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RESUMO

A Passiflora incarnata € comercializada em muitos paises como fitoterapico e é
prescrita principalmente como sedativa e ansiolitica. Ainda que as diretrizes de
prescricdo médica para a maioria dos fitoterapicos comercializados recomendem sua
utilizacdo sob supervisdo médica durante a gestacdo, estudos reprodutivos e de
desenvolvimento sdo escassos e nao obrigatérios para fins regulatorios. Para avaliar
a toxicidade reprodutiva e do desenvolvimento da P.incarnata, administramos, por
gavage, a ratas Wistar, 30 ou 300 mg/kg deste fitoterapico, do dia gestacional (DG) 0
ao dia pos-natal (DPN) 21. O tratamento com P. incarnata nao influenciou o ganho
de peso corporeo e o consumo de racdo, bem como ndo alterou o desempenho
reprodutivo (perda pos-implantacdo, tamanho da ninhada, peso da ninhada) das
maes. O desenvolvimento fisico dos filhotes (ganho de peso corporal, dia da
abertura vaginal ou separacéo prepucial), bem como o comportamento no teste de
campo aberto nos DPN 22, 35 e 75 também néo foram influenciados por este
tratamento. A avaliagdo comportamental de filhotes no labirinto em cruz elevado
indicou um aumento da porcentagem de entradas nos bragos abertos em filhotes
machos expostos a dose de 30 mg/kg, mas esse efeito foi restrito ao DPN 22. O
comportamento copulatério foi prejudicado nos filhotes machos adultos expostos a
dose de 300 mg/kg de P. incarnata. Neste grupo, apenas 3 dos 11 filhotes foram
considerados sexualmente competentes, ou seja, apresentaram intromissdo e
ejaculacdo quando expostos a uma fémea em fase de estro. Este prejuizo
comportamental ndo foi acompanhado por alteragdes nos niveis plasmaticos de
testosterona, peso de glandulas e érgéos relacionados ao sistema reprodutor e
contagem espermatica e distancia anogenital. A hipotese de que a alteragdo da
aromatizacdo durante o periodo perinatal e/ou de longa duracdo pode est=r
associada com o efeito observado merece investigagédo mais aprofundada.

Palavras-chaves: Passiflora incarnata. Toxicidade reprodutiva. Toxicidade do
desenvolvimento. Gestagdo. Lactacdo. Campo aberto.
Comportamento sexual.
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ABSTRACT

Passiflora incarnata is marketed in many countries as a phytomedicine and is
prescribed mainly as sedative and anxiolytic. Even though the physician prescribing
directions of most marketed phytomedicines recommend them to be used under
medical supervision, reproductive and developmental studies are sparse and not
mandatory for regulatory purposes. To evaluate the reproductive and developmental
toxicity of P. incarnata we gavaged Wistar female rats with 30 or 300 mg/kg of this
herb from gestational day (GD) O to postnatal day (PND) 21. P. incarnata treatment
did not influence dams” body weight and food intake as well as their reproductive
performance (post-implantation loss, litter size, litter weight). Physical development of
pups (body weight gain, day of vaginal opening or preputial separation) as well as
their behavior in the open field at PND 22, 35 and 75 have also not been influenced.
Behavioral evaluation of pups in the elevated plus-maze indicated an increased
percentage of open arm entries in the P 30-exposed male pups but this effect was
restricted to PND 22. Sexual behavior was disrupted in adult male pups exposed to
300 mg/kg of P. incarnata. In this group, only 3 out of 11 pups were sexually
competent, i.e., presented intromission and ejaculation when exposed to a female in
the estrous phase. This behavioral disruption was not accompanied by alterations in
plasmatic testosterone levels, reproductive-related organs and glands weights, sperm
count and anogenital distance. It is hypothesized that aromatase inhibition may be
involved in the observed effect.

Keywords: Passiflora incarnate. Reproductive Toxicity. Developmental toxicity.
Pregnancy. Lactation. Open-field. Sexual behavior.
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1 INTRODUCAO

Produtos vegetais medicinais tém sido amplamente utilizados
mundialmente. Nos paises em desenvolvimento, eles representam uma alternativa
terapéutica economicamente viavel, nos paises desenvolvidos, uma alternativa
terapéutica em consonancia com o modismo de consumo de produtos naturais.
Estima-se que 80% da populacdo de paises em desenvolvimento, incluindo o Brasil,
facam uso de produtos vegetais (Yunes & Calixto, 2001), niumero ndo muito distante
dos 70% relatados em estudos conduzidos em paises desenvolvidos (Buttar &
Jones, 2003; Koren et al., 2008).

Em 2006, o governo federal brasileiro publicou o Decreto n°® 5813
aprovando a Politica a Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterdpicos com o objetivo
de garantir a populacdo brasileira 0 acesso seguro e o uso racional de plantas
medicinais e fitoterapicos (Brasil, 2006). Desde entdo, varios documentos tém sido
elaborados para que o objetivo deste programa seja atingido. Entre esses
documentos, encontra-se a “Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao
Sistema Unico de Saude” (RENISUS), publicada em 2009 pelo Ministério da Satde
(Brasil, 2009). Esta lista compreende 71 espécies ou géneros vegetais
tradicionalmente usados no Brasil com potencial de avancar nas etapas da cadeia
produtiva e de gerar produtos de interesse ao Sistema Unico de Satde (SUS).

Devido a multiplicidade de moléculas presentes nos produtos
vegetais (frequentemente em concentrac6es desconhecidas), torna-se dificil estimar
o perfil farmacolégico e/ou toxicoldégico exato desses produtos. Apesar destas
incertezas, a maioria dos usuarios acredita que sejam medicamentos seguros, uma
vez que sdo substancias naturais (Buttar e Jones, 2003). Isso torna os produtos
vegetais atraentes, inclusive para populacbes consideradas especiais como
criangas, idosos e gestantes.

Em relacdo a este Ultimo grupo, o uso de produtos medicinais de
origem vegetal durante a gravidez tem sido relatado em cerca de 4 a 55% das
gestantes, desconsiderando o uso como abortivo (Nordeng & Havnen, 2005;
Refuerzo et al, 2005; Tiran, 2003). E interessante mencionar que mesmo as
mulheres gravidas que ndo utilizam produtos vegetais medicinais enxergam o seu
uso de uma forma positiva (Nordeng & Havnen, 2005). Ainda mais, além do uso

intencional de produtos vegetais durante a gravidez, também devemos considerar a
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probabilidade de ocorréncia do uso acidental, ou seja, enquanto a mulher
desconhece sua gravidez. Este uso ndo deve ser subestimado uma vez que pelo
menos 50% das gravidezes nédo séo planejadas (Brown & Eisenberg, 1995)

O género Passiflora é composto por, aproximadamente, 500
espécies de plantas conhecidas popularmente como maracuja. Entre elas, a P.
incarnata possui a maior gama de aplicacdes clinicas. Trata-se de uma espécie
depressora do sistema nervoso central (Dhawan et al, 2004.) que atua, pelo menos
em parte, através do sistema gabaérgico (Zanoli et al, 2000; Grundmann et al, 2008)
e gque induz efeitos ansioliticos e sedativos (Soulimani et al, 1997; Zanoli et al, 2000).

Em muitos paises, incluindo o Brasil, a P. incarnata é comercializada
como medicamento fitoterapico, sendo comumente dispensada em farmacias,
drogarias e Unidades Béasicas de Saude (Diniz, 2006), além de integrar a RENISUS.

Considerando-se que a maternidade pode desencadear em muitas
mulheres uma busca por habitos mais saudaveis de vida - incluindo a preferéncia
por medicamentos fitoterapicos a medicamentos alopaticos convencionais (Chandra
et al., 2002; Nordeng & Havnen,2005) — e sabendo-se ainda que depressao, insbnia
e ansiedade sao disturbios comuns de serem observados em mulheres em idade
fértil (Leppée et al, 2010), € possivel que mulheres utilizem, de maneira consciente
ou inconsciente, produtos vegetais ansioliticos e sedativos, como a P. incarnata,
durante a gestacao.

Tal como observado para muitas plantas utilizadas pela populacdo
(Verissimo et al., 2011), informacdes a respeito da seguranca do uso da P. incarnata
durante a gravidez e/ou lactagdo sdo escassas. Na verdade, foi encontrado um
Unico estudo in vitro que sugeriu acao uterotdnica desta planta (Ruggy & Smith,
1940). Baseado neste estudo, a bula de fitoterapicos a base de P. incarnata
comercializados no Brasil indica que 0 seu uso durante a gravidez e/ou
amamentacdo necessita de orientagdo do médico ou dentista (BRASIL, 2008).
Contudo, orientar sem suporte cientifico certamente ndo deve ser uma tarefa facil
para esses profissionais.

No presente estudo, foi avaliada a toxicidade reprodutiva e do
desenvolvimento da P. incarnata em ratos expostos durante a gestagéo e lactacéo.
Para esta avaliagdo seguimos o item 4.1.2 do guia “Detection of toxicity to
reproduction for medical products & toxicity to male fertility S5 (R2)” da International

Conference on Harmonisation of Technical Requirements for Registration of
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Pharmaceuticals for Human Use (ICH, 2005), uma organizacdo que publica guias
objetivando orientar e harmonizar a avaliagdo toxicologica de produtos
farmacéuticos.

Sabe-se ainda que a P. incarnata possui papel inibitério sobre a
aromatase, uma enzima da familia das oxidases mistas microssomais, que €
responsavel pela conversdo de androgénios em estrogénios (Dhawan, 2002). A
atividade adequada desta enzima € fundamental durante a maturacdo sexual
hipotalamica, uma vez que a masculinizacdo do encéfalo ndo depende diretamente
da testosterona, mas sim da adequada conversdo de testosterona em estrogeno
(Freeman & Rissman, 1996). Nos ratos, a aromatase surge entre os dias
gestacionais 15 e 16 e tem seu pico entre os dias gestacionais 19 e 20 (Negri-Cesi
et al., 2001). Sabe-se que a auséncia de aromatizacao durante esse periodo critico
do desenvolvimento hipotalamico pode ter efeitos duradouros no desenvolvimento e
desempenho reprodutivos de machos (Gerardin et al., 2008; Bakker et al, 1993). Por
este motivo, ao nosso modelo de estudo foi incorporada a avaliagdo do
desenvolvimento sexual de filhotes machos, incluindo parametros de

desenvolvimento, hormonais e comportamentais.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Conduzir um estudo experimental para avaliagdo da toxicidade
reprodutiva e do desenvolvimento da P. incarnata em ratas tratadas durante a
gestacdo e amamentacao, visando detectar efeitos adversos na fémea prenhe ou
lactante e sobre o desenvolvimento do concepto e prole apdés a exposi¢cdo dos

filhotes desde a concepcéao até o desmame.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar indicadores de toxicidade geral (ganho de peso, consumo de
racao, bem-estar geral) e reprodutiva (duracdo da gestacdo, numero
de filhotes machos e fémeas nascidos vivos e mortos) em ratas
tratadas com P. incarnata durante a gestacdo e amamentacao.

- Avaliar o comportamento (atividade geral, memoéria de habituacéo e
ansiedade) dos filhotes machos e fémeas recém-desmamados (22
dias), adolescentes (35 dias) e adultos (75 dias) expostos a P.
incarnata durante a gestacao e amamentacao.

- Avaliar parametros de desenvolvimento sexual (distancia anogenital,
dia do descolamento do prepucio, dia da abertura vaginal) nos
filhotes.

- Executar a contagem espermatica, registrar o peso dos 0rgaos
relacionados a reproducdo e avaliar o comportamento sexual de

filhotes machos adultos (90 dias).



3 MATERIAIS E METODOS

3.1 DESENHO EXPERIMENTAL
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O diagrama abaixo resume o0 desenho experimental empregado

nesse trabalho.

Figura 1 - Diagrama do desenho experimental. DG: dia gestacional, DPN: dia pés-
natal; DAG: distancia anogenital; OF: Campo aberto; EPM: labirinto em

cruz elevado.
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3.2  ANIMAIS E TRATAMENTO

Filhotes Machos e Fémeas:
- Atividade geral (OF)
- Memoria de Habituacao (OF)
- Ansiedade (EPM)

Para a geracéo parental foram utilizados ratos machos e fémeas da

linhagem Wistar, com aproximadamente 80 dias de idade, fornecidos pelo Biotério
Central da Universidade Estadual de Londrina (UEL).

Para o acasalamento, ao final de cada dia foi colocado 1 macho em

cada gaiola contendo 2 ou 3 fémeas. Em cada manha foi realizado esfregaco vaginal
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e o dia gestacional (DG) O foi determinado quando se observou, ao microscépio
Optico, a presenca de células caracteristicas da fase estro concomitantes com
espermatozoides.

No DG 0, as ratas consideradas prenhes foram alojadas
individualmente e separadas aleatoriamente em fémeas controle (CON) ou fémeas
tratadas com P. incarnata (P). As fémeas CON (n = 22 fémeas) foram tratadas por
gavage diariamente com agua, enquanto as fémeas P receberam diariamente por
gavage 30 (P30, n = 21 fémeas) ou 300 (P300, n = 19 fémeas) mg/kg de P.
incarnata. A duracdo do tratamento se deu do DG 0 ao dia pds-natal (DPN) 21.
Como fonte de P. incarnata, foi utilizado um medicamento fitoterapico industrializado
(Passiene®), na forma farmacéutica xarope, do Laboratério Herbarium. Este xarope é
padronizado em 0,19% de vitexina. Em humanos, a dose de 20-30mg/kg/dia é
normalmente recomendada.

Ao nascer (DPN 0), o numero de filhotes foi contabilizado e as
ninhadas foram pesadas. No DPN 4, as ninhadas foram reduzidas a 8 filhotes para
evitar que filhotes pertencentes a ninhadas maiores recebessem menor quantidade
de principio(s) ativo(s) que filhotes de ninhadas menores. Os filhotes excedentes
foram eutanasiados por decapitacdo. Sempre que possivel foi mantido um namero
igual de machos e fémeas por ninhada. Os filhotes foram desmamados no DPN 21 e
alojados em grupos separados por género e teste a serem submetidos, até o
momento das avaliagcdes.

A unidade experimental foi a ninhada, ou seja, filhotes do mesmo
género de uma mesma ninhada néao foram utilizados para uma mesma avaliagao.

Todos os animais tiveram livre acesso a agua e ragéo (Nuvital®).
Eles foram mantidos no biotério do Departamento de Ciéncias Fisiologicas a 21 £ 2 °
C em um ciclo de 12:12h claro-escuro. Os animais foram aclimatizados por pelo
menos 7 dias antes de iniciar os acasalamentos. Todos os procedimentos animais
foram aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da UEL (CEEA
16/2010).
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3.3 ToxicIDADE GERAL E DESEMPENHO REPRODUTIVO DAS MAES

O peso corporal materno e a ingestdo de racdo foram registrados
diaria e semanalmente, respectivamente, durante todo o periodo de gestacdo e
lactacdo. Além disso, o ganho de peso materno real foi estimado subtraindo-se o
peso no DPN 0 do peso no DG 0. No DPN 0, o numero de filhotes machos e fémeas
em cada ninhada foi determinado, bem como o peso total da ninhada. No DPN 21,
as mées foram eutaniasiadas com éter etilico e seus cornos uterinos, removidos. O
namero de sitios de implantacdo (Figura 2) foi contabilizado e a taxa de perda pés-

implantacéo foi calculada por meio da seguinte equacao:

(nimero de pontos de implantacdo - nUmero de filhotes nascidos vivos) x 100

namero de pontos de implantacéo

Figura 2 - Sitios de implantacao uterinos

3.4 DESENVOLVIMENTO Fisico bos FILHOTES

O peso corporal de cada ninhada foi registrado e dividido pelo
namero total de filhotes nos DPN 7, 14 e 21. Dessa forma, encontrou-se 0 peso
médio dos filhotes de cada ninhada. O dia da abertura vaginal das fémeas e da
separacao prepucial dos machos foram registrados e utilizados como indicadores do

inicio da maturidade sexual.

3.5 AVALIACAO COMPORTAMENTAL DOS FILHOTES

Filhotes machos e fémeas foram submetidos a avaliacédo
comportamental nos DPN 22, 35 e 75. Os animais foram levados ao Laboratoério de
Analise de Comportamento 24 horas antes das realizacdes dos testes, para
adaptacdo. O laboratério apresentava controle de temperatura, luminosidade e
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ruido. Em cada idade um filhote diferente foi avaliado. Todos os testes
comportamentais foram gravados por uma camera de video ligada a um computador
em uma sala adjacente. Os videos foram analisados de forma cega em relacdo ao

tratamento.

3.5.1 Atividade Geral

A atividade geral foi avaliada por meio do teste de campo aberto
(Broadhurst, 1960). O aparelho consistiu de uma superficie circular de madeira
circundada por uma parede de acrilico. O diametro da arena utilizada para a
avaliacdo de ratos recém-desmamados (DPN 22) foi de 39 cm e, para 0s
adolescentes (DPN 35) e adultos (DPN 75), 60 cm. A superficie era branca e dividida
em partes semelhantes por circulos concéntricos e segmentos de retas (Figura 3).
Cada animal foi colocado individualmente no centro da arena e as seguintes
varidveis foram observadas e registradas durante uma sesséo de 3 minutos (Moreira
et al, 2001;. Veenema et al, 2007):
— Locomocéo: numero de espacos invadidos pelo animal com as 4 patas;
— Levantar: nUmero de vezes que o animal se apoiou sobre as patas
traseiras;
— Limpeza: tempo, em segundos, que o animal gastou se limpando;
— Tempo de permanéncia na area periférica: tempo, em segundos, que 0
animal permaneceu nos espacos adjacentes a parede da arena;

— Tempo de permanéncia na area central.
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Figura 3 - Arena do campo aberto. A esquerda, foto do modelo de aparelho
utilizado. A direita, representacdo esquematica da vista superior da

arena, com o animal posicionado ao centro.
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7

3.5.2 Memodria de Habituacdo

A memoéria de habituacdo foi avaliada de acordo com metodologia
descrita por Barros et al. (2006), com modificacdes. Os animais foram recolocados
no campo aberto 24 horas apGs a primeira sessdo, descrita no item anterior, € 0
namero de locomocgdes foi novamente quantificado por 3 minutos. A redugcdo na

contagem de locomocdo foi interpretada como memoaria de habituacéo.

3.5.3 Ansiedade

A ansiedade foi avaliada por meio do teste de labirinto em cruz
elevado (Pellow & File, 1986). O aparelho consistiu de dois bragos abertos, 50 x 10
cm (comprimento x largura) e dois bragos fechados, 50 x 10 x 50 cm (comprimento x
largura x altura) opostos um ao outro (Figura 4). Ratos recém-desmamados (DPN
22) foram avaliados em um aparelho similar, mas as medidas foram de 30 x 5 cm
para os bracos abertos e 30 x 5 x 15 cm para os bracos fechados. Para o teste, cada
animal foi colocado no centro do labirinto, de frente para um dos bragos abertos e o
namero de entradas e o tempo gasto nos bragcos abertos e fechados foram
registrados por 5 min. A porcentagem de entradas nos bracos abertos foi obtida

dividindo-se o niumero de entradas nos bracos abertos pelo niumero total de entradas
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nos bracgos abertos e fechados, multiplicado por 100. A porcentagem de tempo gasto
nos bracos abertos foi obtida dividindo-se o tempo de permanéncia nos bracos
abertos pelo tempo total de permanéncia nos bragcos abertos e fechados,
multiplicado por 100.

Figura 4 - Labirinto em cruz elevado. A esquerda, foto do modelo de aparelho
utilizado. A direita, representacdo esquemética da vista superior da
arena, com o animal posicionado ao centro, voltado para um dos bracos
abertos.

3.6 DESENVOLVIMENTO REPRODUTIVO EM FILHOTES MACHOS

Para a avaliacdo do desenvolvimento reprodutivo dos machos, 2
filhotes de cada ninhada foram utilizados: um para a avaliagdo do comportamento
sexual no DPN 90-100 e outro para a determinagédo do dia da separagao prepucial,
distancia anogenital (DAG) nos DPN 0, 22 e 75, niveis de testosterona plasmatica,
bem como o peso corporeo, peso dos 6rgaos sexuais (testiculo, epididimo, préstata,

vesicula seminal) e da hipdfise, além da contagem espermética no DPN 90.

3.6.1 Quantificacao de Testosterona

Com 90 dias, filhotes machos foram eutanasiados com éter etilico e
o sangue foi coletado por punc¢éo cardiaca. O plasma foi separado por centrifugacao
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a 2500 rpm por 20 min. A concentracdo de testosterona plasmatica foi quantificada

por quimioluminescéncia (Abbott Chemiflex®, Irlanda).

3.6.2 Parametros Espermaticos

A contagem de espermatides nos testiculos e espermatozoéides no
corpo/cabeca do epididimo e cauda do epididimo foi realizada em uma camara de
Neubauer de acordo com metodologia descrita por Robb et al. (1978), com algumas
modificagdes. Para calcular a producéo diaria de espermatozoéides (PDE), a média
de espermatides contadas no testiculo direito foi dividida por 6,1, que € o niumero de
dias que as espermatides maduras estdo presentes no epitélio seminifero. Para
calcular o tempo de transito de espermatozdides, o numero médio em cada regiao

do epididimo foi dividido pela PDE dos respectivos testiculos.

3.6.3 Comportamento Sexual Masculino

No DPN 90, o comportamento sexual foi observado em filhotes
machos sexualmente inexperientes, na fase escura de um ciclo claro/escuro
invertido, sob luz vermelha fraca. Os animais foram submetidos a um periodo de 15
dias de adaptacao ao ciclo claro/escuro invertido antes do inicio das avaliacfes. As
observacdes sempre ocorreram 4h apés o inicio da fase escura e foram registradas
por uma camera ligada a um monitor em uma sala adjacente.

Para a avaliacdo do comportamento copulatério, cada macho
avaliado foi colocado em uma gaiola de acrilico e, apés 5 minutos de adaptacao,
uma fémea em estro foi introduzida na gaiola (Agmo, 1997). Durante um periodo de
30 minutos, os seguintes parametros foram observados e registrados:

— laténcia para intromisséo: tempo, em segundos, a partir da introducao
da fémea na gaiola até que ocorresse a primeira intromissao, ou seja, a
penetracdo vaginal,

— laténcia para a primeira ejaculacéo: tempo, em segundos, a partir da
introducdo da fémea na gaiola até a primeira ejaculacéo;

— numero de intromissdes até a primeira ejaculacao;

— numero de ejaculacbes em 30 min.
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Quando um macho ndo apresentou sequer comportamento de
monta dentro de 10 minutos de teste, a avaliacdo foi interrompida e repetida no dia
seguinte. Se o macho novamente falhou na segunda tentativa, foi considerado
sexualmente inativo. Filhotes machos foram considerados sexualmente competentes
apenas quando exibiram todos os parametros analisados para avaliar o
comportamento sexual, ou seja, monta, intromisséo e ejaculacao.

Os mesmos animais avaliados quanto ao comportamento copulatorio
foram submetidos ao teste de preferéncia sexual. Neste teste, foi utilizada uma
arena retangular com 50 x 50 x 100 cm (altura x largura x comprimento),
apresentando duas aberturas que se comunicavam com duas arenas menores,
ambas com 25 cm? (Figura 5). As arenas menores posicionavam-se diagonalmente
opostas uma a outra e a comunicacdo com a arena principal era fechada com uma
tela de arame. Para o teste, uma fémea em estro (incentivo sexual) foi colocada em
uma das arenas pequenas e um macho sexualmente ativo (incentivo social) foi
colocado na outra. O piso da arena principal possuia duas areas delimitadas, de 25
cm? (zonas), em frente a cada abertura das arenas menores. Estas areas foram
chamadas de zona de incentivo sexual (zona da fémea) e zona de incentivo social
(zona do macho) O macho experimental foi posicionado no centro da arena principal
e foi observado durante 20 minutos. O numero de visitas e 0 tempo total gasto
visitando cada zona de incentivo foi registrado, e um escore de preferéncia foi entdo
calculado seguindo a seguinte equacédo (Agmo, 2003):

tempo de permanéncia na zona de incentivo da fémea x 100

tempo total gasto nas duas zonas de incentivo)
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Figura 5 - Representacdo esquematica da arena do teste de preferéncia sexual. F e
M representam as zonas de incentivo da fémea (sexual) e do macho
(social), respectivamente.

S

3.7 ANALISES ESTATISTICAS

Inicialmente, uma andlise exploratoria foi realizada para avaliar a
distribuicdo normal (teste de Shapiro-Wilk) e homogeneidade de variancia (teste de
Levene) de cada variavel. Para variaveis que apresentaram distribuicdo normal e
homogeneidade de variancia, foram conduzidas analises paramétricas.

Devido ao elevado numero de ninhadas empregadas neste estudo,
as fémeas prenhes nao puderam ser tratadas de uma sé vez e foram divididas em 3
acasalamentos, gerando 3 conjuntos de ninhadas em 3 diferentes periodos.
Contudo, todos os trés grupos de tratamento (CON, P30 e P300) foram distribuidos
equilibradamente nos 3 acasalamentos. Para alguns parametros avaliados no
presente estudo, nossa amostra foi composta de animais provenientes de
acasalamentos diferentes e, neste caso, o acasalamento foi adicionado como um
fator nas analises estatisticas paramétricas. Além disso, nos testes realizados com
os filhotes de ambos 0s géneros, o género também foi adicionado como um fator nas
andlises estatisticas paramétricas. Por outro lado, a idade nao foi incluida como um
fator na analise, ou seja, as analises comportamentais realizadas em diferentes
idades foram analisadas separadamente. A razao para iSSo € que, uma vez que a
avaliacdo comportamental ocorreu em momentos diferentes, outras variaveis
ambientais além da idade podem ter estado presentes.

Os testes estatisticos empregados neste estudo foram:
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ANOVA para medidas repetidas (RMANOVA): ganho de peso das maes e
filhotes, consumo de racdo, memoria de habituacéo e distancia anogenital;
ANOVA Fatorial: ganho de peso materno real, tamanho da ninhada, peso
da ninhada, perdas pos-implantacdo, campo aberto (locomocdao, limpar,
tempo de permanéncia na area central, tempo de permanéncia na area
periférica), labirinto em cruz elevado; dosagem de testosterona, peso dos
Orgaos sexuais, contagem espermatica e teste de preferéncia sexual,
Kruskal-Wallis: campo aberto (limpeza);

Teste exato de Fisher: comportamento copulatorio.

Para o estabelecimento das conclusdes adotou-se um p < 0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 ToxicIDADE GERAL E DESEMPENHO REPRODUTIVO MATERNO

ANOVA para medidas repetidas (RMANOVA) indicou um efeito do
periodo no ganho de peso das maes [F (15, 991) = 259,6, p < 0,0001] e também no
consumo de ragao [F (5, 371) = 653,5, p < 0,0001], refletindo as flutuacbes que
ocorrem durante a gravidez e lactagcdo. O tratamento com P. incarnata nao
influenciou estas variaveis, como pode ser observado na Figura 6.

O tratamento com P. incarnata também n&o influenciou (ANOVA
fatorial, p > 0,05) o ganho de peso real das maes (peso no DPN 0 - peso no DG 0)
(Figura 7) assim como o numero de perdas pés-implantacao, tamanho da ninhada,
peso dos filhotes ao nascer e a relagbes entre filhotes machos e fémeas (Tabela 1).

Filhotes natimortos foram observados em 2 ninhadas Con e em 2 ninhadas P300.
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Figura 6 - Ganho de peso (A) e consumo de racdo (B) durante a gestacdo e
lactacdo. Dados expressos como média + EPM de 19-22 animais em
cada grupo. ANOVA fatorial indicou apenas efeito do periodo. Con:
agua; P 30: P. incarnata 30 mg/kg; P 300: P. incarnata 300 mg/kg.
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Figura 7 - Ganho de peso real das maes. Dados expressos como média + EPM de
19-22 animais em cada grupo. ANOVA fatorial, p>0,05. Con: agua; P 30:
P. incarnata 30 mg/kg; P 300: P. incarnata 300 mg/kg.
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Tabela 1 - Desempenho reprodutivo materno.

Con P 30 P 300

(n=22) (n=21) (n=19)
NuUmero de implantac6es 12,1+0,3 129+0,3 123+0,4
Numero de filhotes vivos 11,4+0,4 12,6 £ 0,3 11,4+0,5
Perda pés-implantacéo (%) 53+1,8 34+14 49+1.8
Média do peso dos filhotes (g) 59+0,1 57+0,1 59+0,1
Relacdo macho/fémea® 1,2+0,2 0,8+0,1 0,8+0,1

Média + EPM. ANOVA fatorial, p > 0,05.

® Ndmero de machos vivos dividido pelo nimero de fémeas vivas.

Con: 4gua; P 30: P. incarnata 30 mg/kg; P 300: P. incarnata 300 mg/kg.
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4.2 DESENVOLVIMENTO Fisico bos FILHOTES

O peso corporal dos filhotes durante as primeiras trés semanas de
idade ndo foi influenciado pela exposicdo a P. incarnata como indicado por
RMANOVA. Houve apenas um efeito da idade [F (3, 61) = 1606,0, p <0,0001],
refletindo o ganho de peso dos filhotes no decorrer do desenvolvimento (Figura 8).

Em relacdo a distdncia anogenital (Figura 9) a idade foi também o
unico fator significativo [F (2, 114) = 3148,3, p <0,0001].

Ainda mais, ANOVA fatorial mostrou que a exposicéo a P. incarnata
nao influenciou o dia da abertura vaginal de fémeas (Con: 35,9 + 0,3; P30: 36,0 + 0,3
e P300: 35,8 + 0,3) e da separacéao prepucial de machos (Con: 43,5 + 1,0; P30: 43,8
+ 1,0 e P300: 43,5 £ 1,0).

Figura 8 - Ganho de peso dos filhotes do nascimento até o desmame. Dados
expressos como media + EPM de 19-22 ninhadas em cada grupo.
ANOVA fatorial indicou apenas efeito da idade, refletindo o ganho de
peso dos filhotes. Con: 4gua; P 30: P. incarnata 30 mg/kg; P 300: P.
incarnata 300 mg/kg.
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Figura 9 - Distancia anogenital dos filhotes machos nos DPN 0, 22 e 75. Dados
expressos como média £ EPM de 12-13 animais em cada grupo. ANOVA
fatorial indicou apenas efeito da idade. Con: agua; P 30: P. incarnata 30
mg/kg; P 300: P. incarnata 300 mg/kg.
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4.3  AVALIACAO DA ATIVIDADE GERAL E ANSIEDADE DOS FILHOTES

Os dados da avaliacdo comportamental de filhotes no labirinto em
cruz elevado e campo aberto estdo apresentados nas Figuras 10 a 15.

No DPN 22 (Figuras 10 e 11), ANOVA fatorial mostrou que nem
género, acasalamento ou exposicdo a P. incarnata influenciaram os parametros
avaliados no teste de campo aberto (Figura 11). Os dados do comportamento de
limpeza foram analisados pelo teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis e também
néo foi detectado efeito de tratamento. No labirinto em cruz elevado, ANOVA fatorial
indicou uma interagdo entre tratamento e género na porcentagem de entradas nos
bracos abertos [F (2,86) = 3,4, p <0,05]. O teste de Tukey revelou que filhotes
machos expostos a 30 mg/kg de P.incarnata apresentaram maior porcentagem de
entradas nos bracos abertos do que os filhotes controles (Figura 12).

No DPN 35 (Figuras 12 e 13), nenhum efeito de tratamento foi
significativo na ANOVA fatorial, tanto no campo aberto como no labirinto em cruz
elevado. Houve, entretanto, um efeito do género na locomocéao [F (1,74) = 4,97, p
<0,05] e na porcentagem de tempo de permanéncia nos bracos abertos [F (1,66) =
4,7, p <0,05]. Independentemente de exposi¢do, as fémeas foram mais ativas e
permaneceram maior tempo nos bracos abertos do que os machos. Na porcentagem
de tempo de permanéncia nos bracos abertos, houve uma interacdo entre género e
tratamento [F (2,66) = 3,4, p <0,05] e o teste de Tukey indicou que filhotes fémeas

expostos a 300 mg/kg apresentaram uma porcentagem superior em relacdo aos
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seus irmaos machos expostos a mesma dose mas nao houve diferenca em relacéo
ao grupo controle.

No DPN 75 (Figuras 14 e 15), ANOVA fatorial indicou efeito apenas
do género sobre a locomocao [F (1,72) = 14,5, p <0,001] e levantar [F (1,72) = 12,0,
p <0,001]. Como observado no DPN 35, as fémeas foram mais ativas que 0s

machos.
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10 - Avaliacdo da atividade geral de filhotes machos e fémeas no campo
aberto no DPN 22. Dados expressos como média + EPM de 11-13
animais em cada grupo.. Anova fatorial, p > 0,05. Limpeza analisada
por Kruskal-Wallis, p>0.05. Con: 4gua; P 30: P. incarnata 30 mg/kg; P
300: P. incarnata 300 mg/kg.
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Figura 11 - Avaliacdo da ansiedade de filhotes machos e fémeas no labirinto em
cruz elevado no DPN 22. Dados expressos como média + EPM de 12-
17 animais em cada grupo.. *p < 0,05 comparado ao Con (ANOVA
fatorial complementada com o teste de Tukey). Con: agua; P 30: P.
incarnata 30 mg/kg; P 300: P. incarnata 300 mg/kg.
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Figura 12 - Avaliacdo da atividade geral de filhotes machos e fémeas no campo
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aberto no DPN 35. Dados expressos como média + EPM de 12-14
animais em cada grupo. * p < 0,05 comparado aos respectivos machos
(Anova fatorial). Limpeza analisada por Kruskal-Wallis, p>0.05. Con:
agua; P 30: P. incarnata 30 mg/kg; P 300: P. incarnata 300 mg/kg.
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Figura 13 - Avaliacdo da ansiedade de filhotes machos e fémeas no labirinto em
cruz elevado no DPN 35. Dados expressos como média + EPM de 7-14
animais em cada grupo. *p< 0,05 em relacdo aos machos P300
(ANOVA fatorial). Con: agua; P 30: P. incarnata 30 mg/kg; P 300: P.
incarnata 300 mg/kg.
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Figura 14 - Avaliacdo da atividade geral de filhotes machos e fémeas no campo
aberto no DPN 75. Dados expressos como média + EPM de 11-13
animais em cada grupo. * p < 0,05 comparado aos respectivos machos
(Anova fatorial). Limpeza analisada por Kruskal-Wallis, p>0.05. Con:
agua; P 30: P. incarnata 30 mg/kg; P 300: P. incarnata 300 mg/kg.
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Figura 15 - Avaliacdo da ansiedade de filhotes machos e fémeas no labirinto em
cruz elevado no DPN 75. Dados expressos como média + EPM de 5-
114 animais em cada grupo. ANOVA fatorial, p > 0,05. (5-14 animais)
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4.4  AVALIACAO DA MEMORIA DE HABITUACAO DOS FILHOTES

Os dados referentes a avaliagdo da memoria de habituacdo estdo
mostrados na Tabela 2.

RMANOVA indicou que a locomoc¢éo na segunda sessdo do campo
aberto foi significativamente reduzida quando comparada com a primeira sessdo em
todos os grupos experimentais (Con, P30 e P300) tanto no DPN 22 ([F (1,77) =
114,4, p < 0,001] quanto no DPN 35 [F (1,74) = 23,2, p < 0,001]. No DPN 75,
contudo, ndo houve diferenca entre as sessdes em quaisquer grupos de tratamento,
incluindo o grupo controle, sugerindo que, para essa idade, o protocolo adotado nao

foi eficiente para avaliacdo da memoria de habituacéao.
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Tabela 2 - Avaliacdo da memdéria de habituacdo em filhotes machos e fémeas
(22,35 e 75 dias de idade) avaliados no campo aberto.

Locomocéao - Machos Locomocao - FEmea

1% sesséo 2% sesséo 1% sesséo 2% sesséo
DPN 22
Con (cont.) 81,4+6,1 65,1 + 6,2* 86,9 +5,6 60,4 + 5,3*
P 30 (cont.) 85,751 68,3 +4,1* 87,4x74 57,8 = 3,4*
(CorFl)t.:;)OO 88,2+5,3 65,0 + 4,9* 83,6 £5,2 62,8 £ 5,3*
DPN 35
Con (cont.) 53,433 42,1 + 4,8* 594+34 49,6 + 3,5*
P 30 (cont.) 51,1x24 42,7 + 2,9* 59,6 4,3 51,4 £4,9*
(COESOO 57,2+3,1 52,8 + 4,6* 60,5+4,3 52,2 + 5,0*
DPN 75
Con (cont.) 418+44 33,2+ 3,6 54,9+39 534+45
P30 (cont)  36,0+4,0 33,2+4,8 51,8 + 4,4 57,6 +4,1
(COESOO 46,3 £ 5,6 353+5,1 58,1+4,0 60,2 +4,3

Dados expressos como média + EPM de 12-14 filhotes em cada grupo.* p < 0,05 comparado
a primeira sessédo (ANOVA fatorial para medidas repetidas). Con: agua; P 30: P. incarnata
30 mg/kg; P 300: P. incarnata 300 mg/kg.

4.5 Desenvolvimento Reprodutivo nos Filhotes Machos

A distancia anogenital e o dia da separacdo prepucial estédo
descritos no item 4.2,

A Tabela 3 apresenta os dados referentes ao peso corpéreo dos
filhotes machos aos 90 dias de idade, bem como peso dos 6rgéos sexuais e hipoéfise
e ainda parametros de contagem espermatica. ANOVA indicou que a exposicdo a P.
incarnata ndo afetou quaisquer dessas variaveis. Ainda mais, nenhuma alteracao foi
observada nos niveis plasmaticos de testosterona nos filhotes com 90 dias de idade
(Figura 17).
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A avaliacdo do comportamento copulatério em filhotes machos
adultos esta apresentada na Tabela 4. Devido ao baixo nimero de animais do grupo
P300 que apresentaram intromissdo e ejaculagéo, os dados foram analisados como
variaveis categoricas, ou seja, 0os animais foram considerados sexualmente
competentes (quando apresentaram intromisséo e ejaculacdo) ou sexualmente néo-
competentes (quando um dos comportamentos foi ausente). O teste exato de Fisher
mostrou que a frequéncia de animais sexualmente competentes no grupo P 300 foi
significativamente menor em comparagdo com os grupos P30 e Con (valor teste
exato de Fisher = 7,95, p < 0,05). Os dados de laténcia ndo estdo sendo
apresentados porque ndo foram analisados devido a categorizacado das variaveis.

A avaliacdo do comportamento de preferéncia sexual em filhotes
machos adultos esta apresentada na Tabela 5. ANOVA indicou que a exposicao a P.
incarnata nado influenciou de maneira estatisticamente significativa os parametros

avaliados neste teste.
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Tabela 3 Efeito da exposicéo a P. incarnata durante a gestacédo e lactacdo no peso
corpéreo, peso umido dos 6rgdos e contagem espermatica de ratos no

DPN 90.
Con P 30 P 300
(n=12) (n=12) (n=13)

Peso corporeo (Q) 3429+9,2 3306+7,7 350,0%£9,1
Peso umido dos 6rgéaos

Testiculo (g) 1,5+0,05 1,5+0,04 1,5+0,03

Epididimo (g) 0,49+0,02 0,49+0,01 0,49+0,01

Prostata (g) 0,35+0,04 0,29+0,02 0,38%+0,04

Vesicula seminal com secrecédo(g) 0,55+0,03 0,54+0,02 0,50+0,03

Vesicula seminal sem secre¢cao(g) 0,17+0,01 0,17+0,01 0,18+0,01

Hipofise (mg) 8,0+0,83 7,7+0,84 8,2+0,34
Contagem espermatica

N° espermatides/testiculo (x106) 124,4+2,8 129,1+4,7 1276%20

PDE (x108/testiculo/dia) 260+11 273+£15  2/0£038

N° espermatozéides na 399,9+495 470,3+354 483,0+36,8
cabeca/corpo do epididimo (x106)

Tempo de transito de 39+04 4,3+0,2 4,4 +0,3
espermatozoides na cabeca/corpo
(dias)

N° espermatozéides na cauda do 771,5+51,7 810,3+48,1 864,7+52,8
epididimo (x109)

Tempo de transito na cauda (dias) 6,1+0,5 59+0,3 7,0£0,5

Dados expressos como média + EPM. ANOVA fatorial, p > 0,05.

PDE: producédo diaria de espermatozoéides; Con: agua; P 30: P. incarnata 30 mg/kg; P 300:

P. incarnata 300 mg/kg.
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Figura 16 - Efeito da exposi¢do a P. incarnata sobre a concentracdo plasmatica de
testosterona no DPN 90. Dados expressos como média + EPM de 12-13
animais em cada grupo. Anova fatorial, p>0.05. Con: agua; P 30: P.
incarnata 30 mg/kg; P 300: P. incarnata 300 mg/kg.
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Tabela 4 - Avaliacdo do comportamento copulatério de filhotes machos adultos.

Con P 30 P 300
15,1+1,8 12,115 24.2+4.9
Numero de intromissdes
(9/112) (20/12) (5/112)
1,9+0,2 2,2+0,3 1,3+0,3
NuUmero de ejaculacbes
(8/11) (10/12) (3/11)
73% 83% 27%
Animais sexualmente competentes
(8/11) (10/12) (3/11)*

Dados expressos como meédia + EPM. O numero de animais que apresentaram
comportamento e o nimero total de animais avaliados estdo entre parénteses. *p < 0.05
comparado com controle e P30 (teste exato de Fischer).

% Machos foram considerados sexualmente competentes na presenca de intromissdo e

ejaculacao.

Con: 4gua; P 30: P. incarnata 30 mg/kg; P 300: P. incarnata 300 mg/kg.



Tabela 5 - Avaliacdo do comportamento de preferéncia sexual em filhotes machos

adultos.
Con P 30 P 300
(n=11) (n=12) (n=11)
Tempo na zona do macho (s) 226,4 + 29,8 334,8 £ 63,9 216,5 £ 23,9
Visitas a zona do macho (n°) 18,1+2,7 16,3+1,5 17,4+1,4
Tempo na zona da fémea (Ss) 567,9 + 78,7 536,7 £ 54,3 533,6 + 72,7
Visitas a zona da fémea (n°) 20,5+2,8 175+1,4 205+2,1
Escore de preferéncia (%) & 66,6 £6,5 62,5+5,9 67,4+5,6

Dados expressos como média + EPM. ANOVA fatorial, p> 0.05.

#Tempo gasto na zona da fémea/total de tempo gasto das duas zonas de incentivo,
multiplicado por 100.

Con: 4gua; P 30: P. incarnata 30 mg/kg; P 300: P. incarnata 300 mg/kg.
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5 DISCUSSAO

Em estudos de toxicidade reprodutiva e do desenvolvimento, a
avaliacdo da toxicidade materna € fundamental. Embora algum grau de toxicidade
materna seja exigido em diretrizes regulatorias, ndo ha consenso sobre qual nivel de
toxicidade materna é aceitavel (uma revisao sobre esse topico pode ser encontrada
em Beyer et al, 2011). Os principais indicadores n&o-invasivos de toxicidade
materna séo o ganho de peso corporal e o consumo de racdo. Ao avaliar o ganho de
peso materno deve ser lembrado que parametros referentes a ninhada (peso ou
tamanho) podem influenciar o peso materno. Por este motivo, o ganho de peso
materno real deve ser calculado subtraindo-se o peso do uUtero com fetos (se foi
realizada laparotomia), ou 0 peso da ninhada ao nascer, do peso materno. Neste
trabalho, o tratamento com P. incarnata nao influenciou a ingestao alimentar, ganho
de peso materno e ganho de peso materno real, sugerindo que nao ocorreu
toxicidade materna geral e que ndo foi atingida a chamada dose méxima tolerada
(DMT). O desempenho reprodutivo materno também néo foi influenciado pelo regime
de tratamento com P. incarnata adotado neste estudo, uma vez que nenhuma
alteracéo foi observada no nimero de sitios de implantacédo uterinos, no tamanho e
peso da ninhada e perdas pés-implantacgéo.

O desenvolvimento fisico dos filhotes foi avaliado por meio do ganho
de peso corporal, o qual tem sido sugerido como sendo o melhor indicador deste
parametro e altamente correlacionado com os marcos de desenvolvimento pré-
desmame (piloerecdo, erupcéo de incisivo, etc) (ICH, 2005). Adicionalmente ao
ganho de peso corporal, neste estudo, o dia da abertura vaginal em filhotes fémeas
e da separacdo prepucial em machos foram acompanhados como indicadores do
inicio da maturidade sexual. A exposi¢cdo a P. incarnata durante a gestacdo e
amamentacdo ndo influenciou o desenvolvimento fisico e o inicio da maturidade
sexual em ratos.

A avaliacdo comportamental de ambos os filhotes machos e fémeas
em diferentes idades no campo aberto indicou auséncia de efeito da P. incarnata
sobre a atividade motora, bem como sobre a memoéria de habituacdo. Em relagéo a
este Ultimo teste, houve um problema no protocolo experimental no DPN 75. Nesta
idade, nenhum dos grupos experimentais (incluindo controle) apresentou locomocéao

reduzida na segunda sessdo do campo aberto e, por isso, os dados sobre a
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memoria de habituacdo no DPN 75 séo inconclusivos. Embora sessées de 3 minutos
no campo aberto tenham sido apropriadas para induzir memoria de habituacdo nos
animais com 22 e 35 dias de idade, 0 mesmo nao ocorreu nos animais com 75 dias
de idade. Vianna et al. (2001) descreveram que, em ratos adultos, a reducdo de
locomocédo na segunda sesséo de campo aberto foi mais evidente quando a primeira
sessdo durou 5 ou 10 minutos ao invés de 1 ou 2 minutos.

No teste de labirinto em cruz elevado foi observado aumento da
porcentagem de entradas nos bragcos abertos em filhotes com 22 dias de idade
expostos a P. incarnata, sugerindo possivel efeito ansiolitico-simile. No entanto, este
efeito parece ser um fraco indicador de alteracao neuroldgica nestes animais, uma
vez que foi restrito a apenas um género (masculino), um nivel de exposi¢do (30
mg/kg) e uma idade (DPN 22).

O resultado mais intrigante obtido neste estudo foi a alteracdo do
comportamento copulatério em filhotes machos expostos a 300 mg/kg de P.
incarnata durante a gestacao e lactacdo. Dos onze animais testados, apenas cinco
apresentaram comportamento de intromisséo e, destes, apenas trés foram capazes
de ejacular.

A benzoflavona, um dos constituintes da P. incarnata, tem sido
descrita na literatura como inibidora da aromatase (Dhawan, 2002), uma enzima da
familia citocromo P450 responsavel pela conversédo de testosterona a estradiol, em
um processo chamado de aromatizacgao.

Durante o periodo perinatal, a conversdo de androgénios em
estrogénios € responsavel pela maturagdo sexual do hipotdlamo e para o
estabelecimento e manifestacdo de padrfes sexuais masculinos na vida adulta
(Booth, 1977). Além disso, durante a idade adulta, aromatizacdo neural € uma etapa
critica no controle do comportamento sexual masculino (Feder & Whalen, 1965).
Curiosamente, o estrégeno é tdo (ou até mais) eficaz quanto a testosterona no
controle do comportamento sexual masculino adulto (Freeman & Rissman , 1996).

E tentador sugerir que o prejuizo do comportamento copulatorio
observado em filhotes machos poderia estar vinculado a uma acéo da P. incarnata
na aromatizacdo durante o periodo de maturacdo sexual do hipotalamo. De fato,
prejuizo do comportamento copulatério também tem sido descrito apds a exposi¢ao
pré-natal ao inibidor da aromatase letrozol (Gerardin et al., 2008) e em

camundongos nocauteados para aromatase (Jones et al., 2006).
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Recentemente, Buratti et al (2011) relataram que a exposi¢cao ao
praguicida clorpirifés in utero (dias 15-18 de gestacdo) resultou em uma reducao
significativa (cerca de 50% do valor do controle) na atividade da aromatase hepatica
no DPN 15, mas ndo no DPN 150. Este resultado ilustra que a exposicdo a
xenobidticos durante o periodo de desenvolvimento pode resultar em alteracdes da
atividade da aromatase mesmo quando cessada a exposicdo, ou seja, mesmo
guando o xenobidtico ndo esta mais presente no organismo. Considerando que o
comportamento sexual pode depender mais de uma acao estrogénica do que de
uma acdo androgénica (Freeman & Rissman, 1996), se a exposicao durante o
desenvolvimento a P. incarnata induziu alteracbes duradouras na atividade da
aromatase, a falta de aromatizacdo da testosterona em animais adultos também
poderia estar envolvida no prejuizo do comportamento copulatorio, ou seja, 0
prejuizo observado poderia ndo ser explicado apenas por uma alteracdo na
maturacdo sexual hipotalamica. E interessante notar que ratos machos adultos
tratados com fadrozol, um outro inibidor da aromatase, exibiram prejuizo no
comportamento sexual (diminuicdo na intromissdo e ejaculagcdo), na auséncia de
quaisquer alteracdes nos niveis plasmaticos de testosterona (Roselli et al, 2003). No
entanto, para comprovar a hipétese da inibicdo de longa duracdo da aromatase,
estudos futuros deverdo investigar a atividade desta enzima apds exposicdo a
P.incarnata durante o desenvolvimento.

Diferentemente do comportamento sexual copulatério, a preferéncia
sexual ndo foi alterada pela exposicdo a P. incarnata. O comportamento sexual
masculino pode ser dividido em pelo menos dois componentes distintos: um
mecanismo apetitivo que induz o macho a buscar e abordar uma fémea receptiva, e
um componente consumatério que envolve o contato sexual, ou seja, monta,
intromissédo e ejaculacao (Roselli et al, 2003).

Nossos resultados sugerem um efeito negativo da exposi¢cdo a P.
incarnata sobre os comportamentos de consumacéo, mas nao sobre a preferéncia
sexual. Estudos realizados com furdes castrados (Baum et al, 1990) e ratos (Attila et
al., 2010) tém mostrado que a testosterona é o principal horménio envolvido no
controle da preferéncia sexual, mas que o estrogénio pode também ter alguma
funcdo (Attila et al., 2010), embora existam resultados contraditérios a esse respeito
na literatura. Preferéncia sexual prejudicada tem sido relatada apds a administracao

de ATD (1,4,6-androstarieno-3,17-diona), um inibidor da aromatase, a recém-
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nascidos (Bakker et al, 1993). Além disso, a inibicdo da aromatase durante o periodo
neonatal, seguido por castracdo e tratamento com estradiol na fase adulta pode
reverter prejuizos observados na preferéncia sexual (Bakker et al, 1993, Bakker et
al, 1996), sugerindo um papel para estrogénios neste comportamento. Por outro
lado, em ratos nocauteados para aromatase, a preferéncia por odores relacionados
a fémea e ativacao de c-Fos pelo sistema vomeronasal ndo dependeram de estradiol
(Aste et al., 2003).

Apesar dos resultados contraditérios encontrados na literatura, é
interessante salientar que os resultados observados com a P. incarnata, como
alteracdo do comportamento copulatério na auséncia de alteracdo da preferéncia
sexual, estdo em conformidade com os resultados observados em camundongos

nocauteados para aromatase.
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6 CONCLUSOES

Por meio deste estudo é possivel concluir que a administracdo de P.
incarnata néo provocou toxicidade geral e reprodutiva em ratas prenhes. Os filhotes
expostos a P. incarnata ndo apresentaram alteracdes significativas na atividade
geral, ansiedade e memdria de habituacéo. Este estudo, entretanto, demonstrou que
a exposicdo a P. incarnata durante a gestacdo e lactagcdo prejudicou o
comportamento copulatério de ratos machos adultos, na auséncia de alteragdo nos
niveis plasmaticos de testosterona e outros parametros relacionados com a
testosterona, como a distancia anogenital. Ainda mais, a P. incarnata ndo induziu
alteracdes na producdo de espermatozoides em machos adultos. A hipotese de que
a alteracdo da aromatizacdo durante o periodo perinatal e/ou de longa duracao
possa estar associada com o efeito observado merece investigacdo mais

aprofundada.
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