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RESUMO

A Olea europaea L. (oliveira) é uma arvore frutifera, originaria do mediterraneo e
disseminada por diversos paises, incluindo o Brasil, onde seu cultivo encontra-se em
ascensdo. E considerada um dos cultivares mais antigos do planeta, sendo reconhecida
por sua ampla gama de atividades biologicas, as quais séo atribuidas aos seus compostos
fenolicos. A oleuropeina é o composto fendlico majoritario da Olea europaea L., presente
em grandes concentragdes na planta. Com o objetivo de determinar a seguranga no uso
dessa substancia, o presente estudo avaliou o potencial de toxicidade cronica e
reprodutiva da oleuropeina, sobre a fertilidade e o desenvolvimento ponderal de ratos
Wistar machos e fémeas, sendo o segmento | de um estudo mais amplo, composto por 3
segmentos. Constituiram-se quatro grupos experimentais compostos por 30 fémeas e 10
machos cada: CN (controle negativo — agua destilada), G1(oleuropeina 500 mg/kg/dia),
G2 (oleuropeina 1000 mg/kg/dia) e G3 (oleuropeina 2000 mg/kg/dia). Os machos foram
tratados antes (70 dias) e durante o acasalamento (21 dias), e as fémeas antes (14 dias) e
durante o acasalamento (maximo de 21 dias), gestacédo (21 dias) e lactacdo (21 dias). Para
identificar alteracGes toxicoldgicas nos animais, foram avaliados: consumo relativo de
agua e racdo, evolucdo do peso corporal, peso relativo dos 6rgéos e histopatologia, taxas
reprodutivas e sinais de toxicidade. Nos machos foi avaliado ainda, dosagem de
testosterona, nimero e morfologia espermatica. Os resultados ndo demonstraram
prejuizos nos parametros reprodutivos avaliados em nenhum grupo tratado,
contrariamente nos machos, foram observados aumentos significativos na producao diaria
de espermatozoides em G2 (275,59 £ 27,20) e G3 (261,94 £ 47,84). O G2 também
apresentou as maiores dosagens de testosterona (6,47+1,42) e menor numero de
espermatozoides anormais (5,61 + 0,69). Nas fémeas, o0 G2 apresentou elevacao nas taxas
de gestagdo (95,85%) e natalidade (100%). Os machos dos trés grupos tratados com
oleuropeina apresentaram aumento do peso relativo do figado (G1 = 3,92 £ 0,11; G2 =
3,89 + 0,09; G3 = 4,29 + 0,16), quando comparados ao grupo controle (3,31 £+ 0,10),
todavia ndo foram observadas alterac6es histopatologicas hepaticas ou em qualquer outro
6rgdo avaliado. Foram observadas oscilagdes nos consumos de agua e alimento dos trés
grupos experimentais durante esse estudo, mais evidenciado nos animais do G3 no inicio
do periodo pré-acasalamento, onde machos e fémeas tiveram menores consumos de
alimento e menores ganhos de peso, diminui¢gdes que ndo se mantiveram ao longo do
tempo bem como ndo ocorreram outras alteragfes sistémicas, sugerindo uma adaptacao
por parte dos animais. Ninhadas mais leves ao nascer foram observadas em G2 (6,90 +
0,05) e G3 (6,52 + 0,07), além disso, as fémeas de G3 tiveram menor ganho de peso
durante os ultimos dias do periodo gestacional, sinais que podem sugerir toxicidade
materna. Esses resultados fazem da oleuropeina uma substancia promissora devido a sua
acao benéfica sobre parametros de fertilidade masculina, todavia sugere-se cautela no seu
uso durante o periodo gestacional, especialmente em altas doses.

Palavras chave: Olea europaea L., Oleuropeina, Fertilidade, Toxicologia



ABSTRACT

Olea europaea L. (olive tree) is a fruit tree of Mediterranean origin and disseminated in
several countries, including Brazil, where its cultivation is growing. It is considered one
of the oldest cultivars on the planet, being recognized for its wide range of biological
activities, which are attributed to its phenolic compounds. Oleuropein is the major
phenolic compound of Olea europaea L., present in high concentrations in the plant. In
order to determine its safety use, the present study evaluated the chronic and reproductive
potential toxicity of oleuropein, over fertility and body development of male and female
Wistar rats. It was segment | of a larger study, which comprised 3 segments. Four
experimental groups were formed: CN (negative control - distilled water), G1 (oleuropein
500 mg / kg / day), G2 (oleuropein 1000 mg / kg / day) and G3 (oleuropein 2000 mg / kg
/day). Males were treated before (70 days) and during mating (21 days), and females
before (14 days) and during mating (21 days maximum), gestation (21 days) and lactation
(21 days). To identify male and female reproductive system changes, we evaluated
relative water and feed consumption, body weight evolution, relative organs weight and
histopathology, reproductive rates and toxicity sings. In males, we also evaluated
testosterone dosage, sperm number and morphology. Results showed no impairment on
evaluated reproductive parameters in any treated group, contrary in males were observed
a significant increase in daily sperm production in G2 (275,59 + 27,20) and G3 (261,94
* 47,84). G2 also presented higher testosterone levels (6,47 + 1,42) and lower number of
abnormal sperm (5,61 + 0,69). In females, G2 showed an increase in pregnancy (95,85%)
and birth (100%) rates. Males of the three oleuropein treated groups showed relative
liver weight increase (G1 = 3,92 + 0,11; G2 = 3,89 + 0,09; G3 = 4,29 £ 0,16), when
compared to the control group (3,31 £ 0,10), however, no histopathological changes in
liver or any other evaluated organs were observed. Fluctuations in water and food
consumption of the three experimental groups were observed during this study, which
was more evident at the beginning of pre-mating period in G3 animals, were males and
females had lower food consumptions and lower weight gains, decreases that were not
maintained over time and there were no other systemic changes, suggesting an adaptation
of these animals. Litters birth weights were lower in G2 (6,90 + 0,05) and G3 (6,52 +
0,07), moreover, G3 females also had less weight gain during the latest gestational days,
signs that may suggest maternal toxicity. These results make oleuropein a promising
substance due its beneficial action on male fertility parameters, however caution is
suggested in its use during pregnancy, especially in high doses.

Keywords: Olea europaea L., Oleuropein, Fertility, Toxicology
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1 INTRODUCAO

As plantas medicinais foram a base da medicina tradicional por milhares de anos,
estudos arqueoldgicos revelaram que o homem faz seu uso com fins medicinais ha pelo
menos 6.000 anos (PAN et al., 2014). A pesquisa moderna, vem confirmando a
importancia dessas substancias através da descoberta de inimeras moléculas e seus
mecanismos de acdo, de modo que muitas delas servem como base para a produgéo de
medicamentos sintético (BRASIL, 2004; COLALTO, 2018; LOMBARDO, 2018).
Estima-se que cerca de 30% dos medicamentos disponiveis no mercado sejam derivados
direta ou indiretamente de principios ativos de origem vegetal (WHO, 2011). Em muitos
paises em desenvolvimento, grandes proporcfes da populacdo ainda dependem das
praticas de medicina tradicional e do uso de plantas medicinais como uma alternativa para
atender as suas necessidades de saude. Embora a medicina “moderna” exista em paralelo
com essas praticas tradicionais, a medicina com bases em plantas mantém sua
popularidade devido a fatores culturais e histéricos (VISHWAKARMA et al., 2013).

Medicamento fitoterapico é definido como aquele obtido exclusivamente através
do emprego de matérias-primas ativas vegetais (BRASIL, 2004; LOMBARDO, 2018).
As legislacOes brasileira e internacional, exigem que fitoterapicos e farmacos sejam
produzidos ou disponibilizados no mercado para consumo somente apos a avaliagcdo
rigorosa de suas caracteristicas. Para tal, testes que determinem suas atividades
toxicoldgicas e seu potencial mutagénico se fazem necessarios (OLIVEIRA; ROPKE,
2016). No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) regula o registro
desses medicamentos para uso humano e prevé a realizacdo de estudos de toxicidade pré-
clinica. A nivel mundial, o mercado de fitoterapicos gira valores em torno de US$ 44
bilhdes, as estimativas no Brasil variam entre US$ 350 milhdes e US$ 550 milhdes
(BRASIL, 2012).

A Olea europaea L. (oliveira) é uma arvore frutifera nativa do mediterraneo,
pertencente a familia botanica Oleaceae. Seu uso terapéutico tem uma longa histéria na
medicina tradicional, e desde tempos antigos é conhecida por suas propriedades
medicinais. E importante componente da dieta do mediterraneo, tendo acdes ja
reconhecidas na diminuicédo da pressao arterial, estresse oxidativo e na melhora no perfil
lipidico, de modo a ser associada com aumento da expectativa de vida e diminuicéo de
taxas de mortalidade devido a doencas cardiovasculares (WALKER, 2009; MARTINEZ-
GONZALEZ et al., 2009; COVAS, 2007; HUANG, 2008).
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A oleuropeina é o composto fendlico predominante na Olea europaea L., presente
em todas as partes da planta e em maior concentracdo nas folhas, ela vem recebendo
grande atencdo da comunidade cientifica, devido a suas propriedades farmacoldgicas ja
descritas, como, acdo antioxidante, antinflamatoria, antineoplésica e atividade frente a
diferentes microrganismos, de modo que pode ser encontrado para venda em paises
mediterraneos como suplemento alimentar (HASHMI et al., 2015a; OMAR, 2010;
PINHEIRO; MELLO, 2012; TURKEZ; TOGAR, 2011).

No Brasil, a olivicultura encontra-se em ascensdo, uma vez que 0 pais produz
apenas 1 % de todo azeite que consome. A nivel nacional, os cultivares ocupam cerca de
7.000 hectares, sendo 4.500 localizados no Rio Grande do Sul segundo o SEBRAE-RS.
A producdo anual de azeite depende muito das condicBes climéaticas e em 2019 o pais
atingiu a marca historica de 260 mil litros segundo a SEAPA-RS, sendo que desses
198,664 mil litros foram produzidos no estado, a partir de 1,7 milh&o de toneladas de
azeitona (SEAPA, 2021; SEBRAE-RS, 2021). O cultivo de oliveiras, bem como a
producdo de azeite, gera uma grande quantidade de residuos, que vao desde os residuos
da poda e colheita até o bagaco, resultante da producédo do azeite. De maneira geral, séo
necessarios 100 kg de azeitona para a producédo de 20 kg de azeite, os 80 kg de residuos
restantes podem ser utilizados de diferentes formas, como na alimentagéo animal, devido
ao seu alto valor energético, herbicida, adubo, 6leo residual, extracdo de componentes
organicos (pectina, enzimas e antioxidantes), entre outros. O uso e destino correto desses
residuos, envolve além de preocupacdes ambientais, um grande potencial econémico
(MEDEIROS et al., 2016; SEBRAE-RS, 2021; SEAPA-RS, 2021; VERA et al., 2009).

InfeccBes fungicas vem ganhado importancia nas altimas décadas, devido
principalmente ao aumento da ocorréncia em pacientes imunocomprometidos e devido as
crescentes taxas de mortalidade e morbidade associadas a doenca (MENDES et al., 2017).
As poucas opgdes de medicamentos para o tratamento dessas infecgdes, faz com que o
surgimento de resisténcia a qualquer uma das classes de antiflngicos, resulte em
importantes limitagcdes terapéuticas aos pacientes, uma vez que restam ainda menos
opcdes de escolha (PERLIN; RAUTEMAA-RICHARDSON; ALASTRUEY-
IZQUIERDO, 2017). Nesse contexto, se faz necessario o0 desenvolvimento de pesquisas
na busca de moléculas novas e mais efetivas no combate das micoses. Estudos utilizando
diferentes plantas vem mostrando resultados promissores para o problema (ABKHOO;
JAHANI, 2016; SALHI et al., 2017).
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Nosso grupo de pesquisa vem, ha anos, desenvolvendo estudos com o intuito de
testar a eficacia de diferentes substancias naturais frente a agentes fungicos patogénicos.
Podendo-se destacar pesquisas com Propolis (Apis melifera), Alecrim (Rosmarinus
officinalis L.), Orégano (Origanum vulgare L.) e Manjerona (Origanum majorana L.)
frente a agentes como os da esporotricose (Sporothrix brasiliensis), aspergilose
(Aspergillus spp.) e candidiase (Candida albicans). Nos estudos sdo compreendidos
ensaios in vitro e in vivo, incluindo a caracterizacdo dos componentes presentes nos
compostos naturais utilizados, ensaios de mutagenicidade, avaliagdes dos potenciais de
toxicidade e testes, tanto com doencas fungicas induzidas, como no tratamento de casos
clinicos (CLEFF et al., 2008; CLEFF et al., 2013; DANTAS et al., 2016;
HOLLENBACH et al., 2014; HOLLENBACH et al., 2015; OSORIO et al., 2019;
SANTIN etal., 2014; WALLER etal., 2016; WALLER et al., 2017). Mais recentemente,
foi realizado um estudo in vitro testando a acdo de extratos aquosos do bagaco de
diferentes variedades da Olea europaea L., frente a fungos do género Candida spp.,
Complexo Sporothrix schenckii e dermatéfitos, com resultados de inibicdo contra duas
cepas padrdes de Candida albicans em concentracdes a partir de 3,12 mg/ml (RIPOLL,
2019).

Os estudos mais comumente utilizados para avaliagdo da toxicidade reprodutiva
sdo divididos em trés segmentos, adaptando-se das normas da ANVISA em conjunto com
normas internacionais guiadas pela Environmental Protection Agency (EPA) e
recomendadas pela OECD e FDA. Os estudos pré-clinicos em modelos animais, etapas
que incluem os ensaios toxicolGgicos previstos nesse projeto, tem como objetivo apontar
substancias que tenham capacidade de alterar aspectos fisioldgicos sobre a reproducéo,
fertilidade e comportamento da prole em mamiferos. A exposi¢do de ratos Wistar a
oleuropeina nesse estudo, visou 0s possiveis efeitos deletérios da sua administracdo de
maneira cronica sobre parametros sistémicos e reprodutivos dos animais, de forma a
contribuir para a sua caracterizagdo toxicologica, afim de viabilizar seu uso terapéutico

seguro.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Investigar os potenciais riscos toxicologicos da utilizacdo da oleuropeina
(composto fendlico majoritario da Olea europaea), no que se refere a toxicidade cronica
e reprodutiva em ratos Wistar, contribuindo para a elucidacdo de questdes relacionadas a
seguranca do seu uso como agente terapéutico, que poderiam restringir ou impossibilitar

seu uso como insumo farmacéutico.

2.2 Objetivo especifico

Avaliar os efeitos da oleuropeina (composto fendlico majoritario da Olea
europaea) sobre a fertilidade de ratos Wistar, machos e fémeas, formacdo e maturagéo
espermatica, acasalamento, fertilizacdo, desenvolvimento pré-natal, gestacdo, parto,

lactacdo e parametros sistémicos (Segmento I).
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Caracterizacao botanica

A oliveira (Olea europaea L.) é uma arvore frutifera pertencente a familia
boténica Oleaceae, sendo a Unica representante da espécie com frutos comestiveis, a
azeitona, de onde é extraido o azeite de oliva. A planta pode atingir de 6-9 metros de
altura (Figura 1 - a). As folhas de até 7,5 cm de comprimento, sdo simples, espessas e
coriaceas, estreitas em sentidos opostos, lanceoladas ou lineares, com margens inteiras e
pontas agudas de um verde acinzentado na parte superior, a parte inferior é mais clara e
contém pelos finos e brancos parecidos com escamas (Figura 1 - b). As flores séo
numerosas, pequenas, de coloragdo branco amarelado (Figura 1 - c). A oliva ou azeitona,
possui caro¢o duro de formato ovoide, o fruto normalmente tem de 1 a 2,5 cm de
comprimento (Figura 1 - d). A casca tem coloracdo cinza palida (Figura 1 - e). (HMPC,
2011; HASHMI et al., 2015b; PINHEIRO; MELLO, 2012). E uma das plantas cultivadas
mais antigas do planeta, originaria da bacia do mediterraneo, e disseminada por muitos
paises da Europa e Oriente Médio. E uma planta adaptada ao clima temperado,
necessitando de baixas temperaturas e indices pluviométricos adequados no periodo que
antecede a floracdo para a ocorréncia de produgdes satisfatorias (PINHEIRO; MELLO,
2012).

Figura 1 - Olea europaea L.: (a) arvore; (b) folhas; (c) flores; (d) frutos; (e) casca.

Fonte: Hashmi et al., 2015.
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A oliva quando madura, pode ser usada para extracao de azeite, ou consumida in
natura. O azeite é um liquido amarelo escuro, transparente e aromatico, utilizado desde
tempos antigos na culinaria. O termo azeite, refere-se ao produto extraido dos frutos da
oliveira, enquanto o 6leo é tido pela extracdo das sementes, utilizando-se solventes
(PINHEIRO; MELLO, 2012).

Atualmente, no Brasil, cultivares de oliveira das variedades Arbequina, Arbosana,
Picual, Koroneiki, Grapollo, Ascollana, Frantoio e Manzanilla sdo encontrados nos
estados de Santa Catarina, Sdo Paulo e também com expressivas areas plantadas no sul
de Minas Gerais e no oeste e metade sul do Rio Grande do Sul (COUTINHO et al., 2009;
PINHEIRO; MELLO, 2012).

3.2 Olea europaea L. (oliveira)

A Olea europaea L. € um importante componente da dieta do Mediterraneo,
conhecida por suas a¢6es na diminui¢do da pressao arterial e estresse oxidativo e melhora
no perfil lipidico, de modo a ser associada com aumento da expectativa de vida e
responsavel por diminuir taxas de mortalidade relacionadas a doencas cardiovasculares.
A planta vem ganhando grande atengdo devido a sua capacidade de modular a resposta
inflamatoria, a qual tem um papel importante nos processos de envelhecimento no
aparecimento de determinadas neoplasias, atividade atribuida principalmente aos seus
compostos fenolicos (WALKER, 2009; MARTINEZ-GONZALEZ et al., 2009; COVAS,
2007; HUANG, 2008).

O uso terapéutico da O. europaea L. tem longo histérico na medicina tradicional
e contemporénea, para uma grande gama de condicOes, e sendo as diferentes partes da
planta, como a azeitona, as folhas e as sementes usadas de diversas formas, sozinhas ou
associadas a ervas ou a outras substancias (HASHMI et al., 2015a), alguns dos exemplos

de suas aplicacGes podem ser observadas na tabela 1.
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Tabela 1 - Usos tradicionais e contemporaneos da Olea europaea

Partes da planta/preparacgédo usada
Folhas e azeitonas/infuséo e maceracéo
Decoccéo/infusédo de azeitonas e folhas

Azeite de oliva + suco de liméo
Oleo das sementes / via oral

Decoccéo de folhas secas e azeitonas/ oral

Azeite de oliva/aplicado no couro cabeludo
Extrato fervido de folhas frescas/uso oral
Extrato fervido de folhas frescas/uso oral

Extrato de folhas em &gua quente
Azeite de oliva
Infuséo de folhas/uso oral
Azeitonas

Infusdo de folhas/uso oral

Preparado de folhas
Folhas da O.europaea

Decoccdo de folhas

Azeitonas e folhas

Infusdo e folhas

Doenca/uso
Hipoglicemiante /hipotensivo
Antidiabético
Tratamento de colelitiase
Laxante
Diarreia, infeccGes do trato respiratorio
e urinario
Previne queda de cabelo
Tratamento da asma
Tratamento da hipertensdo
Diurético
Uso em fraturas
Antipirético
Limpeza de pele
Antinflamatorio, tonico
Tratamento de gota
Antibacteriano
Antidiabético, anti-hipertensivo
Tratamento de hemorroidas,
reumatismo e vasodilatador

Tratamento de infeccdes oculares

Fonte: Tabela adaptada de Hashmi et al., 2015.

3.3 Oleuropeina

A oleuropeina, foi citada pela primeira vez em 1908 por Bourquelot e Vintilesco,

porém sua estrutura somente foi descrita em 1960 por Pannizi et al. Pertencente ao grupo

dos polifenois chamados de secoiriddides, sua molécula possui 3 subunidades: um

polifenol chamado de 4-(2-hidroxietil) benzeno-1,2-diol (também chamado de

hidroxitirosol), um secoiridoide chamado de acido elendico e uma molécula de glicose
(BOURQUELOT; VINTILESCO, 1908; PANNIZI et al., 1960; OMAR SH., 2010).
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Se trata de um complexo fendlico, presente em grandes concentragdes nas folhas
da oliveira e em menor quantidade na azeitona, sendo responsavel pelo gosto amargo e
aroma pungente caracteristicos do 6leo de oliva. E pertencente ao grupo dos secoiridoides
0s quais sdo abundantes nas familias Oleaceae, Cornaleae, Gentianaceae, bem como em
diversas outras plantas. A oleuropeina e seus derivados hidroxitirosol e tirosol (Figura 2),
sdo os principais compostos fenolicos presentes na oliveira, sendo considerados 0s
principais responsaveis pelo seu efeito terapéutico (KAEIDI et al., 2011) . As quantidades
de oleuropeina podem alcancar quantidades maiores a 140 mg/g de matéria seca (SOLER-
RIVAS, 2000)

Diversos estudos tem sido realizados com a oleuropeina quanto ao seu isolamento,
caracterizacdo, sintese e avaliacOes in silico, de forma com que esta pode ser utilizada
para padronizacdo quimica da oliveira e seus extratos de interesse medicinal (HASHMI
et al., 2015)

Figura 2 - Estrutura quimica da oleuropeina e hidroxitirosol e tirosol
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Fonte: retirado de Omar, 2010.

3.3.1 Atividades da oleuropeina

A oleuropeina tem diversas propriedades farmacolégicas descritas, dentre as quais
pode-se destacar a atividade antioxidante, antinflamatoria, antiateroscleorotica,
anticancer, antimicrobiana, antiviral e antifungica. Além disso, também ja foram
demonstrados efeitos cardioprotetores, atividade hipolipémica, antisquémica e
hipoglicémica (ANDREADOU et al., 2006.; HAMDI; CASTELLON, 2005;
CARLUCCIO, 2013; CICERALE; LUCAS; KEAST, 2010 IVANOV et al., 2018;
KORUKLUOGLU et al., 2006; MICOL et al., 2005; POUDYAL; CAMPBELL,;
BROWN, 2010; SOLIMAN et al., 2019; TRIPOLI et al., 2005).
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Dentre as diversas propriedades da oleuropeina, provavelmente a sua agdo
antioxidante seja a principal e uma das acGes mais cedo documentadas, atuando muitas
vezes de maneira dose-dependente na remocdo de espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio (JEMAI, 2008; OMAR, 2010). Recentemente foi demonstrada sua capacidade
antioxidante frente a diferentes agressores como a rotenona, um pesticida
(SARBISHEGI; ALHAGH CHARKHAT GORGICH; KHAJAVI, 2017) e também
frente ao mancozeb, um fungicida (ASHKANANI et al., 2020), exercendo protecdo ao
sistema reprodutivo masculino. Além de efeitos protetores em diferentes processos
inflamatorios, como na injuria oxidativa renal, causada por sindrome de isquemia e
reperfusdo (NASRALLAH et al., 2020).

Sua atividade antioxidante esta em muitos estudos associada a outras atividades e
muitas vezes citada como sendo responsavel por tais acdes, como seu poder
hipoglicemiante. Em 2006, Al-Azzawie e Alhamdani demostraram que a oleuropeina ao
ser administrada em coelhos diabéticos, na dose de (20mg/kg) por 16 semanas, teve
capacidade de reduzir niveis glicémicos a niveis similares aos do grupo controle (AL-
AZZAWIE, ALHAMDANI, 2006). Também foi capaz de atenuar danos testiculares em
ratos com diabetes tipo 11, sendo atribuida tal acdo ao poder antioxidante e capacidade de
modular a esteroidogénese testicular (SOLIMAN et al., 2019). Um estudo realizado em
2011, demonstrou que o extrato de folhas de oliva atenuou a dor neuropatica induzida por
altos niveis de glicose, através da diminuicdo da apoptose neuronal in vivo e in vitro,
atribuindo o efeito a seu poder antioxidante e hipoglicemiante do composto (KAEIDI et
al., 2011). O extrato de folhas de oliva, também se mostrou efetivo na diminui¢do da
resisténcia insulinica em um estudo conduzido na Nova Zelandia, onde 46 homens de
meia idade e acima do peso, receberam capsulas de extrato de oliva, as quais
apresentavam em média 12,7 mg de oleuropeina, ou placebo durante 12 semanas.
Demonstrando um aumento de 15% na sensibilidade insulinica dos pacientes tratados
quando comparado ao grupo placebo (DE BOCK, 2013).

Outra atividade relatada é sua acgéo diante de diferentes neoplasias (FURST;
ZUNDORF, 2015). Frente ao cancer de mama, a oleuropeina mostrou atividade
protegendo as células contra danos genéticos induzidos e acao antioangigénica (LIMAN
et al., 2017). Inibiu a proliferacdo de células tumorais humanas (CARDENO, 2013), e
demonstrou inducdo de apoptose em linhagem de células humanas HeLa de carcinoma
cervical (YAQO,, et al., 2014).
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Diversos estudos vem demonstrando sua atividade cardioprotetora, muitas vezes
em conjunto com o hidroxitirosol. Sendo capaz de reduzir a extensdo de infartos,
concentracdo plasmaética de lipideos, marcadores de estresse oxidativo e diminuicéo da
pressio arterial (BULOTTA et al., 2014; CASTEJON et al., 2020; POUDYAL;
CAMPBELL; BROWN, 2010).

A oleuropeina e extratos de folhas ja apresentaram acdo contra diferentes
microrganismos, como acéo antibacteriana contra Mycoplasma, Campylobacter jejuni,
Helicobacter pylori e Staphylococcus aureus, Salmonela enteritidis, Bacillus cereus,
Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli (FURNERI, 2002; TASSOU; NYCHAS;
BOARD, 1994; TASSOU; NYCHAS 1994 e 1995; TRANTER, 1993; SUDJANA et al.,
2009). Atividade antiviral contra o rhabdovirus (septicemia hemorragica viral), para-
influenza tipo 3 e virus sincicial respiratorio (MA et al., 2001; MICOL et al., 2005). Em
2000, a patente da oleuropeina foi requerida nos Estados Unidos, sendo alegado acédo
antiviral contra virus da hepatite, herpes mononuclear, rotavirus, rinovirus bovino,
parvovirus canino e virus da leucemia felina (FREDRICKSON, 2000). Também
apresenta atividade antifingica, um estudo de Ripoll (2019), testou a acdo de extratos
aquosos do bagaco de diferentes variedades da Olea europaea frente a fungos
filamentosos e leveduriformes, com resultados de inibigdo contra duas cepas de Candida
albicans (RIPOLL, 2019), corroborando com o estudo feito por Markin et al. (2003), que
também evidenciou que o extrato aquoso de folhas de oliveira teve acdo contra a Candida
albicans, além disso, foi demonstrada sua atividade contra o Fusarium proliferatum em
testes in vitro (MUZZALUPO et al., 2020).

3.3.2 Toxicidade da oleuropeina

Ainda sdo escassos 0s estudos quanto a toxicidade da oleuropeina e de extratos
ricos em oleuropeina, embora suas atividades bioldgicas e seu uso tanto na medicina
tradicional como na alimentagdo ja sejam bastante difundidos (HASSEN;
CASABIANCA; HOSNI, 2015).

De modo geral, é aceito que o composto apresenta relativa seguranca e nao
apresentava toxicidade em altas doses para humanos (KENDALL et al., 2009). Cristian
et al. em 2004, testaram a toxicidade aguda e cronica do HIDROX® (Hydrolyzed Aqueous
Olive Pulp Extract) em ratos e camundongo, onde se determinou a NOAEL (no-

observable-adverse-effect-level) com o limite de dose para administracdo oral de 2000
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mg/kg, ndo sendo evidenciados sinais de toxicidade aguda, ou crbnica, ocorrendo apenas
um aumento na contagem de células vermelhas nos grupos que receberam doses de 1000
mg/kg/dia e 1500 mg/kg/dia. Porém, esse estudo diferiu do apresentado por Farag et al.,
em 2003, onde ao administrar altas doses de compostos fendlicos da oliveira por 67
semanas causou significante aumento nas enzimas hepaticas e na concentracdo total de
lipideos, bem como induziu danos nos tecidos hepaticos e renais (FARAG et al., 2013).

Estudos posteriores também demonstram divergéncias, Arantes-Rodrigues (2011)
demonstrou que a suplementacéo do extrato de folhas de oliva por 14 semanas, induziu
alteragbes hepéticas significativas, hiperplasia de ductos biliares e colestase em
camundongos, além de interferir negativamente na bioenergética hepatica atraves da
diminuicdo significativa no controle da taxa respiratéria devido a efeitos desacoplativos.
(ARANTES-RODRIGUES et al., 2011). Em 2012, Omer et al., descreveram que a
administragéo de extrato de folhas de oliveira em ratos Wistar por 6 semanas a uma dose
de 0,9%, induziu alteragdes hematoldgicas (anemia), anormalidades hepatocelulares, e
renais, em contrapartida os animais que receberam o extrato apresentaram menores niveis
de colesterol e glicose sanguinea (OMER et al., 2012).

Mais recentemente, Clewel, et al., (2016) atestaram a seguranca do uso de um
extrato comercial de Olea europaea L. (Bonolive®), realizando uma série de testes, onde
ndo foram encontrados sinais de mutagenicidade nem aberra¢cBes cromossdmicas em
células de mamiferos nos testes in vitro, bem como néo foram observadas alteracdes nos
testes in vivo com camundongos que receberam doses de até 2000 mg/kg/dia, nem nos
ratos Wistar que receberam doses repetidas por 90 dias de 300, 600 e 1000 mg/kg/dia
(CLEWELL et al., 2016). Todavia, é de suma importancia que estudos continuem sendo
realizados afim de comprovar sua eficacia e seguranca, bem como a determinacdo de
doses adequadas, com a utilizacdo de mais modelos in vivo e ensaios clinicos (HASSEN;
CASABIANCA; HOSNI, 2015).
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3.3.3 Avaliacéo toxicoldgica

A legislacdo brasileira e internacional exige que farmacos, bem como o0s
fitoterapicos, sejam produzidos ou disponibilizados no mercado para consumo, somente
apos a avaliacdo rigorosa de suas caracteristicas. Para tal, devem ser realizados testes que
determinem suas atividades toxicoldgicas e seu potencial mutagénico (SILVA et al.,
2003). As exigéncias quanto as avaliagbes necessarias para a regulamentacdo de
farmacos e fitoterapicos, diferem nos diversos paises ou blocos econdmicos, mas em
geral, os principais protocolos seguidos sdo os emitidos pela Europa através da
Organization for Ecoomic Cooperation and Development (OECD) e pelos Estados
Unidos da América através do Food and Drug Administration (FDA) (SILVA et al.,
2003).

No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), regula o
registro de medicamentos fitoterapicos para uso humano e prevé a realizacao de estudos
de toxicidade pré-clinica. O guia emitido por esse 6rgdo, indica métodos padronizados
para estudos de toxicidade pré-clinica para fitoterapicos, incluindo toxicidade aguda,
toxicidade de doses repetidas (longa duracgdo), e avaliacdo toxicoldgica de medicamentos
fitoterapicos de uso topico. De modo que, ensaios de toxicidade reprodutiva, sdo
necessarios quando o medicamento for indicado para gestantes ou uso de longa duracao
(ANVISA, 2004). Frente ao uso empirico da populacao e as constantes pesquisas na area,
a ANVISA vem instituindo regras atualizadas para a regulamentacao dessas substancias,
dispondo sobre boas praticas de processamento e armazenamento de plantas medicinais,
preparacdo e dispensagdo de produtos magistrais e oficinais de plantas medicinais e
fitoterapicos (RDC n. 13 de 2013), e sobre o registro de medicamentos fitoterapicos e o
registro e a notificacdo de produtos tradicionais fitoterapicos (RDC n.26 de 2014)
(ANVISA, 2013; ANVISA, 2014).

Essa regulamentacéo é de suma importancia, uma vez que inimeras substancias
de origem vegetal, apresentaram potencial teratogénico em experimentos em animais
(CAMPESATO, 2005). O Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA),
orgdo responsavel pelo registro de medicamentos de uso veterinario, faz as mesmas
exigéncias quanto a avaliacdo toxicoldgica, descritas no Decreto 5.053 de 2004 e Portaria
54 de 1999 (BRASIL, 2004).
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3.3.4 Testes de toxicidade reprodutiva

A avaliacdo toxicoldgica reprodutiva compreende um estudo complexo.
Reproducéo pode ser descrito como o processo biolégico que garante a continuidade das
espécies, possibilitando que o material genético existente seja passado as geracdes
seguintes. Dessa maneira, o ciclo reprodutivo ndo versa apenas na concepgao, gestacéo e
nascimento, mas tem inicio com a produgdo dos gametas, continuando pela fertilizacéo e
desenvolvimento embriofetal, nascimento e desenvolvimento po6s natal, até a maturidade
sexual, quando o descendente torna-se um adulto capaz de procriar (MELLO, 2007).

O ciclo reprodutivo e suas diferentes fases podem ser afetados por agentes
quimicos, que podem inibir ou afetar temporariamente a reproducédo e/ou causar defeitos
de desenvolvimento na prole exposta. Nas fases pré e pds-natal, o sistema nervoso central
e 0s Orgdos sexuais que ainda estdo sofrendo diferenciacdo, podem ser afetados por
substancias presentes no sangue materno, através da placenta durante a gestacéo e do leito
durante a amamentagdo (ZENICK; CLEGG, 1989). Dessa maneira, 0s estudos de
toxicidade reprodutiva devem abranger igualmente todas as fases do ciclo reprodutivo,
para que se possa detectar diferentes tipos de agravos que possam via a afetd-las
(LEMONICA, 2001).

Os estudos mais utilizados para avaliagéo da toxicidade reprodutiva séo 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, séo eles:

. Segmento I “Toxicidade cronica e reprodutiva” para avaliagao de efeitos sobre a
fertilidade de machos e fémeas antes e durante o acasalamento;

. Segmento II “Toxicidade pré-natal — estudo de teratogénicidade” no qual ocorre
a exposicéo da progénie durante a fase de organogénese;

o Segmento III “Toxicidade peri e pds-natal” onde sdo avaliados os efeitos sobre o
desenvolvimento pré e pos-natal de progénies expostas durante a fase de desenvolvimento
fetal e lactacional.

Para estudos de toxicologia, frequentemente utilizam-se ratos Wistar, uma
linhagem de ratos albinos que sdo preconizados por serem animais ddceis e por possuirem

excelente desempenho reprodutivo (EBISUI et al., 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 das folhas de
Olea europaea L. com concentracdo de 40% de oleuropeina e umidade de 3,21% lote nimero
OE180512 (Anexo A). A oleuropeina comercial, foi analisada pelo Departamento de
Producdo de Matéria Prima, Laboratério de Farmacognosia da Faculdade de Farméacia —
UFRGS. A amostra foi analisada por diferentes ferramentas espectroscépicas, para confirmar
o0 grau de pureza declarado pelo fornecedor (Anexo B).

4.2 Protocolo Experimental de Toxicidade Crénica e Reprodutiva (Segmento 1)
4.2.1 Animais

Foram utilizados ratos albinos Wistar (Rattus norvegicus), 40 machos e 120
fémeas nuliparas, com idade inicial de 90 dias, com padrdo sanitario convencional,
provenientes do Centro de Reproducao e Experimentacdo de Animais de Laboratério da
UFRGS (CREAL, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil).

Durante todo o periodo experimental, os animais foram mantidos no CREAL,
sendo previamente adaptados, por 7 dias e mantidos sob ambiente com umidade relativa
e temperatura controladas (21 + 2°C; 30-70% UR), com ciclo de 12 horas luz/escuro, dieta
padrdo Nuvilab CR 1 (Nuvital, Colombo/PR) e &gua ad libitum. Os animais
permaneceram individualizados, em caixas de polipropileno (40x33x18 cm) com fundo
coberto de maravalha, exceto durante o periodo de acasalamento, onde 3 fémeas eram
colocadas na gaiola moradia de cada macho. Todas as fases do experimento, foram
realizadas de acordo com normas e principios éticos do Comité de Etica em
Experimentagdo Animal (CEUA, UFRGS, Protocolo n. 37279/2019) — Anexo C.

O alojamento, manejo e eutanasia dos animais seguiram a Lei N° 11.794, de 8 de
outubro de 2008 (BRASIL, 2008) e 0 Decreto N° 6.899, de 15 de julho de 2009 (BRASIL,
2009), e os principios éticos na experimentacéo 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 Préatica de Eutanasia do CONCEA (2018).
Foram observadas, também, as orientacGes da Resolucdo N° 1.000, de 11 de maio de
2012, do Conselho Federal de Medicina Veterinaria (CFMV, 2012) e 0 “Guia brasileiro
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de boas praticas para eutanasia em animais”, elaborado pela Comissao de Etica, Bioética

e Bem-estar Animal do CFMV (2012).
4.2.2 Delineamento experimental

O numero de animais utilizados seguiu os protocolos de toxicidade reprodutiva
aprovados pelos 6rgdos regulamentadores FDA, OECD e ANVISA, sendo instituidos

quatro grupos experimentais:

Grupo |: G1 — Tratado com 500 mg/kg/dia de oleuropeina em po6 diluida em agua
destilada, n = 10 machos e 30 fémeas.

Grupo II: G2 - Tratado com 1000 mg/kg/dia de oleuropeina em po diluida em &gua
destilada, n = 10 machos e 30 fémeas.

Grupo Il1: G3 - Tratado com 2000 mg/kg/dia de oleuropeina em p6 diluida em agua
destilada, n = 10 machos e 30 fémeas.

Grupo VI: CN - Tratado com agua destilada (veiculo), n = 10 machos e 30 fémeas.

Foram utilizadas 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 néo 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 diminuicdo do peso corporal), mas que nao tenha causado sofrimento
grave aos animais. As dosagens utilizadas (500mg/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 (CHRISTIAN et al., 2004).
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4.2.3 Tratamento

Todos os animais foram tratados diariamente, por via oral, com volumes idénticos
em todos 0s grupos, através de sonda gastrica flexivel em volume correspondente a 10
ml/kg. A diferenca foi a dose de oleuropeina na solucdo administrada: 500 mg/kg/dia,
1000 mg/kg/dia e 2000 mg/kg/dia. O pd de oleuropeina foi diluido em &gua destilada
(veiculo) uma vez por semana e mantido sob refrigeracdo.

Os machos foram tratados por 70 dias antes e 21 dias durante o acasalamento,
enquanto as fémeas foram tratadas por 14 dias antes do acasalamento, durante o
acasalamento (maximo de 21 dias), durante a gestacdo (21 dias) e até o final da lactacéo
(21 dias poés-parto). Todos os animais foram mantidos em caixas individuais de
polipropileno medindo 40 x 33 x 18 contendo maravalha, durante o periodo de

experimentacao.
4.2.4 Acasalamento

O periodo de acasalamento foi realizado em trés ciclos de cinco dias consecutivos
e intervalo de 48 horas entre eles, totalizando 21 dias. Trés fémeas virgens e nuliparas
foram alocadas na caixa de cada um dos machos, permanecendo no local durante duas
horas por dia (das 5h00min as 7h00min) correspondente ao final do ciclo escuro. Apés
este periodo, os animais foram separados e a confirmacgdo da concepcao ocorreu mediante
observacao da presenca de espermatozoides no esfregaco vaginal das fémeas. A avaliacdo
citolégica foi realizada diariamente, através de lavado vaginal e visualizacdo em aumento
de dez vezes com auxilio de microscépio optico. Vinte e quatro horas ap6s a constatacdo

de esfregaco vaginal positivo, foi considerado o primeiro dia de gestagéo.
4.2.5 Lactacao

No 1° dia pés natal as ninhadas foram padronizadas em 8 filhotes. No 21° dia de
lactacdo, ocorreu o desmame, sendo as fémeas eutanasiadas e os filhotes destinados ao
projeto intitulado “Avaliagdo da Toxicidade Peri e Pos-Natal (segmento 1l1) da
Oleuropeina em ratos Wistar, projeto previamente aprovado pelo CEUA - UFRGS,
Protocolo numero 37284/2019.
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4.2.6 Eutanésia e avaliacdo dos machos

Os machos foram eutanasiados por sobredosagem do anestésico isoflurano, 48
horas apds o término do periodo de acasalamento. Esse periodo de 48 horas, é o periodo
necessario para a recuperacao quantitativa adequada das células reprodutivas dos machos,
de modo que esse periodo se faz necessario para que nao haja diferenca na avaliacdo
quantitativa (nmero de espermatozoides e niumero de espermatides), daqueles machos
que cobrirem as fémeas no dia do termino do acasalamento (dia 21), em relacdo aqueles
que ndo realizarem a cobertura nesse dia, ocorrendo dessa maneira a uniformizacao entre
0s animais do grupo e também entre os grupos. Optou-se pelo uso do isoflurano devido a
sua répida agdo. Os animais foram colocados em uma gaiola fechada, juntamente com um
recipiente contendo algoddo embebido com isoflurano (FANTONI et al., 2011; CFMV,
2012; CONCEA, 2018). Apos a eutanasia os animais foram submetidos a celiotomia, e
mediante exposi¢do da veia cava caudal, procedeu-se a coleta de 4 ml de sangue. O sangue
foi transferido para um tubo de ensaio, onde permaneceu em temperatura ambiente até a
retracdo do coagulo. Posteriormente, o sangue foi centrifugado, o soro removido do tubo,
transferido para dois tubos eppendorf e congelado.

Rins, figado, baco e coragdo foram removidos e avaliados em relacéo a possiveis
alteragcBes macroscopicas. Os 0rgdos sexuais, testiculos, epididimos, ductos deferentes,
prostata e vesicula seminal também foram removidos. A vesicula seminal foi esvaziada
previamente a pesagem. A massa de cada orgao foi mensurada através de pesagem em
balanca analitica, e relacionada com a massa corporal do individuo, exceto os ductos
deferentes.

A tdnica albuginea e os 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. O mesmo procedimento de homogeneizagéo e trituracdo
foi repetido com a cauda de cada um dos epididimos dos animais, previamente cortados
com tesoura em pequenos pedagos.

Os macerados resultantes de cada testiculo e de cada epididimo, foram
acondicionados em microtubos individuais, sendo retirado de cada macerado, um volume
correspondente a 100pL. Cada microtubo foi acrescido de 900uL de solugédo de NaCl
0,9%, chegando a um volume final de 1 mililitro.
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Deste volume, foi realizada a contagem do numero total de espermatozoides
(cauda do epididimo), e 0 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 microscopio Optico com
aumento de 40 vezes. O numero de espermatozoides e sua producdo diaria foram
determinados pelas formulas:

S =C x FC x V (espermatozoides)

S=CxFCxV =+6,1 (producdo diaria)

Onde:

S = soma total por animal

C = nlmero de espermatozoides ou espermatides contados

FC = fator camara (1,250)

V = diluigdo (10°)

6,1 = Numero de dias em que as espermatides em estagio IV e VIII sdo resistentes no
epitélio seminifero de ratos.

Um ducto deferente de cada animal foi lavado com 1mL de solucdo de NaCl 0,9%,
sendo obtida uma suspensao de espermatozoides. Uma pequena aliquota dessa suspenséo
(0,AmL), foi misturada com igual volume de eosina 2% e foi executado esfregaco em
lamina, para andlise do percentual de alteracdes morfoldgicas de cabeca e cauda dos
espermatozoides provenientes do ducto. Foram analisados 200 espermatozoides por
animal em microscopio Optico com um aumento de 40 vezes.

Para andlise histologica, os 6rgdos coletados de todos os animais foram fixados
com solucéo de formalina tamponada e foram examinados no laboratdrio de Patologia do
Departamento de Medicina Animal, da Faculdade de Veterinaria da UFRGS.

Os orgaos enviados ao setor de patologia foram desidratados, passando por uma
série gradativa de soluges alcoodlicas até 100% e acrescidos de parafina derretida até seu
resfriamento. A parafina endurecida foi aparada em forma de bloco e cortada em fatias
pelo micrétomo. Esses cortes formam lavados em xilol, para remocdo da parafina,
corados com hematoxilina e eosina e observados em microscopio dptico de 40, 100 e

400x, segundo a técnica de Ross et al. (1989).
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4.2.6.1 Dosagem de testosterona

As coletas de amostras sanguineas foram obtidas a partir de venopuncao da veia
cava caudal dos machos, sob visualizacdo direta, no dia da eutanasia. O sangue foi
armazenado em tubos sem anticoagulante. Ap6s a retracdo do coagulo, o sangue foi
centrifugado por 15 minutos a 2500 rpm, para obtencdo de soro, sendo 0 mesmo
acondicionado em microtubo e mantido a -20°C. A testosterona foi mensurada pelo
método de quimioluminescéncia pelo laboratorio TECSA — Tecnologia em Sanidade

Animal, Belo Horizonte/MG — Brasil.
4.2.7 Eutanasia e avaliacdo das fémeas

As fémeas foram eutanasiadas por sobredosagem de isoflurano, no 21° dia de
lactacdo, usando-se o mesmo procedimento utilizado na eutandsia dos machos
(FANTONI et al., 2011; CFMV, 2012; CONCEA, 2018). Apo0s a eutanasia 0s animais
foram submetidos a celiotomia, sendo removidos e inspecionados o figado, baco, rins,
ovarios, Utero e coracdo. No Utero foram contados os implantes uterinos presentes. Cada
orgédo foi pesado individualmente em balanca analitica. Para anélise histolégica, os 6rgéos
coletados de todos os animais foram fixados com solucdo de formalina tamponada e
examinados no laboratorio de Patologia do Departamento de Medicina Animal, da
Faculdade de Veterinaria da UFRGS, conforme referido no item 4.2.6. As fémeas que
ndo emprenharam durante o periodo de acasalamento foram eutanasiadas da mesma

maneira que 0s outros animais.
4.2.7.1 Taxas reprodutivas

Para andlise dos pardmetros reprodutivos maternos, foram calculadas as taxas

reprodutivas, de acordo com a Environmental Protection Agency (EPA):

Taxa de acasalamento: Representada pela divisdo entre o nimero de fémeas com
esfregaco vaginal positivo (presenca de espermatozoides) e o nimero de fémeas
acasaladas vezes cem.

N° de fémeas com espermatozoides no esfregaco vaginal x 100

N° de fémeas acasaladas
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Taxa de gestacdo: Representada pela divisdo entre 0 nimero de fémeas prenhes e o
namero de fémeas com esfregaco vaginal positivo (presenca de espermatozoides) vezes
cem.

N° de fémeas prenhes x 100

N° de fémeas com espermatozoides no esfregago vaginal

Taxa de parto: Representada pela divisdo entre 0 nimero de fémeas paridas a termo e o
namero de fémeas gestantes vezes cem.

N° de fémeas paridas a termo x 100

N° de fémeas prenhes

Taxa de natalidade: Representada pela divisdo entre nimero total de filhotes nascidos
vivos e 0 nimero total dos filhotes nascidos (vivos e/ou mortos) vezes cem.

N° de filhotes nascidos vivos x 100

N° de filhotes nascidos

Taxa de viabilidade: Representada pela divisdo entre o nimero de filhotes que
permaneceram Vivos até o quarto dia de lactacdo e o nimero total de filhotes nascidos
vivos vezes cem. O numero de filhotes nascidos vivos utilizado foi 0 nimero obtido apds
a padronizacéo das ninhadas que ocorreu no dia do nascimento, mantendo-se oito filhotes
por ninhada.

N° de filhotes vivos até o 4° dia de lactacdo x 100

N° de filhotes nascidos vivos

Taxa de desmame: Representada pela diviséo entre o numero total dos filhotes até o 21°
dia de lactacdo e o nimero total de filhotes nascidos vivos vezes cem. O nimero de
filhotes nascidos vivos utilizado foi o nimero obtido ap6s a padronizacdo das ninhadas
gue ocorreu no dia do nascimento, mantendo-se oito filhotes por ninhada.

N° de filhotes ao desmame x 100

Ne de filhotes nascidos vivos
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Taxa de perda pos-implantagdo: Representada pela divisdo entre o nimero resultante da

subtracdao do nimero de sitios de implantacdo e o niumero de fetos nascidos, e 0 numero

total de sitios contados vezes cem.

N° de (sitios de implantacdo — nimero de fetos nascidos) x 100

N° de sitios de implantagdo

4.2.8 Variaveis avaliadas

Machos
.
.
.

Massa corporal diaria (g) durante 91 dias (antes e durante o acasalamento);
Consumo diério de ragdo antes do acasalamento (g);
Consumo diario de agua antes do acasalamento (ml);

Aparecimento de sinais de toxicidade sistémica como: perda de peso

progressiva e reducdo na ingestao de agua e racéao;

Peso relativo (%) das visceras no dia do sacrificio (figado, baco, rins,

coracao, vesicula seminal, testiculo, prostata e epididimos);

Fémeas

Numero total de espermatozoides;

Producdo diaria de espermatozoides;

Percentual de alteracGes morfoldgicas nos espermatozoides;
Anadlise histopatoldgica dos 6rgéos enviados;

Dosagem hormonal (testosterona).

Massa corporal diaria (g) durante o pré-acasalamento, gestacdo e lactacao;
Consumo diario de racdo (g) no pré-acasalamento e gestacao;
Consumo diario de agua (ml) durante o pré-acasalamento e gestacao;

Sinais de toxicidade sisttmica como: perda de peso progressiva e reducdo

na ingestdo de agua e ragao;

Sinais de aborto, distocia e prolongamento do periodo gestacional;

Peso relativo (%) dos 6rgdos ao final da lactacdo (figado, rins, baco,

coragdo, ovarios e Utero);

NUmero de implantes uterinos;
Percentual de mortalidade durante o experimento;

Analise histopatoldgica dos 6rgéos enviados;
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e Analise das taxas reprodutivas;
e Numero de filhotes por ninhada;

e Peso das ninhadas ao nascer.

4.3 Andlise estatistica

Os dados obtidos foram digitados no programa Excel e posteriormente exportados
para 0 programa SPSS v. 20.0 para analise estatistica, que incluiu a analise de variancia
de uma via (ANOVA), ANOVA de medidas repetidas e Teste de Fisher. A simetria das
variaveis quantitativas foi verificada pelo teste de Kolmogorov Smirnov. As variaveis
quantitativas com distribuicdo simétrica foram descritas pela média e o erro padrdo da
média. As variaveis quantitativas com distribuicdo normal foram comparadas entre 0s
grupos pela Andlise de Variancia (ANOVA) seguido do teste post hoc de Bonferroni ou
post hoc de Turkey. Nas comparag¢des dos grupos ao longo do tempo, foi utilizada a
Andlise de Variancia para medidas repetidas (ANOVA de medidas repetidas), seguido do
teste de Bonferroni para as comparagbes multiplas. Foi considerado um nivel de

significancia de 5% (P<0,05) para as comparacdes estabelecidas.
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5 RESULTADOS

5.1 Desenvolvimento ponderal

Os graficos a seguir mostram a evolugdo da massa corporal das fémeas, nos
periodos de pré-acasalamento (14 dias), gestacdo (21 dias) e lactacdo (21 dias), e dos
machos, nos periodos de pré-acasalamento (70 dias) e acasalamento (21 dias), ao serem
tratados com oleuropeina em trés concentra¢fes (G1, G2 e G3) e do grupo controle
negativo (CN) que recebeu apenas o veiculo (dgua destilada). O peso de cada animal foi
mensurado diariamente, e os dados estdo representados na forma de porcentagem, sendo
0 peso dos animais no 1° dia de cada periodo considerado como 100%.

Em relacéo as fémeas, ndo houve diferenca estaticamente significativa no ganho
de massa corporal entre 0 G1 e CN, em nenhum dos trés momentos (P>0,05). A Figura 3
demonstra a evolucdo da massa corporal das fémeas no periodo pré-acasalamento (14
dias), mostrando que o G2 diferiu estatisticamente do CN nos dias 2, 10 e 11 (P<0,05),
sendo nos dias 10 e 11 o ganho de peso foi maior que o CN. O G3 diferiu do CN do 2° ao
6° e no dia 11° dia (P<0,05).

Figura 3 - Evolucdo da massa corporal (%) de fémeas tratadas com gua destilada (CN) e
oleuropeina nas doses de 500 mg/kg/dia (G1), 1000 mg/kg/dia (G2) e 2000 mg/kg/dia
(G3), durante o periodo pré-acasalamento. Dados expressos em média. (n=14, 21, 13 e
15 respectivamente). ANOVA de medidas repetidas seguida de teste de Bonferroni.
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A Figura 4 mostra a evolugdo da massa corporal, das fémeas durante o periodo de
gestacdo (21 dias), houve diferenga estatisticamente significativa entre 0 G3 do CN nos
dias 4, 11, 19, 20 e 21 (P<0,01), apresentando um menor ganho de massa pelas fémeas

do G3 nesses dias.
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Figura 4 — Evolucdo da massa corporal (%) de fémeas tratadas com &gua destilada (CN)
e oleuropeina nas doses de 500 mg/kg/dia (G1), 1000 mg/kg/dia (G2) e 2000 mg/kg/dia
(G3), durante o periodo de gestacdo. Dados expressos em média. (n=14, 21, 13 e 15
respectivamente). ANOVA de medidas repetidas seguida de teste de Bonferroni.
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A Figura 5 mostra a evolugdo da massa corporal das fémeas tratadas com
oleuropeina durante o periodo de lactagdo (21 dias), onde pode se observar diferencas
estatisticamente significativas entre G3 e CN a partir do 11° dia até o final do periodo
experimental (P<0,01), sendo que em todos os momentos de divergéncia o G3 teve maior

ganho de peso que o0 CN.

Figura 5 — Evolugdo da massa corporal (%) de fémeas tratadas com &gua destilada (CN)
e oleuropeina nas doses de 500 mg/kg/dia (G1), 1000 mg/kg/dia (G2) e 2000 mg/kg/dia
(G3), durante a lactacdo. Dados expressos em média. (n=14, 21, 13 e 15 respectivamente).
ANOVA de medidas repetidas seguida deteste de Bonferroni.
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A Figura 6 demonstra a evolucdo da massa corporal dos machos no periodo pré-
acasalamento (70 dias), mostrando que apenas o G3 diferiu estatisticamente do CN nas
semanas 1 a 4 (P<0,01). Nao houve diferenca estaticamente significativa na evolugédo do

peso entre 0 G1 e G2 com relagdo ao CN nos dois momentos experimentais (P>0,05).
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Figura 6 — Evolucdo da massa corporal (g) de machos tratados com &gua destilada (CN)
e oleuropeina nas doses de 500 mg/kg/dia (G1), 1000 mg/kg/dia (G2) e 2000 mg/kg/dia
(G3), durante o periodo pré-acasalamento. Dados expressos em média. (n=8, 7,9 e 7
respectivamente). ANOVA de medidas repetidas seguida de teste de Bonferroni.
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A Figura 7 demonstra a evolugdo da massa corporal dos machos no periodo de
acasalamento (21 dia), ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos
(P>0,05).

Figura 7 — Evolucdo da massa corporal (g) de machos tratados com &gua destilada (CN)
e oleuropeina nas doses de 500 mg/kg/dia (G1), 1000 mg/kg/dia (G2) e 2000 mg/kg/dia
(G3), durante o periodo de acasalamento. Dados expressos em média. (n=8, 7,9 e 7
respectivamente). ANOVA de medidas repetidas.
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5.2 Consumo relativo de ragao

Os graficos a seguir mostram o consumo relativo de alimento das fémeas, nos
periodos de pré-acasalamento (14 dias), gestacdo (21 dias) e lactacdo (21 dias), e dos
machos, nos periodos de pré-acasalamento (70 dias) e acasalamento (21 dias), ao serem
tratados com oleuropeina em trés concentracGes (G1, G2 e G3) e grupo controle negativo
(CN) que recebeu apenas o veiculo (agua destilada). O consumo de cada animal foi
mensurado diariamente, e 0s dados estdo apresentado na forma de consumo relativo (%),
resultado da relacéo entre a quantidade especifica consumida e o peso do animal x 100.

A Figura 8, mostra o consumo relativo de racdo (%) das fémeas, durante o periodo
pré-acasalamento (14 dias). O G2 diferiu de forma estaticamente significativa do CN nos
dias 7, 8, 10, 11 e 12 (P<0,01), enquanto que o G3 diferiu dos dias 1 ao 5 e 10 ao 12
(P<0,01).

Figura 8 — Consumo relativo [(peso diario em relagdo ao consumo diario) x 100] de ragdo
de fémeas tratadas com agua destilada (CN), e oleuropeina nas doses de 500 mg/kg/dia
(G1), 1000 mg/kg/dia (G2) e 2000 mg/kg/dia (G3), durante o periodo pré-acasalamento.
Dados expressos em média. (n=14, 21, 13 e 15 respectivamente). ANOVA de medidas
repetidas seguida deteste de Bonferroni.
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A Figura 9 mostra o consumo relativo de racdo (%) das fémeas durante o periodo
de gestacdo (21 dias), ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre 0s grupos
(P>0,05).
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Figura 9 — Consumo relativo [(peso diario em relagdo ao consumo diario) x 100] de racao
de fémeas tratadas com agua destilada (CN) e oleuropeina nas doses de 500 mg/kg/dia
(G1), 1000 mg/kg/dia (G2) e 2000 mg/kg/dia (G3), durante o periodo de durante o periodo
de gestacdo. Dados expressos em média. (n=14, 21, 13 e 15 respectivamente). ANOVA
de medidas repetidas.
9,5

9

CONSUMO RELATIVO (%)
) ~ )
O L N U1 o W»

12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
DIAS

CN Gl G2 G3

A Figura 10 mostra o consumo relativo de racéo (%) das fémeas durante o periodo
de lactacdo, pode-se observar diferenca estaticamente significativa do G2 em relagéo ao
CNnosdias 1, 2 e 3 (P<0,05), sendo o0 consumo nesses dias maior que o0 CN. O G3 diferiu
estatisticamente do CN nos dias 2, 3, 12, 16, 17 e 21 (P<0,01).

Figura 10 — Consumo relativo [(peso diario em relacdo ao consumo diério) x 100] de
racdo de fémeas tratadas com agua destilada (CN) e oleuropeina nas doses de 500
mg/kg/dia (G1), 1000 mg/kg/dia (G2) e 2000 mg/kg/dia (G3), durante o periodo de
lactacdo. Dados expressos em média (n=14, 21, 13 e 15 respectivamente). ANOVA de
medidas repetidas seguida de teste de Bonferroni.
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A Figura 11 mostra o consumo relativo de racdo (%) dos machos, durante o
periodo pré-acasalamento (70 dias). Todos os grupos tratamento diferiram de forma
estatisticamente significativa do CN (P<0,01). O G1 diferiu estatisticamente do CN nas
semanas 1, 7 e 10, enquanto o G2 diferiu estatisticamente do CN das semanas 1 e5e 0
G3 diferiu estatisticamente do CN nas semanas 1, 3, 4,5 e 8.

Figura 11 — Consumo relativo [(peso diario em relacdo ao consumo diario) x 100] de
racdo de machos tratados com &gua destilada (CN), e oleuropeina nas doses de 500
mg/kg/dia (G1), 1000 mg/kg/dia (G2) e 2000 mg/kg/dia (G3), durante o periodo de

acasalamento. Dados expressos em média. (n=8, 7, 9 e 7 respectivamente). ANOVA de
medidas repetidas seguida de teste de Bonferroni.
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A Figura 12 mostra o consumo relativo de racdo (%) dos machos, durante o
periodo acasalamento (14 dias). O G2 diferiu estatisticamente do CN nos dias 6, 9 e 16
(P<0,05), enquanto que o G3 diferiu estatisticamente nos dias 3, 5, 6, 7,9, 11, 15,17 e 19
(P<0,05), sendo que em todos os dias citados os grupos G2 e G3 consumiram mais

alimento que o CN.

Figura 12 — Consumo relativo [(peso diario em relacdo ao consumo diario) x 100] de
racdo de machos tratados com agua destilada (CN) e oleuropeina nas doses de 500
mg/k?/dla (G1), 1000 mg/kg/dia (G2) e 2000 mg/kg/dia (G3), durante o periodo de
acasalamento. Dados expressos em media. (n=8, 7, 9 e 7 respectivamente). ANOVA de
medidas repetidas seguida de teste de Bonferroni.
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5.3 Consumo relativo de agua

Os gréaficos a seguir mostram o consumo relativo de agua das fémeas, nos periodos
de pré-acasalamento (14 dias), gestacdo (21 dias) e lactacdo (21 dias), e dos machos, nos
periodos de pré-acasalamento (70 dias) e acasalamento (21 dias), ao serem tratados com
oleuropeina em trés concentragdes (G1, G2 e G3) e do grupo controle negativo (CN) que
recebeu apenas o veiculo (dgua destilada). Os consumo foram mensurado diariamente
para cada animal e estdo apresentado na forma de consumo relativo (%), resultado da
relacdo entre a quantidade especifica consumida e o peso do animal x 100.

A Figura 13 mostra o consumo relativo de agua (%) das fémeas, durante o periodo
pré-acasalamento (14 dias). O G2 diferiu estatisticamente do CN nos dias 7, 10 e 14
(P<0,01), enquanto que o G3 diferiu estatisticamente do CN nos dias 1, 4, 6, 7, 8, 10, 12,
13 e 14 (P<0,01), com excecdo do primeiro dia do G3, em todos os demais dias citados

0s grupos G2 e G3 consumiram mais agua que o CN.

Figura 13 — Consumo relativo [(peso diario em relagdo ao consumo diério) x 100] de agua
de fémeas tratadas com Agua destilada (CN), e oleuropeina nas doses de 500 mg/kg/dia
(G1), 1000 mg/kg/dia (G2) e 2000 mg/kg/dia (G3), durante o periodo de pré-
acasalamento. Dados expressos em média. (n=14, 21, 13 e 15 respectivamente). ANOVA
de medidas repetidas seguida de teste de Bonferroni.
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A Figura 14 mostra o consumo relativo de dgua (%) das fémeas durante o periodo
de gestacdo (21 dias) (A) e lactagédo (21 dias) (B), ndo houve diferenga estatisticamente

significativa entre os grupos nos dois periodos (P>0,05).
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Figura 14 — Consumo relativo [(peso diario em relagdo ao consumo diério) x 100] de agua
de fémeas tratadas com Agua destilada (CN) e oleuropeina nas doses de 500 mg/kg/dia
(G1), 1000 mg/kg/dia (G2) e 2000 mg/kg/dia (G3), durante o periodo de gestacdo (A) e
lactacdo B. Dados expressos em média. (n=14, 21, 13 e 15 respectivamente). ANOVA
de medidas repetidas.
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A Figura 15 mostra 0 consumo relativo de agua (%) dos machos, durante o periodo
pré-acasalamento (70 dias). O G1 ndo apresentou diferenca estatisticamente significativa
do CN. O G2 diferiu estatisticamente do CN nas semanas 1 a 4, 6 e 7 (P<0,01), enquanto
que o G3 diferiu estatisticamente do CN durante as 10 semanas de tratamento (1 a 10)
(P<0,01), em todos os momentos 0 G2 e G3 apresentaram consumo de agua maior que o

grupo controle.
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Figura 15 — Consumo relativo [(peso diario em relagdo ao consumo diério) x 100] de agua
de machos tratados com agua destilada (CN) e oleuropeina nas doses de 500 mg/kg/dia
(G1), 1000 mg/kg/dia (G2) e 2000 mg/kg/dia (G3), durante o periodo pré-acasalamento.
Dados expressos em média. (n=8, 7, 9 e 7 respectivamente). ANOVA de medidas
repetidas seguida de teste de Bonferroni.
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A Figura 16 mostra o consumo relativo de racdo (%) dos machos, durante o
periodo acasalamento (21 dias). O G1 diferiu estatisticamente do CN nos dias 13 e 20
(P<0,05) apresentando menor consumo nesses dias. O G2 diferiu estatisticamente do CN
nos dias 5, 20 e 21 (P<0,01) e o G3 diferiu estatisticamente do CN nosdias1a7,9a 12,
15, 16 e 18 (P<0,01), sendo as médias do G3 maiores que as do CN.

Figura 16 — Consumo relativo [épeso diario em relacdo ao consumo diario) x 100] de agua
de machos tratados com agua destilada (CN) e oleuropeina nas doses de 500 mg/kg/dia
(G1), 1000 mg/kg/dia (G2) e 2000 mg/kg/dia (G3), durante o periodo pré-acasalamento.
Dados expressos em média. (n=8, 7, 9 e 7 respectivamente). ANOVA de medidas
repetidas seguida de teste de Bonferroni.
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5.4 Peso relativo dos 6rgaos

A Tabela 2 mostra os pesos relativos dos 6rgaos das fémeas, podendo-se observar
que ndo houve diferenca estatisticamente significativa de nenhum 6rgéo em relacéo ao
CN (P>0,05).

Tabela 2 — Peso relativo dos 6rgaos [(massa do 6rgao em relaééo a massa corporal) x 100]
das fémeas adultas tratadas por via oral com &gua destilada (CN) e oleuropeina nas doses
de 500 mg/kg/dia (G1), 1000 mg/kg/dia (G2) e 2000 mg/kg/dia (G3), nos periodos pre-
acasalamento, acasalamento, gestacao e lactagdo. Dados expressos em meédia + EPM
(n=14, 21, 13 e 15 respectivamente).

Grupos

Peso relativo %o CN Gl G2 G3
Coracio 038 =001 037 =001 037 =002 035 = 0.01
Bago 024 £001 024 =001 023 £0.01 0.21 =001
Figado 583 =013 577 £0.13 6.26 =0.15 587 =024
Rim direito 042 £002 043 =001 0.45 =002 044 =001
Rim esquerdo 043 £001 041 =001 0.43 =002 045 =002
Ultero e ovarios 020 £001 017 =001 020 £003 015 = 0,004

ANOVA seguida de teste de teste de Bonferroni.

A Tabela 3 demonstra os pesos relativos dos 6rgao de machos, observando-se que
o figado de todos os grupos tratados com oleuropeina diferiram estatisticamente,
apresentando pesos maiores que o grupo controle (P<0,01), nos demais 6rgaos ndo houve

diferenca estatisticamente significativa entre eles.

Tabela 3 — Peso relativo dos 6rgdos [(massa do 6rgédo em relacdo a massa corporal) x 100]
dos machos adultos tratados por via oral com agua destilada (CN) e oleuropeina nas doses
de 500 mg/kg/dia (G1), 1000 mg/kg/dia (G2) e 2000 mg/kg/dia (G3), nos periodos de
pré-acasalamento e acasalamento. Dados expressos em media + EPM. (n=8, 7, 9 e 7
respectivamente).

Grupos

Peso relativo % CN Gl G2 G3
Coracao 0,26 £0,01 0,27 0,01 0,24 £0,003 0,27£0,01
Baco 0,18 £ 0,007 0,20+ 0,01 0,17£0,005 0,21£0,02
Figado 331010 392+0,11* 3,89+0,09% 4729=+0,16%
Rim direito 0,37+0,02 038=0,004 036=0,009 0,39=+0,01
Rim esquerdo 0,33 £0.01 0,360,007 0,35+£0,008 0,37=x0,01
Testiculo direito 0,37+ 0.01 0,39 £ 0,01 042+0,02 044+0,01
Testiculo esquerdo 0,38 +£0.01 0,39 + 0,01 042+002 047+0,03
Epididimo direito 0,12£0,005 0,12+£0,004 0,14£0,004 0,15+0,004
Epididimo esquerdo 0,13 =0,003 0,12+0,003 0,14=0.005 0.14 £0,003
Prostata 0,12 +£ 0,005 0,11 +0,06 0,11+0,01 0,13+£0,009
Vesicula seminal 0,16 £0.,01 0,16 £ 0,02 0,19+001 0,17+0.01

*Diferenca significativa (P<0,01), em relagdo ao grupo controle (CN) no teste de
ANOVA seguida de teste de Bonferroni.
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5.5 Parametros reprodutivos

A Tabela 4 mostra o desempenho reprodutivo das fémeas, ao serem tratadas com
oleuropeina em trés concentracdes (G1, G2 e G3) e do grupo controle negativo (CN) que
recebeu apenas o veiculo (agua destilada). Deve-se notar, que para os calculos da taxa de
viabilidade e taxa de desmame, o nimero de filhotes nascidos vivos utilizado foi o numero
obtido apos a padronizagéo das ninhadas que ocorreu no dia do nascimento, mantendo-se
oito filhotes por ninhada. Observa-se diferenca estatistica, com taxas maiores de gestacao
(P<0,05) e natalidade (P<0,01) do G2 quando comparado ao CN, todavia os grupos G2 e
G3 apresentam pesos estatisticamente menores dos seus filhotes ao nascer.

Tabela 4 — Taxas reprodutivas das fémeas adultas tratadas por via oral com agua destilada
(CN) e oleuropeina nas doses de 500 mg/kg/dia (G1), 1000 mg/kg/dia (G2) e 2000
mg/kg/dia (G3), nos periodos pré-acasalamento, acasalamento, gestacdo e lactagéo.
Dados expressos em media + EPM. (n=14, 21, 13 e 15 respectivamente).

Grupos

D
esempenho CN Gl G2 G3
reprodutivo

Numero de filhotes por
ninhada

Peso filhotes ao nascer 7.20£ 0,05 7.18+0.04 6.90+0.05*% 6,52+007*
Taxa de acasalamento

10.86=0,68 11.30+=042 11.19+0,55 10,92+0,68

(%) 05,83 00,48 82,76 88.89
Taxa de gestacdo (%) 65,22 73.68 95,83%* 81.25
Taxa de parto (%) 100 100 100 100
Taxa de perda pos-

implantaco (%) 9,55 6,62 7,98 10.89
Taxa de natalidade (%) 07.54 08.73 100* 100
Taxa de viabilidade (%) 100 100 100 100
Taxa de desmame (%) 100 100 100 100

*Diferenca significativa (P<0,01) e ** diferenca significativa (P<0,05), em relacéo ao
grupo controle (CN) no teste de ANOVA seguido do teste de Bonferroni para as taxas e
seguido de post hoc de Turkey para peso dos filhotes ao nascer.

A Tabela 5 mostra o desempenho reprodutivo dos machos, ao serem tratados com
oleuropeina em trés concentragdes (G1, G2 e G3) e do grupo controle negativo (CN) que
recebeu apenas o veiculo (agua destilada). Observa-se diferenca estatistica, com médias
maiores, na producdo diaria de espermatozoides do grupo G2 e G3 em relacdo ao CN
(P<0,01).
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Tabela 5 — Parametros reprodutivos dos machos tratados por via oral com agua destilada
(CN) e oleuropeina nas doses de 500 mg/kg/dia (G1), 1000 mg/kg/dia (G2) e 2000
mg/kg/dia (G3), nos periodos de pré-acasalamento e acasalamento. Dados expressos em
média = EPM. (n=8, 7, 9 e 7 respectivamente).

Grupos

CN Gl G2 G3
Produgdo diaria
de 67.33£4.74 6299 £ 867 27359=+x2720% 26194+4784*
espermatozoides
(x10%)
Numero de _ 248428 + 207428 + 283556+ 267285+
espermatozoides 301,27 136,31 182 46 25634
(x10%)
Espermatozoides 914 +1.22 921 £0.92 5.61 =0.69 8.07 =£1.37
anormais (%a)
Testosterona
sérica (ng/ml) 2.54+13 226059 6,47 =142 3.47+0.289

*Diferenca significativa (P<0,01), em relagdo ao grupo controle (CN). No teste de
ANOVA seguida de teste de Bonferroni.

5.6 Analise histopatoldgica

N&o foram observadas altera¢cbes macroscopicas e histologicas nos orgdos dos
machos e fémeas expostos a oleuropeina durante os periodos experimentais que
compreenderam esse estudo.
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6 DISCUSSAO

A oleuropeina € um composto fendlico encontrado em grandes concentracdes na
Olea europaea L., sendo considerada um dos grandes responsaveis pelas diversas
atividades bioldgicas atribuidas a planta (OMAR, 2010). A concentracdo de oleuropeina
no composto utilizado nesses estudo era de 40%, enquanto que a concentracao nas folhas
secas de Olea europaea L. gira em torno de 5 a 9% (HMPC, 2011). Dentre as diversas
propriedades terapéuticas atribuidas a esse composto fendlico, pode-se destacar sua
atividade antioxidante (JEMAI, 2008, OMAR, 2010), bem como sua ag¢ao contra uma
série de microrganismos, propriedade essa que vem ganhando grande atencdo da
comunidade cientifica (FURNERI, 2002; TASSOU; NYCHAS; BOARD, 1994;
TASSOU; NYCHAS 1994 e 1995; TRANTER, 1993; SUDJANA et al., 2009), incluindo
0 nosso grupo de pesquisas, que com 0 objetivo de encontrar novas substancias
antifingicas a partir de compostos naturais, ja vem desenvolvendo estudos especificos

usando a Olea europaea contra fungos filamentosos e leveduriformes (RIPOLL, 2019).

Tendo em vista a ampla gama de estudos envolvendo a oleuropeina, é necessaria
que a sua seguranca toxicoldgica seja bem estabelecida, afim de tornar seu uso
terapéuticos viavel. Na literatura € possivel encontrar alguns estudos avaliando o
potencial de toxicidade de extratos de folhas da Olea europaea, porém estudos especificos
em relacdo a oleuropeina sdo escassos (HASHMI et al., 2015a; OMAR, 2010;
PINHEIRO; MELLO, 2012; TURKEZ; TOGAR, 2011). Durante todo o periodo
experimental ndo foram observadas mortes, apatia, alteragdes comportamentais,
piloerecdo, prostracdo, alteragBes gastrointestinais e convulsdes, concordando com o
estudos realizados anteriormente (CHRISTIAN et al., 2004; CLEWELL et al., 2016).

6.1 Parametros reprodutivos

Nossos resultados ndo demonstraram prejuizos nos parametros reprodutivos
avaliados. De modo contréario, nos machos ocorreu aumento significativo na producao
diéria de espermatozoides nos grupos tratados com 1000mg/kg/dia (G2) e 2000mg/kg/dia
(G3) de oleuropeina, além de maiores dosagens de testosterona e menor nimero de
espermatozoides anormais no G2, embora esses ultimos resultados ndo tenham se
mostrado estatisticamente significativos (Tabela 5). Nas fémeas, além de nenhum grupo

tratado ter apresentado reducdo das taxas reprodutivas quando comparado ao CN,
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ocorram elevagdo nas taxas de gestacdo e natalidade do G2. Resultados que nédo se

apresentaram de maneira dose-dependente, uma vez que nao se mantiveram no G3.

Estudos prévios, apontam efeitos positivos da oleuropeina sobre o sistema
reprodutivo masculino frente a diferentes agressdes (ALIREZAEI et al., 2012;
ASHKANANI et al., 2020; HAKEMI et al., 2019; ROSTAMZADEH et al., 2020;
SARBISHEGI; ALHAGH CHARKHAT GORGICH; KHAJAVI, 2017; SOLIMAN et
al., 2019). O estudo conduzido por Alirezai et al., (2012), demonstrou que a oleuropeina
foi capaz de reverter danos oxidativos causados pelo etanol sobre espermatozoides de
ratos através da inibicdo do processo de peroxidacdo lipidica e supressdo do estresse
oxidativo, evidenciando aumento da motilidade e maior integridade da membrana
espermatica nos animais que receberam oleuropeina apds o etanol, todavia nesse estudo
ndo foi avaliado a acdo da oleuropeina sobre as células espermaéticas sem 0 uso
concomitante do etanol. Um estudo mais recente, demonstrou a capacidade da
oleuropeina de amenizar efeitos deletérios do mancozeb, um fungicida agricola, sobre a
viabilidade e motilidade espermatica de ratos, bem como reverter diminuigdes nas
dosagens de testosterona e auxiliar na manutencdo da integridade da cromatina dos
espermatozoides dos animais que receberam o fungicida. Alem disso, no grupo que
recebeu apenas oleuropeina na dose de 200mg/kg, sem o mancozeb, foi evidenciado,
maior motilidade espermatica, aumento do diametro dos tabulos seminiferos e aumento
do epitélio germinativo, quando comparados aos demais grupos, incluindo o controle.
Esses efeitos benéficos ndo se mantiveram nas doses de 400mg/kg, ndo demonstrando
uma relacdo dose-dependente, assim como no nosso estudo (ASHKANANI et al., 2020).
Todavia, mais estudos sdo necessarios, especialmente no que diz respeito a doses
adequadas e na elucidacdo de mecanismos moleculares envolvidos nos efeitos
citoprotetores da oleuropeina (ROSTAMZADEH et al., 2020). Esses resultados, fazem
da oleuropeina uma substancia promissora na mitigacdo de danos causados as células
reprodutivas frente a eventos agressores, ou ainda no tratamento da infertilidade
masculina. Nossos resultados, corroboram com esses estudos, a0 mostrar uma agado
benéfica da oleuropeina sobre a fertilidade, quando administrada em machos adultos,
embora em nosso estudo ndo tenham sido analisados parametros como motilidade
espermatica e nem testes analisando a integridade dos espermatozoides, podendo ser tema
de estudos futuros.



51

6.2 Peso de 6rgaos

A avaliacdo do peso relativo dos 6rgdos mostrou aumento do figado dos machos
nos trés grupos tratados quando comparados ao grupo controle (Tabela 2), todavia ndo
foram observadas alteragdes na histopatologia dos o6rgdos, resultado similar ao
demonstrado por Clewell et al., 2016, mas que diferem dos estudos de Arantes-Rodrigues
etal., (2011) e Omer et al., (2012), onde ao administrar extrato de folhas de oliva por 14
e 6 semanas respectivamente, evidenciaram além do aumento hepatico, alteracbes
hepatocelulares, como hiperplasia de ductos, fibrose e infiltracdo inflamatdria, e elevacao
de enzimas hepaticas (ALT, fosfatase alcalina e bilirrubinas totais). Essa divergéncia nos
estudos, pode estar relacionada a diferenga da composi¢do dos extratos utilizada nos
experimentos. Além disso um estudo de 2015, mostrou que a oleuropeina foi capaz de
reverter sinais de hepatotoxicidade em animais com toxicidade induzida por bisfenol-A,
como degeneracdo de hepatdcitos, proliferagdo de células de Kupffer e infiltracdo
inflamatdria. Efeitos atribuidos a reducéo do estresse oxidativo nos animais, através da
reducdo de marcadores de peroxidacdo lipidica e aumento na atividade de catalases
hepaticas (MAHMOUDI et al., 2015). Em estudos toxicoldgicos o figado tem grande
importancia, por se tratar do principal responsavel pelo metabolismo, tanto de substancias
exogenas como enddgenas e por isso também é algo priméario da acdo toxica de
xenobidticos ou seus metabdlitos (SZACHOWICZ-PETELSA et al., 2012). Nossos
resultados podem sugerir que a oleuropeina tenha causado algum tipo de agressao
hepatica aos animais, porém é possivel que essa agressdo tenha sido reparada devido a
sua atividade hepatoprotetora, como citado por Mahmoudi et al., 2015. A dosagem de
enzimas hepaticas e analise de marcadores de estresse oxidativo nos nossos animais ao
longo do experimento poderiam confirmar essa possibilidade, porém tais ensaios nao

foram realizados.

6.3 Consumo de 4gua

Os machos do G3, consumiram maior quantidade de &gua em todo o periodo
experimental quando comparado ao CN (Figuras 16 e 17), bem como as fémeas do G3
consumiram mais agua no periodo pre-acasalamento. Resultados similares foram
encontrados na avaliagdo toxicologica do Rosmarinus officinalis (SANTOS, 2007).
Porém em estudos de desenvolvimento e toxicidade reprodutiva, o fator de importancia é
a diminuicéo da ingesta, pois pode acarretar em prejuizo no desenvolvimento dos animais
(LEICHTER & LEE, 1984; CAMPBELL et al.; 2009). Além disso, a avaliacao dos dados
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relativos de consumo de agua em estudos de toxicidade e desenvolvimento ndo podem
ser baseados em parametros ndo testados, tais alteracBes devem ser avaliadas em
associacdo aos dados de hidratacdo e deplecdo de fluidos dos animais (CAMPBELL et

al., 2009), dados que ndo foram avaliados nesse experimento.

6.4 Consumo alimentar e desenvolvimento ponderal

Nesse estudo foi demonstrado que os trés grupos tratados com oleuropeina, tanto
machos como fémeas, apresentaram oscilagdes no consumo de alimento ao longo dos
periodos experimentais, sendo mais evidentes em alguns momentos, apesar disso, todos
0S grupos tiveram aumento de peso ao longo do experimento. Diminui¢Oes de ingesta de
alimento, agua e consequentemente diminuicdo do peso corporal sdo parametros
importantes a serem analisados durante a avaliacdo toxicologica de uma substancia,
podendo indicar sinais de toxicidade sistémica ao fornecerem parametros do estado de
saude geral dos animais (VALADARES, 2006).

As fémeas do grupo que recebeu 2000 mg/kg/dia de oleuropeina (G3) consumiram
menos alimento do 1° ao 5° dia do periodo pré-acasalamento e também ganharam menos
peso nesse periodo quando comparadas ao CN, e ap06s iss0, as oscilagdes no consumo nédo
afetaram o ganho de peso corporal. De maneira similar os machos do G3 consumiram
menos alimento em relacdo ao CN na 12 e 22 semana do periodo pré-acasalamento e
ganham menos peso da 1* a 42 semana, ap6s isso tiveram ganho de peso
significativamente superior ao CN na maior parte do experimento (Figuras 12 e 13). Esses
resultados diferem de estudos prévios (CHRISTIAN et al., 2004; CLEWELL et al.,
2016), e diferem também de outros estudos com substancias como o glifosato ou
Rosmarinus officinalis (alecrim), onde ndo houveram alteragdes de consumo e no ganho
de peso, embora sinais de toxicidade sistémica tenham sido observados nos animais
(DALLEGRAVE, 2003; SANTOS, 2007). A diminui¢do no consumo alimentar pode ser
um indicativo de toxicidade sistémica, todavia essa diminuicdo ndo se manteve ao longo
do tempo, sugerindo uma possivel adaptacdo dos animais, além disso, nas doses de
500mg/kg e 1000 mg/kg essa reducdo ndo foi evidenciada, tornando essas doses mais

Seguras para uso.
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6.5 Toxicidade materna

Durante o periodo gestacional, as fémeas do G3 tiveram ganho de peso
estatisticamente menor em alguns momentos, especialmente nos 3 ultimos dias pré-parto
(Figura 5), embora tenham apresentado consumo de alimento estatisticamente similar ao
CN. Reducdes do peso materno pode indicar sinais de toxicidade materna, quando
relacionado a um menor peso dos fetos, especialmente no Gltimo trimestre de gestacgéo,
quando o peso dos filhotes influencia no peso da progenitora (BEYER et al., 2011). Ao
analisarmos 0 peso da progénie (Tabela 4) nota-se que G3 apresentou também menor
peso das ninhadas ao nascer quando comparados ao CN. Ninhadas mais leves também
foram observadas no G2, apesar dessas fémeas ndo terem apresentado diminui¢fes no
ganho de peso durante a gestacéo e terem apresentado a maior taxa de natalidade. Ao se
avaliar a toxicidade materna, no que se refere a ganho de peso diminuido ou perda de
peso corporal, deve-se considerar que qualquer efeito que leve a diminui¢do do peso fetal
ou na reducédo do tamanho da ninhada afetardo o peso materno. De modo que para avaliar
a influéncia do peso corporal fetal sobre 0 peso materno, é essencial correlacionar que se
avalie a correlacdo entre o0 peso materno, peso do Utero gravidico, tamanho da ninhada e
peso dos fetos (BEYER et al., 2011). Nesse estudo, o peso do utero e o nimero de filhotes
por ninhada dos grupos tratados, ndo demonstraram diferenga estatistica em comparagéo
ao grupo controle, todavia a redugdo do peso materno e de suas ninhadas podem indicar
sinais de toxicidade materna, corroborando com os achados do segmento Il do estudo
sobre a toxicidade da oleuropeina (teratogénicidade), onde também ocorreu diminuicéo
do peso das fémeas do grupo que recebeu 2000mg/kg/dia de oleuropeina no dltimo
trimestre de gestacdo e menor peso das suas ninhadas, além da progénie de todos os
grupos tratados ter apresentado retardo no desenvolvimento 6sseo (SEBERINO, 2020).
Enquanto que no segmento 111, a exposi¢do da progénie durante o periodo gestacional a
oleuropeina levou a prejuizos no desenvolvimento fisico dos animais, alteragdes
cognitivas e comportamentais, e prejuizo nos parametros reprodutivos nos machos
pUberes devido ao aumento em espermatozoides anormais (OLIVEIRA, 2021). Desse
modo, os dados dos trés segmentos em conjunto sugerem cautela no uso da oleuropeina
durante o periodo gestacional, sendo mais estudos necessarios afim de identificar os

mecanismos que levam a essas alteragoes.
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7 CONCLUSAO

A exposicdo de ratos Wistar machos e fémeas adultos a oleuropeina no segmento
I, nas doses de 500 mg/kg, 1000 mg/kg e 2000 mg/kg por dia, durante os periodos de pré-
acasalamento, acasalamento, gestacéo e lactacédo para a avaliacao da toxicidade cronica e

reprodutiva, nos permite concluir que:

- Ndo foram observados prejuizos nos parametros reprodutivos avaliados. De modo
contrario, nos machos ocorreu aumentos significativo na producdo diaria de
espermatozoides nos grupos G2 e G3, além de maiores dosagens de testosterona e menor
namero de espermatozoides anormais no G2. Nas fémeas, além de nenhum grupo tratado
ter apresentado reducdo das taxas reprodutivas quando comparado ao CN, ocorram

elevacdo nas taxas de gestacéo e natalidade do G2.

- Houve aumento do peso relativo do figado dos trés grupos tratados com oleuropeina
quando comparados ao grupo controle, porém ndo foram observadas alteracdes
histopatoldgicas no figado ou em qualquer outro érgdo avaliado, sugerindo uma reversao

dos danos hepaticos que possam ter acontecido;

- Durante o experimento ocorreram oscilagdes nos consumos de agua e alimento nos trés
grupos experimentais, sendo mais evidente o menor consumo alimentar com consequente
reducdo de peso dos machos e fémeas do G3 no inicio do periodo pré-acasalamento,
diminuic¢des que ndo se mantiveram ao longo do tempo, bem como ndo ocorreram outras
alteraces sisttmicas como piloerecdo, tremores e convulsdes, sugerindo uma adaptacao

por parte dos animais;

- As fémeas de G2 e G3 tiveram ninhadas mais leves quando comparadas ao CN, sendo
que as fémeas de G3 também tiveram menor ganho de peso durante a gestagdo,
especialmente nos ultimos dias pré-parto, sinais que sugerem toxicidade materna.
Todavia se observou que as fémeas de G2 além de ndo terem apresentado reducdo do

peso durante a gestacao.

Esse estudo representa o segmento I, de um estudo mais amplo sobre a toxicidade
da oleuropeina, compreendido por trés segmentos, que teve como objetivo atestar a sua
seguranca toxicologica para uso in vivo. Nossos resultados fazem da oleuropeina uma
substancia promissora devido a sua acdo sobre parametros de fertilidade masculina,

todavia sugere-se cautela no seu uso o periodo gestacional, especialmente em altas doses.
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ANEXO A - Laudo da Comercial da Oleuropeina

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

XI'AN GREEN XCE CO.,LTD 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 Characteristy Complies
Taste e3tSh 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 in 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 B — Analise quimica da amostra de oleuropeina

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 po,
contendo 40% de oleuropeina e 3,21% de umidade (Anexo A).

A amostra foi analisada por diferentes ferramentas analiticas, como ressonéncia
magnética nuclear (RMN), espectrometria de massas (EM) e espectroscopia de ultra-
violeta (UV), (Figura 3 a 8).

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 estéo
de acordo com os resultados descritos por Ibrahim et al. (2017) para 0 mesmo composto.

Para a anélise de EM, a amostra foi injetada diretamente em um equipamento Q-
TOF (micrOTOF-QII Bruker Daltonics) com ionizacgdo por eletrospray (ESI). A analise
foi realizada no modo negativo, utilizando N2 a 200°C, fluxo de gés de 8 L/min, voltagem
do capilar de 4000 eV e energia de ionizagédo 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 resolugéo e com o perfil de
fragmentacdo dos ions. Os espectros de massas obtidos em modo negativo para
oleuropeina apresentam semelhanga 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
separacdo 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
¢ o volume de injecdo foi de 10 uL. A amostra contendo oleuropeina foi injetada na

concentragdo de 1000 pg/mL e observada em uma faixa de 210 a 400 nm.
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Figura 3. Espectro de *H-RMN da amostra (400 MHz, MeOD). Neste tipo de
espectro é possivel obter informacdes a respeito dos atomos de hidrogénio da molécula

que estdo ligados a atomos de carbono.
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Figura 4. Espectro de 13C-RMN da amostra (100 MHz, MeOD). Neste tipo de espectro

é possivel obter informac@es a respeito dos &tomos de carbono da molécula.
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Figura 5. Espectro de massas da amostra através de injecdo direta por Q-tof-ESI-MS,
modo negativo. Neste tipo de espectro € possivel obter informacao a respeito da massa

molecular do composto.
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Figura 6. Padrdo de fragmentacdo da oleuropeina por Q-tof-ESI-MS, modo negativo.
Neste tipo de espectro é possivel obter informaces a respeito do perfil de fragmentacéo

da amostra analisada.
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Figura 7. Cromatograma da amostra por CLAE-DAD (210-400 nm). Neste tipo de
analise, é possivel obter informagBes 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 8. 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. 7.
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ANEXO C - Carta de Aprovacdo CEUA - UFRGS

UFRGS PRO-REITORIA DE PESQUISA ﬁ(__i-_ [}é
UNAERSIDADE FEDERAL Comissdo De Etica No Uso De Animais
DO R GRANDE DO SIL
CARTA DE APROVACAO
Comissdio De Etica No Uso De Animais analisou o projeto:
NGmero: 37279
Titulo: VALIAGAO DA TOXICIDADE GRONIGA E REPRODUTIVA (Segmento 1) do Sleo sssencial de
Olea europass em Ratos Wistar

Vigéncia: 07/05/2019 a 28/02/2021

Pesquisadores:
Equipe UFRGS:

JOAO ROBERTO BRAGA DE MELLO - cocrdanador desde 07/05/2019

FERNANDA BASTOS DE MELLO - pesquisadar desde 07/0572019

RAQUEL LUISA BREUNIG - Aluno de Mestraco desde 07/05/2019

MURIEL RODRIGUES FERRAZ DE OLIVEIRA - Aluno de Mestrado dasde 07052019
Gisele Barcelos Seberino - Aluno de Mestrado desde 07052019

Comisséo De Etica No Uso De Animais aprovou © mesmo , em reunido realizada em
24/06/2019 - Auditério do Plenarinho - Andar Térreo do Prédio da Reitoria - Campus Centro
UFRGS - Bairro Farroupilha - Porto Alegre/RS,em seus aspectos éticos e metodolégicos,
para a utilizagdo de 160 ratos (40 machos e 120 fémeas) Wistar, com 90 dias de idade
provenientes do CREAL da UFRGS, de acordo com os preceitos das Diretrizes ¢ Normas
Nacionais e Internacionals, especlaimente a Lei 11.794 de 08 de novernbro de 2008, o
Decreto 6899 de 15 de Julho de 2009, e as normas editadas pelo Conselho Naclonal de
Controle da Experimentacio Animal (CONCEA), que disciplinam a produgio, manutengio
e/ou utilizagdo de animais do filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem) em
atividade de ensino ou pesquisa.
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