, sem excessos
que violem os “Principios Eticos da Experimentagio Animal” (COBEA, 1996). Também estipula
a via de administracéo a ser utilizada, doses e duracdo do tratamento, tendo como base os

recomendados para uso do fitoterapico em humanos.

Foi realizada a observacdo de parametros de laténcia para 12 monta (LPM), laténcia para
12 intromissdo (LPI), laténcia para ejaculacdo (LPE), laténcia para 1* monta pos-ejaculacdo

(LPMP) e laténcia para 12 intromissdo poés-ejaculagdo (LPIP). Ainda foram avaliadas a
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porcentagem de animais que ejacularam, o numero de montas incompletas e intromissdes até a
primeira ejaculagdo, de montas incompletas e intromissdes pds-ejaculacdo, e 0 numero total de
ejaculacBes. Além da porcentagem de fémeas que apresentaram comportamento de aceitacao do

macho (lordose).

O presente estudo ¢é parte de um experimento maior que objetivou avaliar os efeitos do
alcaloide boldina sobre fémeas tratadas durante o periodo gestacional e suas variaveis
comportamentais e toxicologicas (Segmento 1), e seus efeitos sobre o desenvolvimento da

progénie exposta durante as fases de desenvolvimento fetal (Segmento IlI).

A Tabela 1 mostra os resultados referentes as laténcias obtidas de proles tratadas com o

alcaloide boldina via utero durante o periodo de desenvolvimento fetal.

Tabela 1. Parametros de laténcia de machos inexperientes expostos via Utero a solucéo salina 0,9% (CN),
0,01% de Boldina (1BD), 0,1% de Boldina (10BD) e 1% de Boldina (100BD). Os dados estdo expressos

em média £ EPM. N = nimero de animais.

Grupos

Comportamento sexual CN 1BD 10BD 100BD

(N=11) (N=14) (N=9) (N=10)
Laténcia para 12 monta (5) 63,73+£15,04 64,14+9,889 80,22+11,15 69,5+22,88
Laténcia para 12 intromiss&o (s) 65,1+16,47 69,77+10,66 101,0+31,45 79,7422,76
Laténcia para ejaculacéo (s) 1019+163,2 1025+98,97 920,6+136,3 829+56,07
Laténcia para 1% monta p6s- 201,4+12,7 238,1+21,48 227,014,313 212,7+¢21,7
ejaculacdo (s)
Laténcia para 1% intromissdo pos- 202,4+13,23 241,9+20,84 227,814,757 213,2+21,75

ejaculacdo (s)

Fonte: O préprio autor.
p > 0,05, Kruskal-Wallis.

Na Tabela 2 estdo relacionados os parametros totais dos numeros de montas incompletas
e intromissdes pré e pos-ejaculacdo e nimero de ejaculacBes de proles tratadas com o alcaloide

boldina via Utero durante o periodo de desenvolvimento fetal.
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Tabela 2. Pardmetros totais de niUmero de montas incompletas e intromissdes pré e pos-ejaculacdo, e
numero de ejaculacbes de machos inexperientes expostos via Utero a solugdo salina 0,9% (CN), 0,01% de
Boldina (1BD), 0,1% de Boldina (10BD) e 1% de Boldina (100BD). Os dados estdo expressos em media

+ EPM. N = nUmero de animais.

Grupos

Comportamento sexual CN 1BD 10BD 100BD

(N=11) (N=14) (N=9) (N=10)
Animais que ejacularam (%) 54,54 57,14 77,77 60,00
N° de montas incompletas* 26,45+3,711 18,79+3,589 19,78+2,425 22+3,515
N° de intromissfes* 33,09+6,906 42,14+7,025 30,33+7,869 36,2+4,962
N° de montas incompletas pds- 5,545+2 567 6+2,216 6,778+2,259 5,542,062
ejaculagéo
N° de intromissdes pds-ejaculacao 6,818+2,796 7,857+2,707 11,11+£3,413 11,443,42
N° total de ejaculagdes 1,091+0,3682 1,00+0,2774 1,556+0,412 1,00+0,3333

Fonte: O préprio autor.
p > 0,05, ANOVA* para amostras paramétricas e Kruskal-Wallis para amostras ndo paramétricas.

Ha registro de efeitos adversos demonstrados pelo alcaloide boldina. Alteracbes
anatdmicas e nos blastocistos e certa atividade abortiva quando administrado extratos de boldo
(Peumus boldus) e boldina durante a gestacdo, foram observados por Almeida et al. (2000).
Alteracdes também foram encontradas em um estudo recente realizado por Jardim (2017),
utilizando-se fémeas tratadas com boldina em doses de 1mg/kg, 10mg/kg e 100mg/kg para
avaliacdo de potenciais efeitos toxicos. Que demonstrou que a administracdo durante o periodo
gestacional provavelmente interfere na implantacdo embrionaria, aumentando as perdas pré-
implantacéo e interferindo também com os conceptos apos este periodo. O experimento também
demonstrou que o comportamento materno de fémeas tratadas apresentou alteracoes, e alteragdes
no comportamento materno podem modificar a resposta da prole a diversos estimulos e
comportamentos e por isso torna-se uma variavel de grande importancia para o desenvolvimento
reprodutivo da prole (JARDIM, 2017).

Em linha com as ultimas observacdes, o mesmo estudo encontrou alteracfes em
caracteristica fisicas e sexuais das proles expostas via Utero a boldina. O tratamento acarretou em
desenvolvimento precoce dos testiculos, separagdo prematura do prepucio e abertura precoce do
canal vaginal, além de abertura antecipada dos olhos. Sugerindo que o alcaloide quando
administrado no periodo gestacional, interfere em reflexos nos primeiros dias de vida da prole.

Também foram encontradas alteragdes no peso de 6rgdos como rim e figado de machos e fémeas,
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préstata de machos e ovérios de fémeas dos grupos expostos a boldina. A avaliagdo da morfologia
e producdo de espermatozoides apresentou alteragdes significativas no grupo exposto a maior
dose do alcaloide, indicando que o tratamento das fémeas gera alteracfes reprodutivas na prole
pubere (JARDIM, 2017).

Os resultados obtidos no presente estudo para LPM, LPI, LPE, LPMP e LPIP nao
apresentaram alteracdes significativas quando comparados com o controle e entre si. O mesmo
ocorreu nos resultados referentes a Tabela 2, onde em nenhuma variavel foi encontrada alteracdo
significativa. Contudo, pode-se perceber que o grupo tratado com 0,1% apresentou um aumento
nos parametros de LPM e LPI, sugerindo uma certa diminui¢do na motivacao sexual ou libido
dos machos. O mesmo grupo demonstrou uma elevada porcentagem de animais que ejacularam
e uma certa diminui¢do no nimero de intromissGes até a primeira ejaculacdo quando comparado
aos demais grupos, sugerindo um aumento do desempenho sexual. Isso indica que, ainda que a
motivacao e o desempenho sexual estejam intimamente relacionados, 0s mesmos possuem certa

disting&o entre si.

Foi possivel observar, também, uma diminuicdo na LPE no grupo tratado com 1,0% de
boldina, o que indica uma facilidade de ativacdo de reflexos ejaculatérios, contudo, ndo foi
considerada significativa estatisticamente.

Tendo em vista a potencial acdo como antagonista dopaminérgico do alcaloide boldina e
levando em consideracdo que muitos dados na literatura (HULL et al. 1984; HULL et al., 1986;
PEHEK; THOMPSON; HULL, 1989; WARNER et al., 1991; HULL, 1995; HULL et al., 1997
BRIONI; MORELAND, 2006) apontam o papel da dopamina como sendo de grande importancia
na expressdo do comportamento sexual, esperava-se que 0 mesmo poderia reduzir
significativamente a motivacdo sexual e prejudicar os reflexos genitais. Contudo, 0 presente
estudo ndo comprovou estatisticamente correlacdo entre a administracdo durante o periodo

gestacional e efeitos comportamentais na progénie.

Por se tratar de um antagonista a2-adrenérgico, poderia se considerar que o alcaloide
boldina exerceria um efeito estimulante sobre o comportamento sexual da progénie, levando em
conta que estudos mostraram que antagonistas destes receptores aumentam a intensidade do
comportamento de copula, através da reducdo da LPM, LPI e LPE e aumento na porcentagem de
animais que ejaculam (PETERS et al., 1988; BENELLI et al., 1993). Porém, no presente estudo,
ndo foi possivel observar diferencas significantes que pudessem relacionar este fator com a

exposicdo via Utero a boldina. A diferenca nos resultados obtidos no presente experimento com
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relacdo aos estudos citados se deve ao fato de, tanto o estudo dirigido por Peters et al. (1988)
quanto o estudo de Benelli et al. (1993), terem sido realizados com animais j& em idade pubere
ou adulta, em nenhum dos dois casos foram estudados os efeitos nas proles de fémeas tratadas

com antagonistas a2-adrenérgicos.

No grupo controle (CN) 73% das fémeas apresentaram comportamento de lordose, ja no
grupo 1BD este valor subiu para 93%. Nos grupos 10BD e 100BD 78% e 90%, respectivamente,
demonstraram comportamento de aceitacdo do macho, porém, em nenhum dos grupos houve

diferenca significativa.

Sendo o alcaloide boldina inibidor competitivo de receptores 5-HT3 humano
(WALSTAB et al., 2014), e em linha com os resultados obtidos por Maswood et al. (1997), onde
foi observado uma inibicdo do comportamento de lordose, poderia supor-se que 0 mesmo age de
forma negativa sobre o comportamento sexual das fémeas. Entretanto, os resultados referentes
ao comportamento de lordose no presente estudo ndo obtiveram diferenca estatistica
significativa. Os resultados obtidos no experimento de Maswood et al. (1997) apresentam tal
distingdo com os resultados encontrados no presente estudo devido ao fato de ter sido realizado
com fémeas em idade pubere e ndo com a prole de maes tratadas durante o periodo gestacional,
e também devido a diferenca na metodologia aplicada pelo autor para avaliar as lordoses.

Embora o nimero minimo para experimentos dessa natureza referido na literatura seja o
utilizado no nosso trabalho, devido a uma tendéncia de alteracdo observada em alguns
parametros, principalmente no grupo 10BD, é possivel que a ampliacdo amostral fosse capaz de
relacionar diferencgas estatisticamente significativas. Se, mesmo com o aumento das amostras, 0S
resultados se mantiverem os mesmos, uma possivel explicacdo para ndo ocorrer diferenca entre
0s grupos tratados e o controle seria 0 acesso, aparentemente fraco, a0 menos em algumas regides
do sistema nervoso central, do alcaloide boldina (ASENCIO et al., 1998), somado a sua meia-
vida plasmatica muito curta (31 minutos) (JIMENEZ; SPEISKY, 2000), que ndo permitem que
algumas propriedades sejam facilmente reveladas em alguns experimentos in vivo (ASENCIO et
al., 1998).
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5 CONCLUSAO

Considerando que ndo foram observadas alteragcfes relevantes nos diversos parametros
investigados, ndo ha entre os resultados obtidos no presente estudo, indicacfes de que o alcaloide
boldina possa causar efeitos toxicos sobre o comportamento sexual de ninhadas quando
administrado em doses repetidas em ratas Wistar tratadas durante a gestacéo (21 dias). Os dados
indicam que a concentracdo do alcaloide estd abaixo da registrada na literatura como

potencialmente capaz de desencadear efeitos toxicos.
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