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RESUMO 

 
Desde a antiguidade as plantas são utilizadas com fins medicinais para o 
tratamento, cura e prevenção de doenças. Pradosia huberi Ducke (Sapotaceae) é 
uma planta medicinal comumente usada pelas comunidades amazônicas por suas 
atividades gastroprotetora e antiulcerogênica. Considerando-se o uso popular 
dessa espécie e a presença de compostos bioativos com potencial tóxico sobre o 
sistema reprodutor masculino, além da inexistência de estudos científicos de 
toxicidade reprodutiva dessa espécie, esse trabalho teve como propósito 
investigar os efeitos tóxicos de P. huberi sobre a fertilidade, órgãos vitais e prole 
de ratos. Ratos Wistar foram divididos em grupos controle e tratados (n = 15). Os 
animais dos grupos controle e tratados receberam, respectivamente, água 
destilada e o extrato hidroalcoólico das cascas do caule de P. huberi (EHA-PH) 
nas doses de 1,22, 6,1 e 30,5 mg/kg de peso corporal, por via oral, uma vez ao 
dia, por 63 dias, período que compreende o ciclo espermatogênico completo 
dessa espécie mais o período de trânsito epididimário, e foram eutanasiados no 

64º dia. Para a investigação do potencial tóxico do EHA-PH sobre o sistema 

reprodutor de ratos, os seguintes parâmetros foram avaliados: ocorrência de 
sinais clínicos gerais de toxicidade, consumo diário de água e ração, análises 
bioquímicas e hematológicas, peso corporal, de órgãos vitais, do sistema 
reprodutor e das glândulas sexuais acessórias, produção de espermatozoides, 
comportamento sexual, genotoxicidade e desenvolvimento geral, reflexológico e 
comportamental da prole. A exposição oral ao EHA-PH  nas doses de 1,22 e 6,1 
mg/kg não alterou o peso corporal de ratos, entretanto a administração da dose 

de 30,5 mg/kg causou redução do peso corporal dos animais a partir do 35º dia 

de tratamento. Esse achado foi corroborado pela diminuição na ingestão de ração 
por esses animais. O peso  de rins, fígado, pulmão, cérebro, hipófise, testículo, 
epidídimo, vesícula seminal e próstáta dos animais tratados não se alteraram em 
relação aos pesos dos animais do grupo controle. A administração do extrato não 
causou mudanças significativas no perfil bioquímico e hematológico dos ratos. A 
produção de gametas e a sua morfologia não diferiram entre os grupos controle e 
tratados. O tratamento com o EHA-PH também não alterou o comportamento 
sexual masculino, porém provocou um aumento de 14,3 % e 10,8% nos índices 
de perdas pré-implantação e uma redução de 14,3 % e 10,8% nos índices de 
implantação, além de uma redução de 5,6% e 8,2% nos índices de perdas pós-
implantação das ratas acasaladas com ratos que receberam 6,1 mg/kg e 30,5 
mg/kg  do EHA-PH, respectivamente. Anormalidades morfológicas foram 
observadas em natimortos descendentes de progenitoras acasaladas com ratos 
expostos à dose de 30 mg/kg do EHA-PH. O desenvolvimento geral, reflexológico 
e comportamental da prole não foram alterados pelo tratamento. Os resultados 
indicam uma possível ação tóxica do EHA-PH em ratos Wistar, com indícios de 
efeito mutagênico e adverso no desenvolvimento fetal, evidenciado no modelo 
experimental estudado. 
 
Palavras-chave: Pradosia huberi, fertilidade, ratos, toxicidade reprodutiva. 
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Abstract 



 

 
 

ABSTRACT 
 
Since ancient times plants are used for medicinal purposes to treat, cure and 
prevention diseases. Pradosia huberi Ducke (Sapotaceae) is a medicinal plant 
commonly used by Amazonian communities for their antiulcerogenic and 
gastroprotective activities. Considering the popular use of this species, the 
presence of bioactive compounds with potential toxic effects on the male 
reproductive system, and the lack of scientific studies on the reproductive toxicity, 
this work aimed to investigate the toxic effects of P. huberi on fertility, offspring 
and vital, reproductive organs of rats. Wistar rats were divided into control and 
treated groups (n = 15). The control and treated groups received distilled water 
and hydroalcoholic extract of the stem bark of P. Huberi (PH-EHA), respectively, at 
doses of 1.22, 6.1 and 30.5 mg/kg body weight, orally and once daily, for 63 days, 
a period that correspond to the complete spermatogenic cycle of this species and 
the period of epididymal transit. The animals were killed on day 64. To investigate 
the toxic potential of PH-EHA on the reproductive system of rats the following 
parameters were evaluated: occurrence of clinical signs of general toxicity, daily 
consumption of water and food, biochemical and hematological tests, body weight, 
weight of vital organs, the reproductive organs and the accessory sex glands, 
sperm production, sexual behavior, genotoxicity and general development, and 
behavior of the offspring. The oral exposure to PH-EHA at doses of 1.22 and 6.1 
mg/kg did not alter the body weight of rats, though the dose of 30.5 mg/kg caused 
a reduction in body weight of animals from the 35th day of treatment. This finding 
was corroborated by the decrease in food intake by these animals. The weight of 
kidneys, liver, lung, brain and pituitary, the testis, epididymis, seminal vesicles and 
prostate of the treated animals did not significantly change in relation to the 
weights of the control group. The administration of the extract did not cause 
significant changes in the hematologic and biochemical profile of rats. The 
production of gametes and their morphology did not differ between control and 
treated groups. Treatment with PH-EHA did not affect male sexual behavior, but 
caused an increase of 14.3% and 10.8% in the pre-implantation loss index, a 
reduction of 14.3% and 10.8% in implantation index, and a reduction of 5.6% and 
8.2% in the post-implantation loss index of female rats mated with rats treated with 
6.1 mg/kg and 30.5 mg/kg of PH-EHA, respectively. Morphological abnormalities 
were observed in stillborn offspring from dams mated with rats exposed to 30 
mg/kg of PH-EHA. The general development, Reflexology and behavioral of the 
offspring were not affected by treatment. The results indicate a possible toxic 
action of EHA-PH in Wistar rats, with evidence of mutagenic and adverse effect on 
fetal development, as evidenced in the experimental model studied. 
 
Keywords: Pradosia huberi, fertility, rats, reproductive toxicity. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

As plantas medicinais constituem importantes fontes de compostos 

bioativos, sendo utilizadas pelos seres humanos, desde a antiguidade, no 

tratamento de suas doenças e durante muito tempo, por razões econômicas ou 

culturais, elas foram a principal alternativa de cura da população mundial. A 

fitoterapia, prática da medicina tradicional ou popular usada como forma 

alternativa de cuidados com a saúde, evoluiu consideravelmente nos últimos 

anos entre todos os grupos socioeconômicos da população, sendo atualmente 

um importante setor econômico no Brasil (SACHETTI, 2010). O setor movimenta 

globalmente US$ 21,7 bilhões por ano e, no Brasil, estima-se que esse mercado 

gira em torno de US$ 160 milhões/ano. O principal fator de atração para esse 

crescimento econômico é o ritmo acelerado das vendas internamente, mais de 

15% anuais, contra 4% das vendas dos medicamentos sintéticos. Em toda a 

cadeia produtiva, o setor fitoterápico movimenta anualmente cerca de R$ 1 bilhão 

(CARVALHO et al., 2008).  

Apesar do potencial de expansão dos medicamentos fitoterápicos, 

as pesquisas realizadas para avaliação da sua eficácia e uso seguro são 

incipientes, e muitas plantas ainda são utilizadas com base somente no seu uso 

popular, sem o conhecimento dos reais efeitos que os mesmos possam exercer 

no organismo. Os efeitos indesejáveis dos agentes fitoterápicos são menores, 

quando comparados aos das drogas sintéticas, porém ensaios clínicos revelaram 

que efeitos adversos também ocorrem com a utilização de plantas medicinais, 

sendo relevante a realização de estudos toxicológicos bem controlados para 

comprovar sua segurança e eficácia (CALIXTO, 2000). 

Sob o ponto de vista terapêutico, as plantas não devem ser 

utilizadas indiscriminadamente, pois apesar de servirem como fonte natural de 

substâncias, elas podem se tornar um agente tóxico, dependendo das condições 

de exposição, dose administrada ou absorvida, tempo e frequência de exposição 

e vias de administração (BARROS; DAVINO, 2003; SÁ, 2003).  

Os produtos naturais e seus derivados representam mais de 50 % 

de todas as drogas em utilização clínica no mundo, sendo que as plantas 

contribuem com 25 % desse total. Durante os últimos 40 anos, foram isolados 
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vários compostos de origem vegetal, incluindo Dioscorea spp, que originou a 

diosgenina, a partir da qual derivaram agentes contraceptivos; espécies de 

Rauwolfia, cujos alcaloides, como a reserpina, são utilizados por sua atividade 

anti-hipertensiva; Pilocarpus sp, de onde se obtém a pilocarpina, usada para 

tratar glaucoma e boca seca; Catharanthus roseus, de onde se obtém a 

vincristina e vinblastina que são agentes anti-cancerígenos; Cássia sp, que 

produz agentes laxantes, e espécies de Digitalis, de onde se obtém agentes 

cardiotônicos para tratamento de doenças do coração (GURIB-FAKIM, 2006). 

Entretanto, apesar de sua ação terapêutica, as plantas podem apresentar na sua 

constituição, substâncias capazes de causar efeitos indesejáveis no organismo 

que variam desde cefaleia, reações de hipersensibilidade, náuseas até efeitos 

mais danosos como alterações e/ou comprometimentos de órgãos vitais, como 

fígado e rins, e/ou não-vitais, como é o caso dos órgãos sexuais.  

A reprodução é um processo fundamental para a manutenção e 

perpetuação das espécies (RODRIGUES; FAVARETTO, 1999) e envolve a 

interação de componentes fisiológicos, psicológicos e comportamentais (LEVIN; 

RILEY, 2007).  

A interferência de agentes tóxicos, como fármacos, mutagênicos e 

pesticidas sobre o funcionamento do sistema reprodutor masculino e feminino 

pode levar a distúrbios graves, tanto em seres humanos, quanto em animais 

(LEMONICA et al., 1996; DALSENTER et al., 1997; PAUMGARTTEN et al., 1997; 

LANGELOH; MELLO, 1998, THAKUR, et al., 2003). A exposição masculina a 

esses agentes pode comprometer o processo reprodutivo, através de alterações 

sobre a espermatogênese, síntese de hormônios sexuais, comportamento sexual 

e fertilidade (SAVITZ et al., 1994; KIMMEL; CLEGG; CRISP, 1995; 

DALLEGRAVE, 2003). Dessa forma, os efeitos tóxicos de uma substância sobre o 

sistema reprodutor masculino podem ser avaliados pelas modificações geradas 

no eixo hipotálamo-hipófise, nos órgãos reprodutores e nas glândulas sexuais 

acessórias (FERREIRA; MEDEIROS, 2000; DALLEGRAVE, 2003). 

Nas últimas décadas, o interesse da população pelas terapias 

naturais tem aumentado significativamente, o que justifica o interesse de vários 

pesquisadores na investigação de plantas que apresentem propriedades 



24 
SANTOS, E. C. S.                                                                                                                      Introdução 

farmacológicas relevantes (SIMONS; GRINWICH, 1989; VIEGAS; BOLSANI; 

BARREIRO, 2006). 

Há relatos de muitas plantas com potencial tóxico sobre o sistema 

reprodutor, evidenciado por efeitos embriotóxico, teratogênico e abortivo 

(RODRIGUES, et al., 2011). Estudos realizados com ratas grávidas apontaram o 

efeito colateral abortivo da espinheira-santa (Maytenus ilicifolia), planta medicinal 

de comprovada baixa toxicidade e ação antiulcerogênica, anti-inflamatória e 

antinoniceptiva. Extratos hidroalcoólicos dessa planta mostraram-se abortivos por 

atuarem no período de pré-implantação dos embriões no útero (SOUZA-

FORMIGONI et al., 1991; MONTANARI et al., 2002). Em machos, vários estudos 

evidenciaram o potencial contraceptivo de plantas. Por exemplo, o andrografolide, 

um dos principais constituintes de Andrographis paniculata, interfere com o 

processo reprodutivo de ratos, causando uma redução na contagem e motilidade 

de espermatozoides, além de um aumento no número de espermatozoides 

anormais (AKBARSHA; MURUGAIAN, 2000). O extrato etanólico de Capparis 

aphylla (Roth.) causa infertilidade em ratos, evidenciada pela diminuição na 

contagem e motilidade de espermatozoides, e alterações estruturais em células 

testiculares, sugerindo que esse extrato pode ser um contraceptivo masculino em 

potencial (REVATHI et al., 2010).  

As autoridades reguladoras nacionais e internacionais têm se 

preocupado com a normatização dos medicamentos fitoterápicos, o que vem 

proporcionando a avaliação de aspectos importantes, como a eficácia e 

segurança do uso destes medicamentos. No Brasil, a responsabilidade pela 

regulamentação de produtos fitoterápicos é da Agência Nacional de Vigilância 

Sanitária (ANVISA), órgão ligado ao Ministério da saúde, que estabelece normas 

e critérios relacionados ao uso destes medicamentos.  

A Portaria nº 116, de 08 de agosto de 1996 da ANVISA propôs um 

roteiro para os estudos toxicológicos de fitoterápicos, e em 16 de março de 2004 

foi publicado no diário oficial da União a resolução nº 90: Guia para a realização 

de estudos de toxicidade pré-clínica de fitoterápicos, que contém os parâmetros 

mínimos para realização de toxicologia pré-clínica, além de testes 

complementares, como por exemplo a determinação de mutagenicidade e de 

efeitos adversos sobre a fertilidade e a performance reprodutiva causados por 
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drogas administradas durante a gametogênese e fecundação (BRASIL, 1996, 

2004). 

Em 2006, foi aprovada a Política Nacional de Plantas Medicinais e 

Fitoterápicos, onde foi definida a inserção do uso de plantas medicinais e 

fitoterápicos no Sistema Único de Saúde (SUS). O objetivo dessa política visa 

garantir à população brasileira o acesso seguro e o uso racional de plantas 

medicinais e fitoterápicos, promovendo a utilização sustentável da biodiversidade, 

o desenvolvimento da cadeia produtiva e da indústria nacional. Existe uma 

preocupação governamental aliada a prospecção ética da biodiversidade, visando 

agregar ciência e tecnologia a seus produtos, ações de importância estratégica 

para os países em desenvolvimento, sendo um instrumento tanto para a 

descoberta de alternativas no tratamento de doenças, como para estimular o 

crescimento econômico (BRASIL, 2006). Dentro desse contexto, a realização de 

estudos toxicológicos e a implantação de políticas de fitofarmacovigilância 

tornam-se cada vez mais importantes para a definição do potencial tóxico de 

plantas medicinais e devem ser tomadas como prioridade para a saúde pública 

(MACIEL et al., 2002; BRASIL, 2006). 

Pradosia Huberi Ducke é uma planta medicinal muito comum na 

floresta amazônica e usada pelas comunidades locais por suas atividades 

gastroprotetora e antiulcerogênica (KUSHIMA et al., 2005; MEDEIROS, 2008). 

Compostos bioativos, como flavonoides, esteroides, saponinas e triterpenos, 

foram encontrados no extrato hidroalcoólico da casca do caule dessa espécie, 

sendo alguns desses compostos conhecidos por apresentarem efeitos tóxicos 

sobre o sistema reprodutor, como por exemplo, os flavonoides, que possuem 

atividade estrogênica, antiandrogênica e interferem na fertilidade (BHARGAVA, 

1989; PETROVICK; ORTEGA; BASSANI, 1997; BAWA, 2010; SANTOS, 2011). 

Levando em consideração o uso popular de P. huberi, a presença de 

compostos bioativos capazes de interferir na fertilidade e a inexistência de 

estudos de toxicidade reprodutiva em machos sobre essa planta aliado ao 

incentivo por parte do Ministério da Saúde no que diz respeito ao uso de 

fitoterápicos, esse trabalho teve como propósito investigar os possíveis efeitos 

tóxicos do extrato hidroalcóolico de P. huberi sobre o sistema reprodutor, órgãos 

vitais e prole de ratos, com o intuito de contribuir para o aumento do 
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conhecimento científico relacionado à toxicidade dessa espécie vegetal e, dessa 

forma, fornecer informações seguras sobre seu uso.  
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

 

2.1 Considerações gerais sobre Pradosia huberi Ducke 

 

Pradosia huberi (Ducke) Ducke (sinonímia Glycoxylon huberi Ducke) 

é uma espécie vegetal que pertence à família Sapotaceae, a qual compreende 53 

gêneros e cerca de 1100 espécies, distribuídas principalmente nas regiões 

subtropicais e tropicais do mundo (CORRÊA, 1986; STEVENS, 2001). Ocorre 

preferencialmente em florestas úmidas, geralmente abaixo de 1.000 m, e seu 

principal centro de diversidade é a América tropical (APG II 2003; PENNINGTON, 

2004). No Brasil, são registrados 14 gêneros e cerca de 200 espécies, 

principalmente na Floresta Amazônica, porém com menor ocorrência na Mata 

Atlântica, destacando-se a floresta do Espírito Santo e Sul da Bahia (SOUZA; 

LORENZI, 2005; PENNINGTON, 1990).  

P. huberi é uma árvore com cerca de 30 - 40 m de altura, com 

sapopemas largas, casca branca acinzentada e adocicada e ocorre 

predominantemente em floresta permanente inundada, do Pará à Guiana 

Francesa. Suas folhas são espaçadas ou livremente agrupadas, opostas, glabras, 

com 10 - 15 pares de veias secundárias, estipes ausentes e fascículos grupados 

abaixo das folhas. As flores são de coloração branca, reunidas em número de 2 - 

5, com sépalas de 0,2 cm de comprimento e pedúnculo 0,1 - 0,4 cm de 

comprimento. Os frutos apresentam-se ovoides ou elípticos, de 3 - 3,5 cm de 

comprimento, ápice e base arredondados e globosos (VAN ROOSMALEN et al., 

2000) (Figura 1). 

P. huberi é uma árvore nativa da floresta amazônica, conhecida 

popularmente como “casca-doce”, “pau-doce” ou “paracauba” e muito utilizada na 

medicina popular local para o tratamento de gastrite e úlcera gástrica (KUSHIMA 

et al., 2005; MEDEIROS, 2008).  
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Figura 1 – Pradosia huberi (Ducke) Ducke na reserva florestal do IEPA no município de 

Porto Grande – AP. 

 

 
 
                                        Fonte: MEDEIROS, 2008 

 

Estudos fitoquímicos revelaram a presença de inúmeros compostos 

bioativos no extrato etanólico da casca do caule de P. huberi, como: taninos, 

terpenoides, quinonas, alcaloides, flavanoides e saponinas. Os flavonoides foram 

identificados como sendo 2,3-dihidromiricetina 3-a-L-ramnosideo, astilbina, 

engelitina e 2,3-dihidromiricetina (JACQUEMIN et al., 1985, CORRÊA, 1986), que 

apresentam efeitos anti-inflamatório e antioxidante (KANBARA et al., 1994; 

HARAGUCHI, et al., 1996). 

Dois derivados flavononóis glicosilados foram isolados das cascas 

do caule de P. huberi e identificados como sendo: 2,3-dihidromiricetina-3-O-

raminosídio acetato e 2,3-dihidromiricetina-7-O-raminosídio acetato (Figura 2) 

(MEDEIROS et al., 2006). 
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Figura 2 – Estrutura de flavonoides isolados das cascas do caule de Pradosia huberi. 

Ph-1 (2,3-dihidromiricetina-3-O-raminosídio acetato) e Ph-2 (2,3-dihidromiricetina-7-O-
raminosídio acetato). 

 

 

Fonte: MEDEIROS et al., 2006 

 
 

Os flavonoides constituem um grande grupo de compostos fenólicos 

de baixo peso molecular derivados de plantas, sendo consumidos em grandes 

quantidades na dieta diária.  O consumo de flavonoides está inversamente 

associado com a morbidade e mortalidade provocada por doenças coronarianas 

(HERTOG et al., 1993; MULDON; KRITCHEVSKY, 1996). Isto se deve às suas 

propriedades farmacológicas que incluem a ação vasodilatadora, anti-

inflamatória, antioxidante e inibidora da agregação plaquetária (SEIGNEUR et al., 

1990; DUARTE et al., 1993; FITZPATRICK et al., 1993; HERRERA et al., 1996; 

DI CARLO et al., 1999). Entretanto, apesar das diversas propriedades 

farmacológicas atribuídas aos flavonoides, vários estudos relataram a ação tóxica 

desses compostos no organismo, causando, por exemplo, interferência no 

processo reprodutivo (BHARGAVA, 1989).  

P. huberi é pouco relatada na literatura em relação aos seus 

aspectos fitoquímicos, farmacológicos e toxicológicos, porém segundo Kushima e 

colaboradores (2005), o extrato hidroalcoólico da casca de P. huberi apresentou 

indícios de atividade antiulcerogênica contra lesões gástricas experimentalmente 

induzidas em camundongos. Estes pesquisadores também realizaram um teste 

de toxicidade oral aguda em camundongos e constataram que esse extrato não 

apresenta atividade tóxica até a dose de 5000 mg/kg (KUSHIMA et al., 2005). 

Outros estudos também revelaram que o extrato etanólico de P. huberi 
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apresentou potente atividade vasorelaxante e dose-dependente sobre anéis de 

artéria mesentérica superior isolada de ratos com endotélio intacto (MEDEIROS, 

2008). Um estudo de toxicidade aguda de dose única (2000 mg/kg), em ratos 

Wistar adultos, revelou efeito significativo sobre a diminuição do consumo de 

água e ração em machos tratados, refletindo sobre seu desenvolvimento 

ponderal. A análise hematológica e índices hematimétricos revelaram diminuições 

do hematócrito, hemoglobina, e plaquetas, sendo os machos mais sensíveis ao 

tratamento agudo (ROCHA, 2008).  

 

2.2 Estudos de toxicidade reprodutiva 

 

A toxicidade reprodutiva está relacionada à interferência de um 

agente tóxico sobre a performance reprodutiva de machos ou de fêmeas, 

incluindo o desenvolvimento pré-natal (NEUBERT; CHAHOUD, 1995). Alterações 

específicas podem ser causadas por fatores endógenos, como as anomalias 

congênitas, que ocorrem espontaneamente ou podem ser geradas pela 

interferência de substâncias tóxicas, como os efeitos teratogênicos (EPA, 1996; 

SACHETTI, 2010). 

Os ensaios pré-clínicos de toxicidade reprodutiva avaliam o potencial 

de uma determinada substância em interferir sobre o sistema reprodutor e causar 

efeitos indesejáveis capazes de comprometer a fertilidade, o acasalamento, o 

desenvolvimento embriofetal, o parto e o desenvolvimento pós-natal dos 

descendentes até a maturidade sexual (EPA, 1996; LEMÔNICA, 2001). 

Nos testes de avaliação da toxicidade reprodutiva, o rato é o modelo 

experimental de escolha, e convencionalmente utiliza-se a espécie Rattus 

norvergicus e frequentemente a linhagem Wistar (COBEA, 1996, HOLLENBACH, 

2008).  Entretanto, como são exigidas duas espécies, sendo uma não roedora, 

normalmente os coelhos também são utilizados como modelo biológico para a 

avaliação dos efeitos de xenobióticos sobre a reprodução e fertilidade 

(NEUBERT; MERKER; KWASIGROCH, 1977). 

Em relação às vias de administração utilizadas nos ensaios de 

toxicidade reprodutiva, a via oral é a mais utilizada, por permitir determinar a 

dosagem precisa da substância teste e a padronização dos níveis plasmáticos 
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maternos. Todavia, outras vias de administração podem ser utilizadas  de acordo 

com as condições de exposição e características físico-químicas da substância 

em análise (LEMÔNICA, 2001). 

A avaliação da toxicidade reprodutiva em machos, geralmente inclui 

o protocolo Segmento 1 do “Food and Drug Administration” (FDA) e o teste do 

letal dominante, além de testes de toxicidade aguda, subcrônica e crônica que 

fornecem dados relevantes, como a avaliação do peso de órgãos e dados 

histopatológicos que podem apontar os efeitos de substâncias no sistema 

reprodutor masculino (ZENICK et al., 1994; SÁ, 2003). 

Os estudos de toxicidade reprodutiva podem ser divididos em três 

segmentos que são adaptados de normas da “Environmental Protection Agency” 

(EPA) e recomendadas pela “Food and Drug Administration” (FDA) e 

“Organization for Economic Cooperation and Development” (OECD), como segue: 

 

a) segmento I – de toxicidade crônica, avalia os efeitos sobre a fertilidade de 

machos e fêmeas, sendo os machos tratados antes e durante o acasalamento e 

as fêmeas durante gestação e lactação; 

 

b) segmento II – de toxicidade pré-natal (teratogenicidade), avalia as possíveis 

alterações no desenvolvimento da progênie exposta durante a fase de 

organogênese; 

 

c) segmento III – de toxicidade peri e pós-natal, avalia os efeitos sobre o 

desenvolvimento pré e pós-natal da progênie exposta durante as fases de 

desenvolvimento fetal e lactação. 

A realização desses estudos é importante porque permite avaliar o 

efeito de uma substância no processo reprodutivo em diferentes fases de 

desenvolvimento, abrangendo desde o período neonatal, até a idade adulta e 

reprodutiva (HOLLENBACH, 2008). 
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2.3 Sistema reprodutor masculino 

 

O sistema reprodutor masculino do rato, assim como na maioria dos 

mamíferos, é formado por glândulas e ductos, responsáveis pela produção, 

transporte e eliminação dos gametas masculinos (espermatozoides) e, pela 

produção e secreção de testosterona (BÚFALO, 2007). Esse sistema é formado 

pelas gônadas (testículos), epidídimos, canais deferente, ducto ejaculador, uretra, 

pênis e pelas glândulas acessórias, que incluem as vesículas seminais, a próstata 

e as glândulas uretrais (Figura 3) (ARENA, 2006). 

 

Figura 3 - Desenho esquemático do sistema urogenital de rato. 

 
 
Adaptado de http://www.tutorvista.com/content/biology/biology-
iii/animalmorphology/respiratory-excretory-nervous-reproductive-system-rat.php. 
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2.3.1 Testículos 

 

Os testículos são as principais glândulas do sistema reprodutor 

masculino e podem ser divididos, funcional e anatomicamente em duas partes: 

tecido intersticial (células de Leydig) e túbulos seminíferos (células de Sertoli) 

(FERNANDEZ, 2006). As células de Sertoli são responsáveis pela produção de 

espermatozoides (espermatogênese) e as células de Leydig, pela produção de 

testosterona (esteroidogênese) (RODRIGUEZ; FAVARETTO, 1999). A 

testosterona é um hormônio sexual masculino que desempenha um papel 

importante na determinação dos caracteres sexuais secundários e no 

desenvolvimento do sistema reprodutor no adulto (DADOUNE; DEMOULIN, 1993; 

RODRIGUEZ; FAVARETTO, 1999). 

As gônadas masculinas apresentam-se na forma ovoide e se 

localizam abaixo do pênis, na parte anterior do períneo e dentro das bolsas 

escrotais, onde ficam suspensas por meio dos funículos espermáticos. Medem 

entre 40 ‐ 45 mm de largura e 80 mm de altura, apresentando uma consistência 

elástica, mole e flácida (SILVA; DODE, 1993; MOORE, 1999; OLIVEIRA, 2010).  

Os testículos são órgãos pares e encontram-se envolvidos por uma 

capsula fibrosa de tecido conjuntivo denso, denominada tunica albugínea, que 

contém vasos sanguíneos. O tecido conjuntivo da túnica albugínea é contiguo ao 

tecido conjuntivo laxo que forma septos, dividindo o parênquima testicular em 

lóbulos. Nos lóbulos dos testículos encontram-se os túbulos seminíferos que são 

canais produtores de esperma. Os túbulos seminíferos convergem para o 

mediastino dos testículos, onde formam a rede testicular (rete testis), que junto 

com os vasos eferentes constituem os ductos excretores de esperma (Figura 4) 

(BANZATO, 2010). 

Os canais eferentes transportam os espermatozoides 

recém‐formados da rede do testículo para o epidídimo, onde são armazenados 

por períodos curtos até que amadureçam. A cauda do epídidimo é continua com o 

canal deferente, o qual transporta os espermatozoides do epidídimo para o canal 

ejaculatório para expulsão na região prostática da uretra (MOORE, 1999; 

ESPERANÇA PINA, 2004; OLIVEIRA, 2010). 
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Figura 4 - Esquema representativo da organização testicular numa secção frontal. 

 

 

Adaptado de http://www.becomehealthynow.com/popups/male_testes.htm. 

 

 

2.3.2 Epidídimo e ducto deferente 

 

O epidídimo é um órgão formado por um ducto único, longo e 

bastante contorcido que faz a conexão entre os ductos eferentes e o ducto 

deferente (HERMO; ROBAIRE, 2002; SULLIVAN  et al., 2005). Nos mamíferos, os 

epidídimos são divididos anatomicamente em três regiões principais: cabeça, 

corpo e cauda, que possuem características histológicas distintas e, portanto 

funções fisiológicas diferentes. A cabeça do epidídimo é o segmento inicial e o 

local no qual os espermatozoides são rapidamente transportados, já o corpo é a 

região onde a maior parte do fluido no lúmen é absorvido e onde ocorre a 

maturação do espermatozóide, e a cauda do epidídimo é o local onde os 

espermatozoides são armazenados (GLOVER, 1982; REID; CLELAND, 1957; 

HERMO; ROBAIRE, 2002, ARENA, 2006). Estas porções são subdivididas 

histologicamente em zonas que são designadas de acordo com a altura do 

epitélio e a distribuição e quantidade dos tipos celulares. O epidídimo apresenta 

epitélio pseudoestratificado ciliado, o qual possui diferentes tipos de células: 
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basais, principais, estreitas, halos, claras e apicais (HERMO; ROBAIRE, 2002). O 

epitélio epididimário encontra-se envolvido por uma camada de músculo liso, 

apresentando-se mais fina na região da cabeça e corpo e mais espessa na 

cauda. Essa camada muscular recebe a inervação de fibras adrenérgicas do 

sistema nervoso simpático (SETCHELL, 2002). 

Nos ratos, após os espermatozoides atingirem a parte proximal da 

cauda do epidídimo, eles adquirem o potencial para a motilidade progressiva, 

garantindo a sobrevivência e o sucesso na fertilização (ZENICK  et al., 1994). 

Além disso, alterações que ocorrem durante o trajeto através do epidídimo têm 

uma importante função no processo de maturação espermática (capacidade para 

motilidade, reconhecimento e fertilização do ovócito) (JONES, 1999; GATTI et al., 

2004; ROBAIRE et al., 2006 ). Há evidências de que este processo de maturação 

ocorra pela ação de componentes químicos do epidídimo, como ácido siálico, 

carnitina, proteínas e glicerilfosforilcolina, produzidos e secretados sob o controle 

de andrógenos (ORGEBIN-CRIST; JAHAD, 1978; RAJALAKSHMI, 1984). Dessa 

forma, a ocorrência de mudanças no trânsito através do epidídimo pode alterar os 

parâmetros seminais como a quantidade, a morfologia e a motilidade dos 

gametas, e comprometer a fertilidade em machos (SHARMA et al., 1996; 

FERNANDEZ et al., 2007). 

O ducto deferente é um canal muscular que emerge na margem 

epididimária do testículo, como continuação da cauda do epidídimo e termina na 

porção prostática da uretra. No rato, esse ducto mede de 5 a 6 cm de 

comprimento e 2,5 mm de diâmetro e pode ser dividido em três partes, de acordo 

com características histológicas e tamanho do lúmen. O segmento proximal 

localiza-se na bolsa escrotal, o segmento distal encontra-se situado na região 

inguinal e o segmento terminal localiza-se na pélvis abdominal e termina na 

região onde se encontra com o ducto da vesícula seminal (HEBEL; 

STROMBERG,1986; HAMILTON; COOPER, 1978). O ducto deferente possui 

uma mucosa pregueada e revestida por epitélio pseudo-estratificado prismático 

com estereocílios; uma lâmina própria de tecido conjuntivo, com muitas fibras 

elásticas; uma camada muscular, formada por uma camada média circular e duas 

camadas longitudinais (interna e externa); e uma camada adventícia de tecido 

conjuntivo (ROSS; ROMRELL, 1993). 
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2.3.2 Vesículas seminais 

 

As vesículas seminais são duas glândulas volumosas, lobadas e de 

formato irregular. No rato, essas glândulas são achatadas dorsoventralmente, 

com pólo proximal direcionado caudalmente, apresentando um epitélio pseudo-

estratificado pregueado, constituído por células epiteliais secretoras e células 

basais (HAYWARD et al., 1996). As células basais estão dispostas inferiormente 

às células principais, e apresentam núcleos poligonais e centrais com superfícies 

separadas da luz pelo ápice das células principais, já as células principais, são 

colunares com núcleos basais, sendo maiores e mais numerosas que as células 

basais. A vesícula seminal apresenta-se envolvida por três camadas, sendo uma 

interna, de natureza mucosa e que forma um conjunto de dobras, com epitélio 

secretor apoiado sobre lâmina própria, composta de feixes de fibras colágenas 

entrelaçadas; uma camada intermediária muscular que reveste o órgão e é 

constituída por duas lâminas: uma interna, de fibras circulares, e outra de fibras 

longitudinais; e uma camada serosa externa, delgada e composta de tecido 

conjuntivo frouxo. Cada glândula apresenta ducto único que desemboca na uretra 

(GUDE et al., 1982; HEBEL; STROMBERG, 1986; MARTINEZ et al., 1992; 

MARTINEZ et al., 1995). O lado ventromedial da vesícula seminal apresenta-se 

côncavo e aderido à glândula de coagulação. A luz é ocupada pelo produto de 

secreção, de aspecto hialino (HAYWARD et al., 1996). 

 

2.3.3 Próstata 

 

É um órgão acessório do sistema genital masculino que contribui 

com uma fração importante do líquido seminal e com a capacitação e 

sobrevivência dos espermatozoides (ISAACS, 1984). A próstata é composta de 

glândulas tubuloalveolares ramificadas, cujos ductos desembocam na uretra 

prostática e localiza-se em posição caudal à bexiga (ROY-BURMAN et al., 2004). 

Apresenta epitélio colunar simples, formado por células secretoras, basais e 

neuroendócrinas e encontra-se envolta por uma cápsula fibroelástica, rica em 

músculo liso, que envia septos para o interior da glândula. No homem, este órgão 

é compacto (alobular) e dividido anatomicamente em quatro regiões glandulares: 
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zona periférica, zona central, zona de transição e tecido glandular periuretral, 

além de uma quinta região não glandular, o estroma fibromuscular (COAKLEY; 

HRICAK, 2000). No rato, a próstata é dividida em quatro pares de lóbulos de 

acordo com a posição: próstata anterior, dorsal, ventral e lateral (LEE et al., 1990; 

MARKER et al., 2003; ROY-BURMAN et al., 2004). 

Os produtos de secreção da vesícula seminal e prostáta contribuem 

para a nutrição e suporte dos espermatozoides fora do trato genital masculino. As 

funções desta glândula são dependentes de estímulo androgênico como a 

testosterona, que atua diretamente nos órgãos sexuais acessórios masculinos 

(MANN, 1974). 

 

2.3.4 Pênis 

 

O pênis é o órgão copulador masculino, anatomicamente é 

composto por raiz, corpo e glande, que é uma dilatação na porção terminal desse 

órgão. O pênis é formado por tecido erétil, mais a uretra e encontram-se envoltos 

externamente por pele (MENEZES, et al., 2003). 

O corpo do pênis do rato é formado pela união de dois corpos 

cavernosos penianos e um corpo cavernoso uretral, que se designa como dois 

ramos do pênis, um corpo esponjoso e a uretra. Estes ramos se fundem para 

formar o corpo cavernoso do pênis. Os três corpos cavernosos encontram-se 

envoltos por uma resistente membrana de tecido conjuntivo denso, a túnica 

albugínea do pênis, a qual forma um septo que penetra entre os dois corpos 

cavernosos do pênis (HEBEL; STROMBERG, 1986). 

O prepúcio é a prega retrátil da pele do pênis, contendo tecido 

conjuntivo e músculo liso no seu interior. Observam-se, na sua dobra interna e na 

pele que recobre a glande, pequenas glândulas sebáceas (glândulas prepuciais). 

No rato, estas glândulas possuem um denso parênquima e um sistema ramificado 

de ductos e produzem uma secreção de natureza não lipídica (SETCHELL; 

MADDOCKS; BROOKS, 1994). Um osso peniano está presente no pênis dos 

roedores e localiza-se centralmente à glande. Este osso inicia-se na transição do 

corpo para a glande, como uma continuação do corpo cavernoso do pênis 

(VILMAM; VILMANN, 1979; HEBEL; STROMBERG,1986).  
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2.4 Espermatogênese 

 

A espermatogênese é um processo onde ocorrem divisões e 

diferenciação de células germinativas, para promover a formação de 

espermatozoides (McDONALD; PINEDA, 1989; O’DONNEL et al., 2001). Em 

ratos, esse fenômeno ocorre entre o 50º e o 60º dias de vida (TOMÉ, 2002). 

Esse processo se divide em duas etapas: a espermatocitogênese e 

espermiogênese. Na primeira etapa, as espermatogônias sofrem divisões 

mitóticas e meióticas para dar origem às espermátides (McDONALD; PINEDA, 

1989). As espermatogônias são células germinativas indiferenciadas, presentes 

na membrana basal dos túbulos seminíferos que após sofrerem diferenciação são 

classificadas em subtipos de acordo com o estado de diferenciação, incluindo a 

espermatogônia tipo A, intermediária (encontrada apenas em roedores) e tipo B 

(O’DONNEL et al., 2001; HULEIHEL; LUNENFELD, 2004). 

As espermatogônias sofrem mitoses sucessivas e dão origem a uma 

população de células-tronco ou a células que continuam o processo de mitose. 

Estas células passam então a ser chamadas de espermatócitos primários 

(STANBENFELD; EDQVIST, 1996). 

Após a última mitose, quando a espermatogônia do tipo B é 

formada, esta dá origem a espermatócitos no estágio pré-leptoteno primário, que 

replicam o seu DNA, caracterizando o início da fase meiótica (HESS, 1999; 

O’DONNEL et al., 2001).   

Os espermatócitos primários entram na primeira divisão meiótica, 

dando origem a células menores, os espermatócitos secundários. Estas células 

entram rapidamente na segunda divisão meiótica para gerar a espermátide, que 

são células haploides arredondadas (Figura 5) (ROSS; ROMRELL, 1993; 

O’DONNEL et al., 2001). 
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Figura 5 – Esquema da espermatogênese humana. 

 

 

Adaptado de http://www.rincon.com.br/Imagens/gg Espermatogenese.gif. 

 

 

2.4.1 Espermiogênese 

 

A espermiogênese é uma fase de diferenciação celular, onde ocorre 

a transformação de espermátides em espermatozoides, células adequadamente 

capacitadas para alcançar e fertilizar o gameta feminino (Figura 6) (HULEIHEL; 

LUNENFELD, 2004). Ela tem início nos túbulos seminíferos e termina no 

epidídimo (STANBENFELD; EDQVIST, 1996). 

Nesta fase, as espermátides sofrem acentuada metamorfose e se 

diferenciam da forma celular esférica para células que contêm uma cabeça 

aerodinâmica com enzimas penetrativas, com um núcleo condensado que carrega 

http://www.rincon.com.br/Imagens/gg
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o genoma masculino, e uma cauda responsável pela motilidade celular 

(JOHNSON, 1991). A fase em que ocorrem as maiores transformações 

morfológicas (condensação, alongamento da forma) do núcleo e da membrana é 

a fase acrossômica, a qual é seguida da maturação do espermatozoide, em que 

se finaliza a forma da cabeça e condensação da cromatina, a formação da cauda 

e do pescoço, originando o espermatozoide (BARTH; OKO, 1989). 

Os espermatozoides dos mamíferos são células altamente 

especializadas, porém quando saem do testículo, eles ainda são imóveis e 

incapazes de fertilizar um ovócito (BROOKS, 1983; HERMO; ROBAIRE, 2002; 

GATTI et al., 2004). É durante o trajeto pelo epididímo que os espermatozoides 

passam por mudanças morfológicas, fisiológicas e biológicas, conferindo 

maturação a esses gametas, e, portanto a capacidade de motilidade e a 

habilidade para sofrer a reação acrossômica, interagir com a zona pelúcida, 

reconhecer e fundir-se com a membrana plasmática do ovócito (ORGEBIN-

CRIST, 1969, JONES, 1999; CUASNICÚ et al., 2002; GATTI et al.,2004, 

SULLIVAN et al., 2005). 

 

Figura 6 – Esquema ilustrativo da espermiogênese e do espermatozoide de mamífero. 

 

Adaptado de http://www.ebah.com.br/content/ABAAAe3UIAI/slides-espermatogenese. 

 

 

 

 

http://www.ebah.com.br/content/ABAAAe3UIAI/slides-espermatogenese
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2.4.2 Controle hormonal da espermatogênese 

 

A espermatogênese é regulada por mecanismos endócrinos que 

envolvem o hormônio luteinizante (LH) e o hormônio folículo estimulante (FSH) 

(RODRIGUEZ; FAVARETTO, 1999).  

O hipotálamo secreta o hormônio liberador de gonadotrofinas 

(GnRH), o qual é responsável por iniciar grande parte do controle das funções 

sexuais masculinas. O GnRH estimula a hipófise anterior a secretar o LH e o FSH 

(Figura 7) (SALADIM, 2001). 

No macho, o LH é o hormônio estimulador das células intersticiais 

(Leydig), secretoras de testosterona, necessária para o desenvolvimento normal 

das células da linhagem germinativa, enquanto o FSH estimula a 

espermatogênese pela sua ação nas células de Sertoli, estimulando a adenil 

ciclase e aumentando a presença de AMP cíclico, promovendo a síntese e 

secreção de proteína de ligação ao andrógeno (ABP), que se liga à testosterona, 

possibilitando o transporte deste hormônio para o lúmen dos túbulos seminíferos 

no testículo (MARTY et al., 2003; MEANS, 1976; BANZATO, 2010; ZIRKIN, 

1998). 

A concentração da testosterona testicular é um fator determinante 

para a manutenção da produção espermática, e este hormônio está envolvido na 

regulação do desenvolvimento testicular e na formação das características 

sexuais secundárias (WRIGHT; FRANKEL, 1979; AWONIYI, et al., 1989; 

McLACHLAN, et al., 1994). 

A espermatogênese é regulada pela testosterona e pela inibina, 

através de mecanismos de “feedback” no eixo hipotálamo‐hipófise‐gônada (Figura 

7). A secreção de LH e FSH pela hipófise é modulada pela testosterona, e a 

inibição da secreção do LH E FSH resulta, provavelmente, do efeito direto da 

testosterona sobre o hipotálamo, que diminui a secreção de GnRH. A diminuição 

de produção de LH pela hipófise anterior reduz a produção de testosterona pelos 

testículos. Dessa forma, quando há um aumento acentuado nos níveis séricos de 

testosterona, este efeito de “feedback” negativo automático irá reduzir a secreção 

de testosterona para o nível desejado. Por outro lado, quando os níveis séricos de 

testosterona são insuficientes, o hipotálamo secreta uma grande quantidade de 
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GnRH, proporcionando o aumento da produção de LH e FSH pela hipófise 

anterior, e aumentando assim os níveis de testosterona (SALADIM, 2001; ROSS; 

ROMRELL, 1993). A inibina, hormônio produzido nos machos pelas células de 

Sertoli, também participam desta regulação, propiciando uma retro-alimentação 

negativa da secreção de FSH (STANBEFELD; EDQVIST, 1996; NETT, 1993) 

O funcionamento do sistema reprodutor masculino pode ser afetado 

por um agente tóxico, durante sua passagem pela barreira hemato-testicular ou 

pela ação direta sobre as células de Leydig e levar à inibição da divisão ou 

diferenciação celular, inibição do metabolismo intermediário ou ainda à 

interferência na produção de andrógenos, podendo comprometer a 

espermatogênese, a fertilização e a síntese de hormônios (ZENICK et al., 1994; 

DALLEGRAVE, 2003). 

 
Figura 7 - Desenho esquemático da regulação hormonal do sistema reprodutor de 

mamífero, mostrando as vias de estimulação (azul) e inibição (laranja) da função 
reprodutiva. 
 

Glândulas sexuais acessórias e 

características sexuais secundárias
Espermatogênese

Glândulas sexuais acessórias e 

características sexuais secundárias
Espermatogênese

 
Adaptado de OLIVEIRA, 2010. 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 Geral 

  

Avaliar o potencial tóxico de Pradosia huberi sobre o sistema 

reprodutor masculino, órgãos vitais e prole de ratos Wistar (Rattus norvegicus 

Berkenhout, 1769), usando técnicas in vivo. 

 

3.2 Específicos 

 

a) Determinar a toxicidade crônica de P. huberi em ratos; 

b) Investigar a ocorrência de toxicidade nos testículos e epidídimo e 

avaliar o efeito tóxico no funcionamento desses órgãos e no 

processo espermatogênico; 

c) Investigar a ocorrência de toxicidade na vesícula seminal e 

próstata ventral, e avaliar o efeito tóxico no funcionamento 

dessas glândulas; 

d) Investigar a ocorrência de toxicidade em órgãos vitais de ratos; 

e) Avaliar os efeitos de P.huberi sobre o perfil bioquímico e 

hematológico de ratos; 

f) Investigar o efeito da administração de P.huberi no acasalamento 

de ratos; 

g) Acompanhar a gestação e a prole de ratas não tratadas e 

acasaladas com os ratos tratados;  

h) Avaliar o desenvolvimento geral, reflexológico e comportamental 

da prole. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 MATERIAL 

 

4.1.1 Material vegetal 

 

A casca do caule de P. huberi foi coletada na área de reserva do 

Instituto de Pesquisas Científicas e Tecnológicas do Estado do Amapá (IEPA), 

localizada no município de Porto Grande - Amapá, onde uma exsicata encontra-

se depositada no Herbário Amapaense (HAMAB) sob nº 12519, no Instituto de 

Pesquisas Científicas e Tecnológicas do Amapá (IEPA). 

 

4.1.2 Animais 

 

Em cada protocolo experimental foram utilizados ratos Wistar 

(Rattus norvegicus Berkenhout, 1769), adultos (90 dias de idade), de ambos os 

sexos, pesando entre 250 a 300 g (machos) e entre 150 a 250 g (fêmeas 

virgens), provenientes do biotério Prof. Thomas George da Universidade Federal 

da Paraíba (UFPB). 

Os animais foram agrupados em gaiolas de polietileno, mantidos 

sob temperatura de 21 ± 1 oC, sem uso de qualquer medicação, tendo livre 

acesso à comida (ração do tipo pellets da marca Purina®) e água potável. Os 

animais foram mantidos em ciclo claro-escuro de 12 horas. Todas as precauções 

foram tomadas no sentido de diminuir a dor e o sofrimento dos animais, seguindo 

os princípios de cuidados com animais aprovados pelo Comitê de Ética em 

Pesquisa Animal (CEPA/UFPB), certidão número 0409/10.  
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4.1.3 Substâncias 

 

 Cloridrato de cetamina; 

 Cloridrato de xilazina; 

 Kits para análises bioquímicas (glicose, ureia, creatinina, transaminases, 

colesterol, triglicerídios, ácido úrico, amilase e albumina); 

 Tubos com gel separador para análises bioquímicas;  

 Tubos à vácuo com ácido etilenodiamino tetraacético (EDTA) para análises 

hematológicas;  

 

4.1.4 Aparelhagem 

 

 Analisador bioquímico automático – Cobas Mira Plus® – Roche Diagnostic 

System – Estados Unidos, utilizado para as determinações bioquímicas no 

soro. 

 Analisador hematológico celular automático – Animal Blood Counter  –  

ABC Vet®, França, para realização do hemograma e contagem de 

plaquetas. 

 Sistema automático (HEMATEL 200®) para corar células sanguíneas. 

 Balança analítica marca AID – HR – 120g – Japão. 

 Balança eletrônica BG – GEHAKA. 

 Centrífuga BIO ENG® BE 4000, para separação do soro em dez minutos, a 

3500 rpm. 

 Microscópio Olympus®, Brasil, para confirmação e controle da contagem 

diferencial de células sanguíneas. 

 Microscópio RML5® Askmania-Germany, utilizado nas análises 

histopatológicas. 

 Campo aberto: fabricado na UFPB, semelhante ao descrito por Broadhurst 

(1960), com adaptações de Morais e colaboradores (1998), para avaliação 

da capacidade exploratória dos animais. 
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4.2 MÉTODOS 

 

4.2.1 Preparação do extrato hidroalcoólico das cascas do caule de Pradosia 

huberi e das soluções 

 

O extrato hidroalcoólico das cascas do caule de P. huberi (EHA-PH) 

foi gentilmente cedido pela Profa. Dra. Alessandra Azevedo Nascimento de 

Medeiros do Instituto de Pesquisas Científicas e Tecnológicas do Estado do 

Amapá. As cascas foram secas em estufas de ar circulante a 45 °C e trituradas 

em moinho mecânico para preparação do extrato. As cascas do caule de P. 

huberi secas e pulverizadas (3,3 kg) foram maceradas com etanol a 95 % a 

temperatura ambiente durante dez dias. A solução extrativa foi concentrada em 

evaporador rotativo a 45 ºC, obtendo-se 480 g de extrato etanólico bruto de P. 

huberi (Figura 8). 

O EHA-PH foi diluído em água destilada, para obtenção das 

soluções em concentrações adequadas à administração correta das doses, de 

acordo com os protocolos experimentais. 
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Figura 8 - Esquema do processo de preparação do extrato hidroalcoólico de Pradosia 
huberi. 
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4.2.2 Determinação das doses e distribuição dos grupos 

 

A portaria de nº 116 da ANVISA e a resolução RE 90/2004, 

contendo o Guia para a realização dos testes de toxicidade pré-clínica de 

fitoterápicos recomenda que, para estudo de toxicidade de doses repetidas de 

um fitoterápico, deverão ser calculadas três doses, espaçadas geometricamente. 

A dose máxima não deve ser superior a 2 g/kg de peso corporal e a via de 

administração deverá coincidir com o uso popular. 

As doses utilizadas neste trabalho foram determinadas por cálculo 

de progressão geométrica e com base em estudos prévios que avaliaram a 

atividade antiulcerogênica de P. huberi em ratos e camundongos (KUSHIMA et 

al., 2005) e sua toxicidade aguda e crônica em ratos Wistar (ROCHA, 2008).  

 

4.2.2.1 Doses e grupos 

 

Durante os experimentos, o EHA-PH foi administrado por gavagem 

a ratos Wistar e para cada protocolo experimental foram formados quatro grupos 

de 15 animais cada, sendo três tratados com o EHA-PH (T1, T2 e T3), e um 

grupo controle (C) que recebeu água destilada. Os animais foram tratados, de 

acordo com o seguinte protocolo: 

 

Grupo C: animais tratados com água destilada, sendo o volume equivalente a 10 

mL/kg de massa corporal; 

Grupo T1: animais tratados com a dose diária de 1,22 mg/kg de peso corporal, 

equivalente à dose usual recomendada para seres humanos; 

Grupo T2: animais tratados com a dose diária de 6,1 mg/kg de peso corporal, 

equivalente a 5 vezes à dose usual recomendada para seres humanos; 

Grupo T3: animais tratados com dose diária de 30,5 mg/kg de peso corporal, 

equivalente a 25 vezes à dose usual recomendada para seres humanos. 
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4.2.3 Avaliação da fertilidade e capacidade reprodutiva de ratos Wistar 

expostos ao extrato hidroalcoólico de Pradosia huberi  

 

Os experimentos foram realizados a partir de adaptações de 

protocolos experimentais, e segundo as recomendações sugeridas pelos órgãos 

internacionais, como a “Food and Drug Administration” (FDA, 2001), 

“Organization for Economic Cooperation and Development” (OECD, 1995) e 

“Environmental Protection Agency” (EPA, 1996), que detectam efeitos 

reprodutivos e de desenvolvimento, mediados por alterações nas vias 

estrogênica, androgênica e tireoideana. Assim como pela Agência Nacional de 

Vigilância Sanitária (ANVISA), através de sua portaria de nº 116/MS/SNSV/1996, 

que recomenda a determinação de efeitos adversos sobre a fertilidade e 

capacidade reprodutiva (Brasil, 1996). 

Para a avaliação da toxicidade reprodutiva, ratos adultos divididos 

em quatro grupos (n = 15) foram tratados com o EHA-PH (T1, T2 e T3) e com 

água destilada (C).   

 Os animais foram tratados por 63 dias consecutivos, período que 

reflete a duração do ciclo espermatogênico em ratos Wistar mais o tempo de 

trânsito dos espermatozoides através do epidídimo (SOMKUTI et al., 1987). Na 

última semana de tratamento (57º - 63º), os ratos foram acasalados com fêmeas 

virgens não tratadas (n = 30/grupo) e no 64º dia, os animais foram anestesiados 

com solução de xilazina-cetamina 0,2 mL/100 g (8,75mL de cetamina (100 

mg/mL) e 1,25 mL de xilazina (100 mg/mL) e eutanasiados por deslocamento 

cervical (FLECKNELL, 1996; KOHN, et al., 1997). Os parâmetros avaliados estão 

enumerados nos subitens seguintes. 
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4.2.3.1 Acasalamento, diagnóstico de prenhez e verificação da fertilidade 

dos machos 

 

Para a verificação da ocorrência de acasalamento e análise da 

fertilidade dos machos, ratos Wistar adultos controle e tratados com o EHA-PH, 

durante 63 dias consecutivos, foram acasalados com fêmeas virgens em estro na 

última semana de tratamento (57º - 63º dia). O estro é o período de maior 

receptividade sexual observado na maioria das fêmeas, durante o qual ocorre a 

ovulação, com máxima probabilidade de fecundação (ZENICK; CLEGG, 1994; 

AIRES, 1999). 

 O sistema de acasalamento foi do tipo poligâmico, onde durante o ciclo 

escuro, cada macho foi acasalado com duas fêmeas virgens em estro, 

permanecendo durante toda a noite (CASTRO, 2005). Na manhã seguinte ao 

acasalamento, os animais foram separados e reconduzidos às suas gaiolas de 

origem e foram realizados esfregaços vaginais para a verificação da presença de 

espermatozoides. O esfregaço foi realizado com auxílio de uma micropipeta, 

através da lavagem vaginal com 50 L de solução de cloreto de sódio a 0,9% e 

posterior avaliação, a fresco, em microscopia ótica (CANTARUTTI, 2005; 

MÜLLER, 2007). A presença de espermatozoides no esfregaço vaginal foi 

considerada indicativo de inseminação, ficando assim estabelecido como sendo o 

dia zero de gestação (GLEICH; FROHBERG, 1977; KATO; MORISHIGE; 

ROTCHILD, 1979, DALLEGRAVE, 2003; SÁ, 2003). As ratas prenhas foram 

mantidas isoladas, para acompanhamento de suas gestações (ALMEIDA; MELO; 

XAVIER, 2000; SÁ, 2003; MELLO et al., 2004). 

 

 

 

 

 

 

 

 



54 
SANTOS, E. C. S.                                                                                                         Material e métodos 

 

4.2.3.2 Parâmetros avaliados nos ratos 

 

Durante o período de pré-acasalamento foram avaliadas e 

registradas as seguintes variáveis: 

 

 Sinais gerais de toxicidade 

 

Os animais foram observados, diariamente, para a verificação da 

ocorrência de piloereção, alteração da atividade locomotora, resposta ao toque 

aumentada/diminuída; constipação, diarreia, queda de pelos e mortes. 

 

 Ganho de massa corporal (g)  

 

Para a avaliação do ganho de massa corporal, o peso corporal dos 

animais foi registrado no primeiro dia das administrações do EHA-PH, uma vez 

por semana e no dia da eutanásia. 

 

 Consumo diário de água (mL) e ração (g) 

 

Os animais tiveram acesso a mamadeiras com água e o seu 

consumo foi avaliado a partir do primeiro dia após o tratamento, com a realização 

de registros diários do volume de água ingerido pelo animal. O alimento fornecido 

era do tipo pellets e o seu consumo, diário, foi registrado pela diferença entre 

uma quantidade pré-estabelecida de ração colocada em um dia e o que restava 

no dia seguinte. 
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Após o período de acasalamento, os seguintes parâmetros foram 

avaliados: 

 

 Parâmetros sanguíneos: hematológicos e bioquímicos  

 

Após os 63 dias de experimentação, os animais foram submetidos a 

jejum de 12 horas. No 64º dia, foram previamente anestesiados para a realização 

da sangria do plexo braquial. O sangue coletado foi então preparado para 

processamento hematológico e bioquímico. No primeiro processamento, o 

sangue foi colocado em tubos devidamente identificados, contendo anti-

coagulante (EDTA), enquanto no segundo, o sangue foi posto em tubos, 

contendo gel separador (Microtiner Becton Dickson), centrifugados  para 

obtenção de amostras de soro, e realização das determinações bioquímicas. 

  

a. Hematológicos 

 

A análise hematológica consistiu no estudo da série vermelha 

(eritrograma), que envolveu a contagem de hemácias, a determinação da massa 

sanguínea (hematócrito), hemoglobina, volume corpuscular médio (VCM), 

hemoglobina corpuscular média (HCM) e a concentração da hemoglobina 

corpuscular média (CHCM). Já para a análise da série branca (leucograma), foi 

realizada a contagem geral de leucócitos, assim como a contagem da 

diferenciação celular e de plaquetas. Estas determinações foram feitas pelo 

analisador hematológico celular automático “Animal Blood Counter Vet®”, para 

obtenção do hemograma e contagem de plaquetas. Os esfregaços sanguíneos 

foram corados automaticamente no HEMATEL® 200 e analisados em microscópio 

óptico, para confirmação e controle da contagem das células. 
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b. Bioquímicos 

 

Com a obtenção das amostras de soro, foram avaliados os 

parâmetros bioquímicos, utilizando-se os seguintes métodos : 

 

 Enzimático – glicose, ureia, ácido úrico, colesterol total, creatinina e 

triglicerídeos;  

 Cinético – aspartato-aminotransferase (AST), alanina-aminotransferase 

(ALT)   

 Biureto – albumina. 

 

 Análise macróscópica dos órgãos  

 

Após eutanásia, os animais sofreram laparotomia para remoção e 

pesagem dos seguintes órgãos: coração, cérebro, pulmões, fígado, rins, hipófise, 

próstata, epidídimo direito, vesículas seminais e testículos. Estes órgãos foram 

destituídos de gorduras adjacentes e tiveram suas massas absolutas aferidas em 

balança analítica seguido da determinação de seus pesos relativos (peso do 

órgão por 100 g de peso corpóreo). Os órgãos foram analisados 

macroscopicamente, para a avaliação de alterações quanto ao aspecto, tamanho, 

cor e forma.  

 

 Índice de fertilidade 

 

Os espermatozoides foram coletados na secreção epididimária da 

cauda do epidídimo esquerdo dos ratos. Uma gota dessa secreção foi colocada 

em 0,5 ml de soro fisiológico e, posteriormente, diluída em 20 mL de água 

destilada, de onde se obteve uma alíquota para se proceder a contagem dos 

espermatozoides, e análise dos tipos de anomalias existentes, em câmara de 

Neubauer. O número total de espermatozoides foi obtido pela média de duas 

contagens, correspondentes ao campo superior e inferior da câmara de 

Neubauer (MORAES, 1994; SÁ, 2003).  
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4.2.3.3 Parâmetros avaliados nas ratas não tratadas 

  

 Índices de fertilidade e de reprodução  

 

Ratas não tratadas foram acasaladas com os ratos tratados (T1, T2 

e T3) e controle (C1) (n = 30 fêmeas por grupo), e a partir da constatação do 

acasalamento (presença de espermatozoides no esfregaço vaginal ou detecção 

de tampão vaginal), foram divididas em dois grupos de 15 animais, onde no 

grupo 1, as fêmeas tiveram a gravidez interrompida no 15º dia de gestação, 

sendo anestesiadas com solução de xilazina-cetamina 0,2 mL/100 g, 

eutanasiadas por deslocamento cervical e examinadas para análise das 

seguintes variáveis (ZENICK; CLEGG, 1994; ALMEIDA; MELO; XAVIER, 2000): 

 

 Número total de embriões implantados; 

 Número de reabsorções; 

 Número de corpos lúteos; 

 Índice de acasalamento [(fêmeas inseminadas/fêmeas acasaladas) x 100]; 

 Índice de gestação [(fêmeas com implantes/fêmeas inseminadas) x 100];  

 Índice de perda pré-implantação [(corpos lúteos - implantações/corpos 

lúteos) x 100]; 

 Índice de implantação [(implantações totais/corpos lúteos) x 100]; 

 Ocorrência de malformações externas.  

 

No grupo 2, as 15 ratas restantes de cada grupo foram 

acompanhadas durante o período gestacional (21 dias) e após eutanásia, as 

seguintes variáveis foram avaliadas: 

 

 Número total de nascimentos; 

 Número de machos e fêmeas nascidos; 

 Número total de animais desmamados; 

 Número de machos e fêmeas desmamados; 

 Índice de nascimento (%) = (nº de filhotes nascidos vivos / nº de filhotes 

nascidos) x 100; 
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 Índice de viabilidade (%) = (nº de filhotes vivos no 4º dia pós natal / nº de 

filhotes nascidos vivos) x 100; 

 Índice de desmame (%) = (nº de filhotes vivos no desmame / nº de filhotes 

nascidos vivos) x 100; 

 Razão sexo = nº de filhotes machos / nº de filhotes fêmeas; 

 Índice de perda pós-implantação = (nº de implantes – nº de filhotes vivos / 

nº de implantes) x 100;  

 Ocorrência de malformações externas. 

 

3.2.3.4 Parâmetros avaliados na progênie 

 

Os animais provenientes do acasalamento de ratos machos 

tratados com fêmeas não tratadas foram avaliados durante a lactação (21 dias 

pós natal) quanto ao seu desenvolvimento geral, desenvolvimento reflexológico e 

avaliação comportamental (MÜLLER, 2007; FARIA et al., 2008). 

 

a. Desenvolvimento geral 

 

 Análise macroscópica externa 

 A prole foi avaliada quanto aos possíveis efeitos teratogênicos do 

EHA-PH sobre os olhos, boca, conformação craniana, membros anteriores e 

posteriores, perfuração anal e condições da cauda. 

 

 

 Peso corporal 

As massas corporais dos filhotes foram mensuradas nos dias 1, 7, 

14 e 21 pós-natal. 

 

 Descolamento e abertura dos pavilhões auriculares 

 Após o nascimento, os animais foram observados quanto ao 

descolamento bilateral dos pavilhões auriculares e abertura dos mesmos. 

Estas averiguações foram feitas diariamente até a constatação das variáveis. 
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 Surgimento de lanugo e dos pelos 

 A progênie foi observada a partir do 1º dia pós-natal, para 

verificação do surgimento de lanugo e pelos. As observações foram realizadas 

até a constatação de pelos na cabeça, membros e dorso dos animais. 

 

 Abertura palpebral ocular 

A progênie foi observada, diariamente, a partir do 12º dia pós-natal, 

para a verificação da abertura bilateral completa das pálpebras.  

 

 Desenvolvimento sexual 

 Os descendentes machos foram avaliados quanto à ocorrência da 

descida bilateral dos testículos até a bolsa escrotal. A investigação foi realizada 

através da palpação, diária, da bolsa escrotal a partir do 14º dia pós-natal e, 

subsequentemente, até que todos os descendentes apresentassem tal 

característica. 

 A progênie feminina foi observada a partir do 30º dia pós-natal, 

para a verificação da abertura do canal vaginal. Esta análise foi feita, diariamente, 

até que todas as descendentes exibissem a abertura completa do canal vaginal 

 

    b. Desenvolvimento reflexológico  

 

 Reflexo de endireitamento 

 Entre o 1º e 5º dia pós-natal, cada animal foi colocado sobre uma 

superfície plana em decúbito dorsal e foi medido o tempo gasto para que voltasse 

à  decúbito ventral em até um minuto. 

 

 

 Andar adulto 

Os filhotes foram avaliados, a partir do 8º dia pós-natal, para 

determinação do dia que começaram a exibir o andar adulto, isto é, o dia em que 

o animal iniciou a ambulação sem arrastar os membros posteriores e sem 

encostar o ventre no chão. 
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 Geotaxia negativa 

 Entre o 7º e 11º dias de vida, cada animal foi colocado com as 

quatro patas sobre um plano inclinado de aproximadamente 30o e de superfície 

áspera , com a cabeça no sentido descendente. O reflexo foi considerado 

formado quando o animal era capaz de girar seu corpo em aproximadamente 

180o, reorientando-se em até 1 minuto. 

 

c. Análise comportamental 

 

 Teste do campo aberto 

Quando os animais atingiram o 30º dia pós natal, foi utilizado um 

aparelho de campo aberto para investigar suas atividades exploratórias, tais 

como: movimentação espontânea (ambulação), sendo esta verificada pelo 

número de cruzamentos executados com as quatro patas entre as divisões do 

campo; execução de autolimpeza; ato de levantar os membros anteriores. O 

índice de emocionalidade foi avaliado pela contagem do número de bolos fecais. 

Os animais foram observados por um período de 3 minutos (CARLINI et al., 

1986). 
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4.2.4 Análise estatística 

 

As variáveis com medidas intervalares e que apresentaram 

distribuição normal foram analisadas através de teste “t” de Student e análise de 

variância (ANOVA) “one-way”. As diferenças entre os grupos foram determinadas 

pelos testes de Bonferroni. Os valores foram considerados diferentes entre si 

quando p < 0,05. As variáveis indicadas como índices ou percentuais foram 

analisadas pelo teste do Qui-quadrado e teste exato de Fisher. Utilizou-se o nível 

de significância estatística de 5% (α = 0,05).  

Todos os dados foram analisados pelo programa Graphpad Prism® 

versão 5.01 (Graphpad software inc., USA). 
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5 RESULTADOS 

 

 

5.1 Avaliação da fertilidade e capacidade reprodutiva de ratos Wistar 

expostos ao extrato hidroalcoólico de Pradosia huberi  

 

5.1.1 Parâmetros avaliados nos machos 

 

5.1.1.1 Sinais gerais de toxicidade 

 

Durante os procedimentos experimentais, nenhuma morte, alteração 

da atividade locomotora, ocorrência de piloereção ou qualquer outro sinal clínico 

de toxicidade foram observados nos grupos controle e tratados com as diferentes 

doses do EHA-PH. 

 

5.1.1.2 Evolução ponderal e consumo de água e ração  

 

Os dados obtidos mostram que a administração do EHA-PH nas 

doses de 1,22 mg/kg e 6,1 mg/kg não provocou alteração significativa no peso 

corporal dos ratos, porém houve uma redução no peso dos animais na dose de 

30,5 mg/kg, a partir do 35º  dia de tratamento (Gráfico 1). O EHA-PH, nas doses 

de 1,22 mg/kg e 6,1 mg/kg, não alterou a ingestão de alimentos, mas na dose de 

30,5 mg/kg verificou-se uma redução na ingestão de ração (Gráfico 2). Em 

relação ao consumo de água, o EHA-PH não causou mudanças entre o grupos 

controle e tratados com as doses de 1,22 mg/kg, 6,1 mg/kg e 30,5 mg/kg 

(Gráfico 3). 
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Gráfico 1 - Peso de ratos dos grupos controle e tratados com EHA-PH por 63 dias. 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Símbolos e barras verticais representam média ± e.p.m., respectivamente. ANOVA “one-
way”, (n = 15), *p < 0,05. 
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Gráfico 2 - Ingestão diária de ração dos animais dos grupos controle e tratados com o 

EHA-PH por 63 dias. 
 
 
 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
As colunas e barras verticais representam média ± e.p.m., respectivamente.  ANOVA 
“one-way”, (n = 15). *** p < 0,001. 

 

 

 
Gráfico 3 - Consumo de água dos animais dos grupos controle e tratados com o EHA-PH 

por 63 dias. 
 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
As colunas e barras verticais representam média ± e.p.m., respectivamente.  ANOVA 
“one-way”, (n = 15). 
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5.1.1.3 Parâmetros sanguíneos: hematológicos e bioquímicos  

 

O perfil bioquímico dos ratos não foi modificado pela administração 

oral do EHA-PH, exceto por um aumento significativo nos níveis séricos de 

albumina (g/dL) na dose de 30,5 mg do EHA-PH quando comparado ao grupo 

controle (Tabela 1). Os parâmetros hematológicos também não mostraram 

diferenças significantes entre os grupos controle e tratados com o EHA-PH 

(Tabela 2).  

 

Tabela 1 - Perfil bioquímico de ratos dos grupos controle e tratados com o EHA-PH 
durante 63 dias. 

 

Parâmetros Controle 
EHA-PH    

1,22 mg/kg 
EHA-PH    

6,1 mg/kg 
EHA-PH 

30,5 mg/kg 

Glicose (mg/dL)  159,27 ± 13,43  168,67 ± 3,72  153,07 ± 14,1  170,0 ± 4,23  

Ureia (mg/dL)  46,13 ± 2,75  43,40 ± 1,75  47,20 ± 2,83  43,0 ± 2,0  

Creatinina (mg/dL)  0,51 ± 0,05  0,47 ± 0,04  0,47 ± 0,04  0,47 ± 0,04  

Colesterol total 

(mg/dL)   
52,67 ± 2,28  57,53 ± 3,68  57,93 ± 2,64  60,0 ± 3,92  

Triglicerídeos 

(mg/dL)   
76,67 ± 10,51  86,47 ± 7,8  78,73 ± 8,1  81,13 ± 8,85  

HDL (mg/dL)  23,16 ± 2,8  30,97 ± 4,3  28,12 ± 3,56  28,44 ± 3,49  

LDL (mg/dL)  19,35 ± 2,9  16,29 ± 4,3  21,70 ± 3,04  15,33 ± 3,0  

VLDL (mg/dL)  15,33 ± 2,1  17,29 ± 1,56  15,75 ± 1,62  16,23 ± 1,78  

Ácido úrico (U/L)  1,13 ± 0,23  0,93 ± 0,2  0,93 ± 0,18  1,29 ± 0,27  

Amilase (U/L)  641,20 ± 25,44  686,28 ± 45,4  635,80 ± 0,94  651,80 ± 1,0  

AST (U/L)  154,27 ± 14,72  137,17 ± 8,77  142,08 ± 9,80  143,54 ± 7,8  

ALT (U/L)  60,07 ± 4,71  53,00 ± 3,05  56,60 ± 4,52  54,69 ± 3,36  

Albumina (g/dL)  2,42 ± 0,07  2,59 ± 0,08  2,49 ± 0,06  2,70 ± 0,05*  

 
Valores expressos em média ± e.p.m., respectivamente (n = 15). ANOVA “one-way”. * 
p < 0,05. 
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Tabela 2 - Perfil hematológico de ratos dos grupos controle e tratados com o EHA-PH 

durante 63 dias. 

 

Parâmetros Controle 
EHA-PH  

1,22 mg/kg 

EHA-PH  

6,1 mg/kg 

EHA-PH  

30,5 mg/kg 

Eritrócitos (106/mm3)  9,14 ± 0,43  9,52 ± 0,42  9,43 ± 0,41  9,32 ± 0,41  

Hemoglobina (g/dl)  13,80 ± 0,37  14,05 ± 0,24  13,26 ± 0,63  13,96 ± 0,22  

Hematócrito (%)  41,30 ± 1,53  42,9 ± 1,4  42,33 ± 1,36  42,83 ± 1,15  

VCM (fl)  45,65 ± 0,99  45,35 ± 0,87 45,38 ± 0,99  46,57 ± 1,22  

HCM (pg)  15,51 ± 0,80  15,17 ± 0,71  14,63 ± 0,5  15,37 ± 0,66  

CHCM (g/dl)  33,80 ± 1,05  33,29 ± 1,02  32,10 ± 0,68  32,84 ± 0,72  

Leucócitos 

(103/mm3) 
7,21 ± 0,66  6,27 ± 0,5  5,57 ± 0,59  6,92 ± 0,63  

Neutrófilos (%)  30,13 ± 3,24  25,93 ± 2,29  27,53 ± 2,06  29,13 ± 1,9  

Eosinófilos (%)  0,80 ± 0,30  0,73 ± 0,23  0,53 ± 0,21  0,67 ± 0,25  

Linfócitos (%)  65,07 ± 3,50  67,93 ± 2,0  66,53 ± 1,79  66,07 ± 2,05  

Monócitos (%)  4,0 ± 0,60  4,33 ± 0,77  4,53 ± 0,60  4,27 ± 0,73  

Plaquetas (103/mm3) 745,0 ± 18,0  626,20 ± 55,39  703,80 ± 3,62  701,27 ± 4,45  

 
Valores expressos em média ± e.p.m, respectivamente (n = 15). ANOVA “one-way”. 

 

 

5.1.1.4 Análise macroscópica dos órgãos vitais e reprodutores  

 

Não foi evidenciada qualquer alteração macroscópica de órgãos 

vitais e reprodutores dos ratos tratados com as três doses do EHA-PH, 

considerando-se parâmetros tais como: aspecto, tamanho, cor e forma. 

Nenhuma redução significativa foi observada nos pesos absoluto e 

relativo do fígado, pulmões, coração, cérebro e hipófise e no peso relativo dos rins 

dos animais tratados com as três doses do EHA-PH. Porém, houve uma redução 

significativa no peso absoluto dos rins dos animais tratados com a dose de 30,5 

mg/kg, quando comparado ao grupo controle (Tabelas 3 e 4). Os pesos absoluto e 

relativo de testículos, epidídimo direito, vesícula seminal e próstata dos animais 

tratados também não se alteraram em relação aos animais do grupo controle 

(Tabelas 5 e 6).  
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Tabela 3 - Peso absoluto de órgãos vitais de animais dos grupos controle e tratados com 

o EHA-PH durante 63 dias. 

 

 Peso absoluto (g) 

Órgãos Controle 
EHA-PH  

1,22 mg/kg 
EHA-PH  

6,1 mg/kg 
EHA-PH  

30,5 mg/kg 

Rim direito 1,39 ± 0,05 1,28 ± 0,04 1,27 ± 0,04 1,19 ± 0,04* 

Rim esquerdo 1,35 ± 0,04 1,26 ± 0,05 1,28 ± 0,05 1,16 ± 0,04* 

Fígado 14,33 ± 0,59 13,29 ± 0,54 14,07 ± 0,63 12,60 ± 0,47 

Pulmões 1,94 ± 0,09 1,75 ± 0,07 1,65 ± 0,11 1,66 ± 0,08 

Coração 1,27 ± 0,04 1,23 ± 0,03 1,23 ± 0,04 1,11 ± 0,04 

Cérebro 1,34 ± 0,02 1,32 ± 0,03 1,34 ± 0,02 1,28 ± 0,02 

Hipófise (mg) 10,0 ± 0,77 9,56 ± 0,52 9,67 ± 0,41 9,41 ± 0,53 

 
Valores expressos em media ± e.p.m., respectivamente (n = 15). ANOVA “one-way”. * 
p < 0,05. 
 
 
 
 
Tabela 4 - Peso relativo de órgãos vitais de animais dos grupos controle e tratados com o 

EHA-PH durante 63 dias. 

 

 Peso relativo (%) 

Órgãos  Controle 
EHA-PH  

1,22 mg/kg 
EHA-PH  

6,1 mg/kg 
EHA-PH  

30,5 mg/kg 

Rim direito  0,35 ± 0,01 0,35 ± 0,01 0,35 ± 0,01 0,33 ± 0,01 

Rim esquerdo 0,34 ± 0,01 0,34 ± 0,01 0,35 ± 0,01 0,33 ± 0,01 

Fígado 3,61 ± 0,15 3,55 ± 0,12 3,84 ± 0,16 3,58 ± 0,13 

Pulmões 0,48 ± 0,02 0,47 ± 0,02 0,45 ± 0,03 0,47 ± 0,02 

Coração 0,32 ± 0,01 0,33 ± 0,01 0,33 ± 001 0,31 ± 0,01 

Cérebro 0,34 ± 0,01 0,35 ± 0,01 0,37 ± 0,007 0,36 ± 0,01 

Hipófise 2,70 ± 0,32 2,50 ± 0,19 2,65 ± 0,13 2,65 ± 0,12 

 
Valores expressos em media ± e.p.m., respectivamente (n = 15). ANOVA “one-way”. 
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Tabela 5 - Peso absoluto dos órgãos reprodutores e glândulas sexuais acessórias de 

animais dos grupos controle e tratados com o EHA-PH durante 63 dias. 

 

 Peso absoluto (g) 

Órgãos Controle 
EHA-PH 

1,22 mg/kg 
EHA-PH  

6,1 mg/kg 
EHA-PH 

30,5 mg/kg 

Testículo direito 1,65 ± 0,05 1,65 ± 0,04 1,59 ± 0,05 1,58 ± 0,04 

Testículo esquerdo 1,66 ± 0,05 1,65 ± 0,04 1,61 ± 0,04 1,60 ± 0,04 

Vesícula seminal 1,39 ± 0,10 1,45 ± 0,07 1,26 ± 0,07 1,36 ± 0,08 

Epidídimo direito 0,63 ± 0,02 0,59 ± 0,03 0,57 ± 0,02 0,54 ± 0,02 

Próstata 0,44 ± 0,02 0,44 ± 0,01 0,40 ± 0,02 0,40 ± 0,02 

 
Valores expressos em média ± e.p.m., respectivamente (n = 15). ANOVA “one-way”.  

 
 
 
 
Tabela 6 - Peso relativo dos órgãos reprodutores e glândulas sexuais acessórias de 
animais dos grupos controle e tratados com o EHA-PH durante 63 dias. 

 

 Peso relativo (%) 

Órgãos Controle 
EHA-PH  

1,22 mg/kg 
EHA-PH  

6,1 mg/kg 
EHA-PH  

30,5 mg/kg 

Testículo direito 0,42 ± 0,01 0,44  ± 0,01 0,43  ± 0,02 0,45  ± 0,01 

Testículo esquerdo 0,42  ± 0,01 0,44  ± 0,02  0,44  ± 0,02 0,45  ± 0,01 

Vesícula seminal 0,35 ± 0,03 0,39 ± 0,02 0,35 ± 0,02 0,39 ± 0,02 

Epidídimo direito 0,16  ± 0,01 0,16  ± 0,01 0,16  ± 0,06 0,15  ± 0,01 

Próstata 0,11 ± 0,01 0,07 ± 0,01 0,08 ± 0,01 0,09 ± 0,01 

 
Valores expressos em média ± e.p.m., respectivamente (n = 15). ANOVA “one-way”.      
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5.1.1.5 Índice de fertilidade   

 

A concentração de espermatozoides (Gráfico 4) e a proporção de 

espermatozoides normais e anormais (sem cauda, sem cabeça e com cauda curta 

ou enrolada) (Tabela 7) não diferiram entre os animais dos grupos controle e 

tratados com o EHA-PH. 

 

Gráfico 4 - Concentração de espermatozoides na secreção da cauda do epidídimo 

esquerdo de ratos nos grupos controle e tratados com o EHA-PH por 63 dias. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
As colunas e barras verticais representam média ± e.p.m., respectivamente.  ANOVA 
“one-way”, (n = 15). 
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Tabela 7 - Proporção de espermatozoides normais e anormais de ratos dos grupos 

controle e tratados com o EHA-PH por 63 dias. 
 

 Concentração de espermatozoides (10-6/mL) 

Espermatozoides Controle 
EHA-PH 

1,22 mg/kg 
EHA-PH 

6,1 mg/kg 
EHA-PH 

30,5 mg/kg 

Normal 96,03 ± 0,22 95,92 ± 0,34 96,02 ± 0,32 95,45 ± 0,34 

Somente cabeça 2,17 ± 0,08 2,36 ± 0,17 2,56 ± 0,17 2,68 ± 0,29 

Somente cauda 1,17 ± 0,14 1,15 ± 0,19 0,88 ± 0,10 1,09 ± 0,11 

Cauda curta 0,23 ± 0,04 0,27 ± 0,007 0,20 ± 0,04 0,25 ± 0,04 

Cauda longa 0,39 ± 0,04 0,34 ± 0,04 0,55 ± 0,08 0,59 ± 0,07 

 
Valores expressos em média ± e.p.m., respectivamente (n = 15). ANOVA “one-way”. 
 
 
  

5.1.2 Parâmetros avaliados nas fêmeas não tratadas 

  

5.1.2.1 Índices de fertilidade e de reprodução  

 

a. Parâmetros avaliados nas fêmeas que tiveram a gravidez interrompida 

no 15º dia de gestação 

 

 Índices de fertilidade e reprodução 

 

A administração do EHA-PH não interferiu no acasalamento dos 

ratos e para todas as ratas acasaladas verificou-se a presença de 

espermatozoides no esfregaço vaginal (índice de acasalamento – 100%). No 

entanto, houve um aumento de 14,3% e 10,8% nos índices de perda pré-

implantação e uma redução de 14,3% e 10,8% nos índices de implantação das 

ratas acasaladas com ratos tratados com 6,1 mg/kg e 30,5 mg/kg do EHA–PH, 

respectivamente. Não foram observadas alterações estatisticamente significativas 

do número de corpos lúteos, implantações, reabsorções e índice de gestação 

(Tabela 8). Não foram observadas malformações externas.  

 

http://ciberduvidas.sapo.pt/pelourinho/jan_abr_05.html
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Tabela 8 - Variáveis reprodutivas em ratas (com gravidez interrompida no 15º dia) 

acasaladas com ratos dos grupos controle e tratados com EHA-PH. 
 

Variáveis 
Controle 

 
EHA-PH    

1,22 mg/kg 
EHA-PH    

6,1 mg/kg 
EHA-PH     

30,5 mg/kg 

Fêmeas acasaladas 15 15 15 15 

Fêmeas inseminadas 15 15 15 15 

Fêmeas com implantes 13 12 12 15 

Índice de acasalamento 100%    (15/15) 100%  (15/15) 100% (15/15) 100% (15/15) 

Índice de gestação 86,7%   (13/15) 80,0% (12/15) 80,0%  (12/15) 100% (15/15) 

Corpos lúteos 185 194 197 182 

Implantes 140 131 121 163 

Reabsorções 3 3 7 5 

Perdas pré-implantação 24,3% (45/185) 32,5%(63/194) 38,6%* (76/197) 35,1%*(68/194) 

Índice de implantação 75,7% (140/185) 67,5%(131/194) 61,4%*(121/197) 64,9%* (126/194) 

 
*Diferença significativa em relação ao controle (n = 15). Teste exato de Fisher (p < 0,05).  
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b. Parâmetros avaliados nas fêmeas acompanhadas durante todo o período 

gestacional (21 dias) 

 

Nenhuma das doses investigadas do EHA-PH interferiu no número 

total de nascimentos (Gráfico 5, Tabela 9), número de implantes (Gráfico 6),  e 

número de animais desmamados (Gráfico 7, Tabela 9). As fêmeas acasaladas 

com ratos que receberam a dose de 6,1 mg/kg do EHA-PH, tiveram o maior 

número de filhotes nascidos (Tabela 9). Os índices de nascimento e viabilidade 

não diferiram entre os grupos controle e tratados com o EHA-PH, porém houve 

um aumento de 5,6% e 8,2% no índice de perda pós-implantação das ratas 

acasaladas com ratos expostos às doses de 6,1 mg/kg e 30,5 mg/kg do EHA–PH, 

respectivamente.Também observou-se um decréscimo no índice de desmame 

para as ratas acasaladas com ratos tratados com a dose intermediária do extrato 

(Tabela 10). 

 
 
 
 
Gráfico 5 - Número de filhotes nascidos de ratas acasaladas com ratos dos grupos 

controle e tratados com o EHA-PH. 
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As colunas e barras verticais representam média ± e.p.m., respectivamente.  ANOVA 
“one-way”, (n = 15). 
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Gráfico 6 - Número de implantes de ratas acasaladas com ratos dos grupos controle e 

tratados com o EHA-PH. 
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As colunas e barras verticais representam média ± e.p.m., respectivamente.  ANOVA 
“one-way”, (n = 15). 

 

 

 

 

Gráfico 7 - Número de animais desmamados de ratas acasaladas com ratos dos grupos 

controle e tratados com o EHA-PH. 
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 As colunas e barras verticais representam média ± e.p.m., respectivamente.  ANOVA 
“one-way”, (n = 15). 
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Tabela 9 – Machos e fêmeas nascidos e desmamados de fêmeas acasaladas com 

machos dos grupos controle e tratados com o EHA-PH. 

 
 

 
Controle 

 
EHA-PH  

1,22 mg/kg 
EHA-PH  

6,1 mg/kg 
EHA-PH  

30,5 mg/kg 

Machos nascidos 65 70 63 63 

Fêmeas nascidas 52 62 76 68 

Total de nascidos 117 132 139 131 

Total de nascidos 
vivos 

117 132 139 128 

Machos 
desmamados 

65 67 57 59 

Fêmeas 
desmamadas 

51 60 73 64 

Total de 
desmamados 

116 127 130 123 

 
n = 30 
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Tabela 10 - Variáveis reprodutivas em ratas acasaladas com ratos do grupos controle e 

tratados com EHA-PH. 

 

Variáveis Controle 
EHA-PH     

1,22 mg/kg 
EHA-PH     

6,1 mg/kg 
EHA-PH     

30,5 mg/kg 

Índice de 
nascimento 

100% 
(117/117) 

100%  
(132/132) 

100%  
(139/139) 

97,7% 
(128/131) 

Índice de 
viabilidade 

100% 
(117/117) 

100%  
(132/132) 

100%   
(139/139) 

100%  
(128/128) 

Índice de 
desmame 

99,1% 
(116/117) 

96,2% 
(127/132) 

93,5%* 
(130/139) 

96,1%  
(123/128) 

Índice de perdas 
pós-implantação 

1,7%      
(2/119) 

7,0%     
(10/142) 

7,3%*    
(11/150) 

9,9%*   
(14/142) 

 
*Diferença significativa em relação ao controle (n = 15). Teste exato de Fisher (p < 0,05). 
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5.1.3 Parâmetros avaliados na progênie  

 

a. Desenvolvimento geral 

 

A administração do EHA-PH na dose de 1,22 mg/kg, a ratos machos,  

não provocou alteração significativa no peso corporal de seus descendentes, 

porém houve uma redução significativa no peso da prole proveniente do 

acasalamento de ratas não tratadas com ratos tratados nas doses de  6,1 mg/kg e 

30,5 mg/kg, observado no 21 dia pós-natal (Gráfico 8). 

O período (dias) para crescimento de lanugo e de pelos, início de 

erupção dos incisivos, descolamento e abertura auricular, abertura dos olhos, 

descida bilateral dos testículos e abertura do canal vaginal não diferiram entre os 

descendentes de ratas acasaladas com ratos expostos ao extrato de P. huberi e 

os que receberam apenas veículo (Tabela 11). 

Foram observados três fetos natimortos, dois deles com evidências 

de malformação (Figura 8A) e um feto com presença de hérnia abdominal (Figura 

8B), provenientes de progenitoras acasaladas com ratos expostos à dose de 30,5 

mg/kg do EHA-PH. Nenhum animal do grupo controle apresentou tais 

anormalidades (Figura 8C). 
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Gráfico 8 - Peso da prole de ratas acasaladas com ratos dos grupos controle e tratados 

com o EHA-PH. 
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Valores expressos em media ± e.p.m., respectivamente. n = número de filhotes. ANOVA 
“one-way”. **P < 0,001. 
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Tabela 11 - Desenvolvimento físico (em dia de aparecimento) dos descendentes machos 

(M) e fêmeas (F) de ratas acasaladas com machos dos grupos controle e tratados com o 
EHA-PH. 

 
 

 

Controle 
 

n = 65 (M) 
      52 (F) 

EHA-PH  
1,22 mg/kg 
n = 70 (M) 
      62 (F) 

EHA-PH  
6,1 mg/kg 
n = 63 (M) 
     76 (F) 

EHA-PH  
30,5 mg/kg 
n = 59 (M) 
     64 (F) 

Lanugo 5,74 ± 0,29 5,64 ± 0,25 6,25 ± 0,28 6,64 ± 0,34 

Pelos 11,71 ± 0,34 11,07 ± 0,35 10,71 ± 0,22 11,71 ± 0,30 

Erupção incisivos 
(início) 

10,43 ± 0,33 11,45 ± 0,34 11,36 ± 0,41 10,54 ± 0,30 

Abertura ocular 15,47 ± 0,35 15,32 ± 0,29 15,50 ± 0,36 15,41 ± 0,26 

Descolamento 
auricular 

4,72 ± 0,35 4,65 ± 0,39 6,08 ± 0,42 5,36 ± 0,60 

Abertura pavilhão 
auricular 

15,30 ± 0,32 15,31 ± 0,36 15,91 ± 0,40 14,93 ± 0,41 

Abertura canal 
vaginal 

32,74 ± 0,80 30,56 ± 0,72 32,86 ± 0,54 33,56 ± 0,72 

Descida testículos 15,91 ± 0,29 16,92 ± 0,24 16,22 ± 0,31 15,22 ± 0,35 

 
Valores expressos em media ± e.p.m., respectivamente. ANOVA “one-way”.  
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Figura 9 – Fetos de progenitoras acasaladas com ratos expostos à dose de 30,5 mg/kg 

do EHA-PH (A e B) e grupo controle (C). Malformações fetais (A) e (B), com presença de 
hérnia abdominal (B). Desenvolvimento normal de descendentes de ratos do grupo 
controle (C). 
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b. Desenvolvimento reflexológico 
 
 
 

A tabela 12 mostra os sinais de desenvolvimento reflexológico da 

prole de ratas acasaladas com ratos controle e tratados com o EHA-PH. Não 

foram observadas diferenças significativas nos parâmetros analisados. 

 
 
Tabela 12 - Desenvolvimento reflexológico (em dia de aparecimento) da prole de ratas 
acasaladas com machos dos grupos controle e tratados com o EHA-PH. 

 

  

 
Controle 

 
n = 117     

EHA-PH  
1,22 mg/kg 

n = 132 

EHA-PH  
6,1 mg/kg 

n = 139 

EHA-PH  
30,5 mg/kg 

n = 123 

Andar adulto 9,13 ± 0,27 9,2 ± 0,26 9,2 ± 0,31 9,27 ± 0,28 

Geotaxia 
negativa 

8,07 ± 0,18 7,90 ± 0,24 7,67 ± 0,25 8,07 ± 0,21 

Endireitamento 4,0 ± 0,17 4,27 ± 0,18 4,4 ± 0,19 4,47 ± 0,26 

 
Valores expressos em media ± e.p.m., respectivamente. ANOVA “one-way”. 
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c. Análise comportamental 

 

A tabela 13 mostra que não houve alterações significativas nos 

parâmetros comportamentais avaliados (ambulação, número de execuções de 

levantar e de limpeza, e o parâmetro defecação, avaliado pelo número de bolos 

fecais), quando comparado ao grupo controle. 

 

Tabela 13 - Parâmetros observados durante avaliação comportamental de campo aberto 

na prole de ratas acasaladas com machos dos grupos controle e tratados com o EHA-PH. 

 

  

 
Controle 

 
n = 116     

EHA-PH  
1,22 mg/kg 

n = 127 

EHA-PH  
6,1 mg/kg 

n = 130 

EHA-PH  
30,5 mg/kg 

n = 123 

Ambulação 
(frequência) 

43,62 ± 2,55 40,65 ± 3,39 44,70 ± 2,00 41,00 ± 2,94 

Levantadas 
(frequência) 

16,44 ± 1,29 16,05 ± 1,62 14,39 ± 1,17 11,48 ± 1,54 

Limpeza 
(segundos) 

5,18 ± 1,08 5,12 ± 0,89 4,72 ± 0,47 6,02 ± 1,67 

Bolos fecais 
(frequência) 

4,0 ± 0,52 3,36 ± 0,53 3,10 ± 0,31 3,26 ± 0,4 

 
Valores expressos em media ± e.p.m., respectivamente. ANOVA “one-way”. 
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6 DISCUSSÃO 

 

Há milhares de anos, as plantas são utilizadas com fins medicinais 

para o tratamento, cura e prevenção de doenças com suas propriedades 

terapêuticas sendo propagadas de geração em geração (VEIGA JUNIOR; PINTO; 

MACIEL, 2005).  Atualmente, apesar do avanço dos medicamentos fitoterápicos, 

relativamente poucos estudos estão sendo realizados a fim de comprovar sua 

eficácia e segurança, e muitas plantas ainda são utilizadas com base somente no 

seu uso popular já bem estabelecido (TUROLLA; NASCIMENTO 2006).  

   A maioria dos produtos derivados de plantas utilizados 

culturalmente no Brasil não possui estudos pré-clínicos de toxicidade reprodutiva, 

portanto o efeito de muitas dessas substâncias sobre o sistema reprodutor ainda 

é desconhecido (MÜLLER, 2007).  

 A espécie P. huberi é bastante utilizada na medicina popular pelas 

comunidades amazônicas, por suas atividades gastroprotetora e antiulcerogênica. 

Entretanto, são poucos os estudos sobre sua atividade toxicológica, 

especialmente sobre a sua toxicidade reprodutiva. Vários componentes foram 

identificados na constituição química de P. huberi, com a presença de metabólitos 

secundários, como flavonoides, saponinas, esteroides e triterpenos, considerados 

responsáveis pelas propriedades terapêuticas dessa espécie vegetal, mas os 

mesmos são também capazes de exercer ação adversa no organismo, incluindo o 

sistema reprodutor, como evidenciado em ensaios toxicológicos prévios. 

Por exemplo, estudos realizados por Delclos e colaboradores (2001) 

demonstraram que, em ratos, a genisteína, uma isoflavona presente na soja, pode 

interferir na espermatogênese e reduzir o número de espermatozoides presentes 

no epidídimo. Outros estudos evidenciaram que o extrato das sementes de Vitex 

negundo, rico em flavonoides, interferiu na fertilidade de ratos, causando uma 

redução no peso dos órgãos sexuais desses animais, além de um decréscimo no 

número de espermatozoides e alteração em sua motilidade (DAS et al., 2004). 

Ensaios realizados com saponinas e triterpenoides isolados de Acacia 

auriculiformis revelaram atividade espermicida e a capacidade desses metabólitos 

em interferir na motilidade do espermatozoide humano (PAKRASHI et al., 1991). 
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Os testes de toxicidade reprodutiva são realizados para definir os 

efeitos diretos de um agente tóxico exógeno sobre o sistema reprodutor. A 

exposição paterna ou materna a esses agentes, em períodos críticos de 

desenvolvimento embriológico e fetal, pode afetar os processos reprodutivos, 

comprometendo a fertilidade e o desenvolvimento pré e pós-natal (NEUBERT; 

CHAHOUD, 1995; DALLEGRAVE, 2003; HOLLENBACH, 2008; HOLLENBACH, 

et al., 2010). Esses ensaios envolvem a avaliação de variáveis reprodutivas e 

também tomam por base os parâmetros clínicos de toxicidade sistêmica, pois um 

animal debilitado pode ter o seu potencial de fecundidade e fertilidade diminuído 

(SILVA, 2010). 

Nesse estudo, investigou-se a toxicidade do extrato hidroalcoólico 

de P. huberi sobre o sistema reprodutor, os órgãos vitais e a prole de ratos Wistar 

adultos. O extrato foi administrado, via gavagem, a três grupos experimentais, nas 

doses de 1,22, 6,1 e 30,5 mg/ kg  de peso corporal, durante 63 dias, período que 

compreende o ciclo espermatogênico completo dessa espécie mais o período de 

trânsito epididimário (SOMKUTI et al., 1987; COOPER, 2009). 

O potencial tóxico do extrato hidroalcóolico de P. huberi foi estudado 

seguindo os protocolos experimentais relevantes à avaliação da toxicidade dessa 

espécie vegetal sobre o sistema reprodutor de ratos Wistar, utilizando-se fatores 

como a ocorrência de sinais clínicos gerais de toxicidade, consumo diário de água 

e ração, análises bioquímicas e hematológicas, massa corporal, peso de órgãos 

vitais (fígado, rins pulmão, cérebro e hipófise), peso dos órgãos reprodutores 

(testículos e epidídimo direito) e das glândulas sexuais acessórias (próstata e 

vesícula seminal).  

A avaliação do peso corporal durante o tratamento com uma 

determinada substância fornece informações sobre o estado geral de saúde dos 

animais em experimentação, e essa informação pode ser relevante para a 

interpretação dos efeitos reprodutivos. Uma redução na massa corporal ou um 

decréscimo no ganho de massa pode evidenciar uma variedade de respostas, 

incluindo anorexia induzida pelo tratamento, ou toxicidade sistêmica (EPA, 1996; 

SÁ, 2003; MÜLLER, 2007). 

A exposição oral, por 63 dias, ao EHA-PH  nas doses de 1,22 e 6,1 

mg/kg não alterou o peso corporal de ratos, entretanto a administração da maior 
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dose do extrato (30,5 mg/kg) causou redução do peso corporal dos animais a 

partir do 35º dia de tratamento. Esse achado foi corroborado pela diminuição na 

ingestão de ração por esses animais, sugerindo a ocorrência de efeitos tóxicos 

causados pela administração da maior dose do EHA-PH. Resultados semelhantes 

foram demonstrados por Rocha (2008), em ensaios de toxicidade aguda e crônica 

realizados em ratos, em que  a administração do extrato hidroalcoólico de P. 

huberi provocou diminuição da massa corporal de forma significante, associada à 

redução da ingestão de água e alimentos. No presente estudo, não foram 

evidenciados sinais clínicos indicativos de toxicidade, como comprometimento do 

sistema locomotor e piloereção, além de não ter ocorrido nenhuma morte de 

animais expostos às diferentes doses do EHA-PH.  

Em ensaios pré-clínicos de toxicidade reprodutiva, o monitoramento 

do funcionamento de órgãos vitais concomitante ao tratamento com determinada 

substância também é importante, pois alterações nesses órgãos podem 

comprometer o processo reprodutivo (SÁ, 2003; SILVA, 2010). Mudanças 

significativas nas massas absolutas e relativas de órgãos vitais podem indicar a 

ocorrência de um efeito adverso e a avaliação da massa absoluta de um órgão é 

importante porque uma diminuição nesse parâmetro pode ocorrer sem, 

necessariamente, estar relacionada com a redução da massa corporal (EPA, 

1996; BÚFALO, 2007). 

O fígado e os rins possuem determinados sistemas enzimáticos que 

afetam biologicamente a meia vida dos hormônios esteroidais e de outros 

hormônios. Dessa forma, xenobióticos capazes de interferir com os processos de 

biotransformação e eliminação são capazes de alterar o sistema endócrino, 

causando danos ao sistema reprodutivo (CLAPALCH et al., 2002; DALLEGRAVE, 

2003). Trabalhos demonstraram que substâncias com atividade estrogênica, 

como flavonoides, podem atuar como desreguladores endócrinos, acarretando 

disfunções reprodutivas importantes no sexo masculino, como diminuição do peso 

dos testículos, da contagem espermática no epidídimo, da motilidade espermática 

e da atividade de enzimas testiculares envolvidas na biossíntese de testosterona 

(MANI et al., 2002; ARENA, 2006). Neste estudo, foi observado que o peso 

absoluto e relativo do fígado, pulmão, coração e cérebro não foram afetados pelo 

tratamento com o EHA-PH, porém, houve uma redução significativa no peso 
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absoluto dos rins dos animais tratados com a dose de 30,5 mg/kg do extrato, 

quando comparado ao grupo controle. Como nenhuma mudança foi observada no 

peso relativo desses órgãos, este dado sugere a ausência de efeito tóxico direto 

do EHA-PH sobre os rins, já a redução no peso absoluto dos mesmos pode ser 

explicada pela redução no peso corporal dos ratos tratados com a dose de 30,5 

mg do extrato. A análise macroscópica dos órgãos vitais, levando-se em 

consideração aspectos tais como forma, tamanho, peso e cor, não evidenciou 

qualquer alteração causada pelo tratamento com o EHA-PH. Estes resultados 

sugerem que o extrato não exerceu efeito tóxico específico sobre os órgãos vitais 

de ratos durante os 63 dias de tratamento, entretanto tais resultados não eliminam 

a possibilidade do EHA-PH exercer algum tipo de efeito adverso sobre o sistema 

reprodutor desses animais, pois um agente químico pode afetar um determinado 

órgão sem necessariamente alterar o metabolismo sistêmico. Paul e 

colaboradores (2010) demonstraram que o extrato hidroalcoólico composto das 

folhas de Stephania hernandifolia e raízes de Achyranthes Aspera na proporção 

de 1:3 e na dose de 80 mg/100g de peso corporal não induziu toxicidade hepática 

ou renal em ratos, porém  interferiu com o sistema reprodutor causando 

alterações como diminuição na contagem e motilidade de espermatozoides, e 

decréscimo nos níveis de testosterona e no peso de órgãos reprodutores. 

A bioquímica e a hematologia são importantes áreas de estudo 

sobre o estado de saúde dos animais e a análise de seus parâmetros é útil na 

avaliação da toxicidade reprodutiva. As dosagens séricas das enzimas hepáticas 

AST e ALT têm sido utilizadas na investigação e monitoramento das doenças 

hepáticas (PINTO et al., 2005; TUROLLA; NASCIMENTO, 2006; TEIXEIRA et al., 

2009). A ALT é uma enzima encontrada em grande quantidade nos hepatócitos 

dos ratos, sendo considerada específica para lesão hepática nestas espécies 

(SILVEIRA, 1988; LOEB, 1997). Dentre as principais patologias do fígado em que 

os níveis dessa enzima encontram-se elevados está a hepatite infecciosa, 

hepatite tóxica e processos tóxico-químicos (SILVEIRA, 1988, PINTO et al., 

2005). A avaliação de alterações hepáticas é um dado relevante nos estudos de 

toxicidade reprodutiva, pois essas alterações podem interferir no processo 

reprodutivo, através de modificações nos níveis circulantes dos hormônios 

sexuais (FERREIRA; MEDEIROS, 2000). Nesse experimento, não houve 
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elevação dos níveis séricos das enzimas ALT e AST, indicando que o tratamento 

com o EHA-PH não desencadeou hepatotoxicidade nos animais tratados.  

A albumina é a proteína mais abundante no plasma e equivale a 

cerca de 50% do total de proteínas. É sintetizada no fígado e contribui com 80% 

da osmolaridade do plasma sanguíneo, constituindo, também, uma importante 

reserva proteica (OLIVEIRA, 2007). A concentração de albumina plasmática pode 

diminuir (hipoalbuminemia) em várias situações como em doenças hepáticas 

crônicas, na doença renal e em estados de desnutrição. Já o aumento nos níveis 

séricos dessa proteína (hiperalbuminemia) é raro, podendo ser causado por 

desidratação ou choque (WILKINSON; MENDEHALL, 1963; OLIVEIRA, 2007). 

Estudos demonstraram que, em pacientes desnutridos e em processo de 

recuperação, ocorre uma diminuição na taxa de degradação da albumina, 

indicando assim uma resposta compensatória à baixa ingestão de proteínas 

(JAMES; HAYS, 1968; OLIVEIRA, 2007). No presente estudo, observou-se um 

aumento significativo na concentração plasmática de albumina dos ratos tratados 

com a dose de 30,5 mg/kg do extrato, o que pode ter sido provocado pela 

diminuição no consumo de ração por esses animais, estabelecendo assim um 

equilíbrio em relação ao baixo consumo de proteínas.  

Os níveis séricos de ureia e ácido úrico são parâmetros importantes 

de diagnóstico da insuficiência renal, embora não sejam tão específicos quanto à 

dosagem de creatinina (principal indicador da função renal) (AL-HABORI et al., 

2002). A elevação dos níveis de creatinina no sangue é observada quando há 

lesão aos néfrons funcionantes (TEIXEIRA et. al, 2009). O estudo realizado 

revelou ausência de alterações nesses parâmetros bioquímicos no plasma dos 

animais tratados com o EHA-PH, mesmo nas maiores doses utilizadas, sugerindo 

ausência de dano renal relacionado ao uso desse extrato. Ensaios realizados em 

ratas Wistar com o extrato hidroalcoólico das flores de Calendula officinalis L. 

demonstraram que a administração subcrônica desse extrato, na maior dose 

estudada (30,5 mg/kg), aumentou significativamente os níveis séricos de ureia e 

ALT, induzindo sobrecargas renais e hepáticas, respectivamente (SILVA et al., 

2005).  

De forma geral, a administração do EHA-PH não induziu 

modificações no perfil bioquímico de ratos, exceto para os valores de albumina 
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sérica que apresentou aumento significativo em ratos tratados com a maior dose 

do extrato. Esses resultados sugerem ausência de prejuízos hepáticos e renais, 

diante do tratamento com as diferentes doses do EHA-PH, fato corroborado pela 

análise macroscópica e avaliação dos pesos do fígado e rins que também não 

revelaram nenhuma alteração quando comparado ao grupo controle.  

O hemograma é um método de avaliação de diagnóstico e 

prognóstico de enfermidades e permite uma quantificação dos elementos 

celulares do sangue. É constituído pelo eritrograma, leucograma e contagem de 

plaquetas (SWENSON, 1988; JAIN, 1993; DESCAT, 2002; FAILACE, 2003). 

Através do leucograma, pode ser feita a analise das células de defesa do 

organismo e, dessa forma, avaliar a capacidade de resposta destas células em 

diferentes situações (DESCAT, 2002; MESSIAS et al., 2009). Alterações nos 

parâmetros hematológicos podem indicar toxicidade hematológica derivada do 

tratamento com uma determinada substância que pode ser evidenciada 

principalmente pela ocorrência de trombocitopenia, neutropenia e anemia 

(MESSIAS et al., 2009). A administração do EHA-PH parece não exercer nenhum 

efeito tóxico no sangue dos ratos tratados já que nenhuma alteração significativa 

nos parâmetros hematológicos foi evidencida pelo tratamento.  

O eixo hipotalâmico-hipofisário-gonadal regula a secreção dos 

hormônios folículo estimulante (FSH) e luteinizante (LH), que atuam diretamente 

nos testículos e também influenciam o comportamento funcional das glândulas 

sexuais acessórias (SOKOL, 1997). Dessa forma, o peso da hipófise é outra 

variável bastante útil na avaliação da toxicidade reprodutiva, já que alterações no 

funcionamento dessa glândula podem comprometer o desenvolvimento e o 

funcionamento normal do sistema reprodutor masculino, interferindo com a 

produção dos hormônios sexuais e com a produção de gametas (MAHONY; 

HODGEN, 1995; EPA, 1996). Nesse estudo, a hipófise dos animais tratados com 

as três doses do EHA-PH também não teve seu peso alterado, sugerindo que, em 

relação a esse parâmetro, o extrato não agiu como um desregulador endócrino e 

não levou à ocorrência de anormalidades reprodutivas. 

Além da avaliação das massas corporal e de órgãos vitais, a análise 

do peso de órgãos reprodutores e das glândulas sexuais acessórias consiste em 

um parâmetro essencial usado nos ensaios pré-clínicos de toxicidade reprodutiva. 
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Ele permite avaliar, especificamente, a resposta do sistema reprodutor em relação 

ao organismo como um todo, pois alterações no peso absoluto ou relativo desses 

órgãos podem fornecer evidências capazes de classificar um agente como 

potencialmente tóxico ao sistema reprodutor (ZENICK; CLEGG, 1989; CLEGG; 

PERREAULT; KLINEFELTER, 2001). 

A administração de substâncias tóxicas ou os produtos de sua 

biotransformação no organismo podem atravessar a barreira testicular, atuar 

sobre os tipos celulares existentes no testículo, e interferir na espermatogênese. 

O peso normal do testículo varia muito pouco dentro de uma mesma espécie e 

essa baixa variabilidade é indicativo de que o peso absoluto do testículo é um 

parâmetro preciso na avaliação de lesão gonadal (BLAZAK et al., 1985; FOOTE 

et al., 1986; KU et al., 1993; CLEGG; PERREAULT; KLINEFELTER, 2001). Além 

disso, os pesos da próstata e vesícula seminal são também andrógeno-

dependentes e esse parâmetro pode refletir as mudanças no estado endócrino ou 

função testicular do animal (EPA, 1996). 

Ensaios realizados em camundongos Swiss, submetidos ao 

tratamento crônico com o extrato de Ginkgo biloba, rico em flavonoides, 

mostraram que esse extrato causou o aumento do peso da próstata e do 

epidídimo desses animais, sem, no entanto alterar a contagem, mobilidade e 

morfologia dos espermatozoides, mostrando uma redução significativa na taxa de 

prenhez e aumento de perdas embrionárias pós-implantação em fêmeas 

inseminadas por esses machos (AL-YAHYA et al., 2006). Na presente pesquisa, 

não se evidenciou nenhuma mudança significativa nos pesos dos testículos, 

epidídimo, próstata e vesícula seminal dos ratos expostos ao EHA-PH. A 

ausência de diminuição no peso dessas estruturas reprodutivas indica que o EHA-

PH não interferiu na integridade funcional dos órgãos reprodutores e glândulas 

sexuais acessórias, fato corroborado pela ausência de alterações macroscópicas 

nessas estruturas. De forma semelhante, estudos realizados por Sá (2003) 

demonstraram que, em ratos Wistar, a administração do extrato de Mikania 

glomerata, espécie que apresenta entre seus constituintes químicos flavonoides e 

esteroides, também encontrados em P. huberi, não causou alteração estrutural ou 

funcional dos órgãos reprodutores e glândulas sexuais acessórias desses 
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animais, resultado evidenciado pela não diminuição do peso dos testículos, 

epidídimo e glândulas sexuais acessórias. 

Em ensaios de toxicidade sobre o sistema reprodutor masculino, é 

fundamental a avaliação da concentração e da qualidade dos espermatozoides, 

pois reduções no número e produção diária desses gametas bem como o 

aumento na concentração de gametas anormais e alterações na morfologia 

espermática refletem mutagenicidade das células germinativas (BLAZAK; ERNST; 

STEWART, 1985; ZENICK et al., 1994; EPA, 1996).  

O processo de maturação dos espermatozoides de mamíferos ocorre 

durante sua passagem pelo epidídimo (CUASNICU et al., 2002; OLSON et al., 

2002). Em ratos, a partir do momento em que os espermatozoides atingem a 

parte proximal da cauda do epidídimo, adquirem a capacidade para a motilidade, 

refletindo no sucesso da fertilização (ZENICK et al., 1994). Alterações que 

aceleram ou retardam o tempo de trânsito dos espermatozoides através do 

epidídimo tem um importante papel na maturação dos espermatozoides, podendo 

modificar os parâmetros seminais como a quantidade, a morfologia e a motilidade 

desses gametas (KLINEFELTER et al., 2002; FERNANDEZ et al., 2007). 

A morfologia espermática é um parâmetro utilizado na detecção de 

toxicidade espermática e está associada a aspectos estruturais dos 

espermatozoides, podendo proporcionar a identificação de anormalidades na 

cabeça e/ou na cauda do gameta (ZENICK et al., 1994). Ensaios realizados em 

animais de laboratório e em seres humanos sugeriram que espermatozoides 

anormais podem ser incapazes de alcançar a tuba uterina, ou de participar da 

fertilização e, quanto maior o número de espermatozoides anormais na 

ejaculação, menor é a probabilidade do macho fecundar a fêmea (NESTOR; 

HANDEL, 1984; REDI et al., 1984). Estudos realizados em camundongos machos 

mostraram que a administração do extrato aquoso de Mentha arvensis, durante 

20 dias, suprimiu a fertilidade desses animais, causando redução do número e 

motilidade dos espermatozoides e diminuição do peso dos testículos e epidídimo 

(SHARMA et al., 1996; SHARMA; JACOB, 2001).  

Nesse trabalho, a produção de gametas e a sua morfologia não 

foram modificadas pelo tratamento com o EHA-PH, considerando que as 

proporções de espermatozoides normais e anormais foram comparativamente 
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semelhantes entre os animais dos grupos controle e tratado. A ausência de 

alterações sobre a massa e morfologia dos órgãos reprodutivos reforça a ideia de 

que o EHA-PH não possui ação contraceptiva em ratos, uma vez que, nessa 

espécie, reduções das massas do testículo e do epidídimo são indicadores que 

revelam redução da fertilidade ou atividade contraceptiva (QUIAN, 1984; JAHN; 

GÜNZEL, 1997; GUPTA et al., 2001; DIMECH, 2006). Juntos, esses tecidos são 

responsáveis pela formação e maturação dos espermatozoides, além da 

produção de hormônios (MOUNDIPA et al., 1999). Porém, de acordo com 

Dalsenter (1999) e colaboradores, a ausência desses efeitos não pode 

negligenciar alterações significativas em outras variáveis mais sensíveis, 

utilizadas em ensaios de toxicidade reprodutiva. 

Os estudos de fertilidade avaliam o resultado do acasalamento após 

o período de pré-tratamento em pelo menos um dos sexos. A avaliação da 

fertilidade e da consequente prenhez fornece importantes informações das 

consequências funcionais de um agente químico sobre o sistema reprodutor 

(EPA, 1996). O comportamento sexual em ratos machos é regulado por vários 

sistemas neurotransmissores e endócrinos (BITRAN; HULL, 1987; CLEGG; 

PERREAULT; KLINEFELTER, 2001). A administração de um agente químico 

pode causar uma diminuição na concentração plasmática de testosterona, 

necessária à realização do comportamento copulatório e consequentemente pode 

aumentar a latência para o início da cópula em animais (HARDING; McGINNIS, 

2004). O comportamento sexual masculino também pode ser influenciado por 

componentes olfatórios (CAVALCANTE et al., 2006), já que os feromônios 

femininos levam ao aumento da concentração de testosterona no macho e a 

mudanças comportamentais através de vias neurais correlacionadas a este 

processo (MACRIDES et al., 1975; HALPERN; MARTÍNEZ-MARCOS, 2003). 

Neste contexto, o teste do letal dominante é um teste realizado para 

detectar os efeitos mutagênicos de determinadas substâncias em machos ou 

fêmeas, através da avaliação de interferências sobre as células germinativas 

durante a espermatogênese ou ovogênese, com o potencial de ser  letal para a 

prole (EPA, 1996). Nesses ensaios, os animais, machos ou fêmeas, são expostos 

ao composto teste e acasalados com fêmeas virgens ou machos não tratados, 
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respectivamente, para avaliação da fertiliade masculina ou feminina (RIBEIRO; 

BEÇAK, 1984; EPA, 1996).  

Nos ensaios de dominância letal, é relevante a avaliação das taxas 

reprodutivas, cujos parâmetros proporcionam em conjunto um excelente indicador 

da interferência de diferentes substâncias químicas sobre a reprodução, podendo 

inclusive identificar o período no qual os efeitos tóxicos reprodutivos ocorreram 

(OSWEILLER, 98; CASTRO; MELLO; MELLO, 2005).  

O índice de acasalamento correlaciona o número de fêmeas 

prenhas (que acasalaram e levarem a prenhez a termo) com o número de fêmeas 

acasaladas (que apresentaram esfregaço vaginal positivo para a presença de 

espermatozoides) (EPA, 1996). Não foram encontradas diferenças significativas 

no índice de acasalamento das fêmeas com machos tratados com o EHA-PH, 

sugerindo que o tratamento não induziu à diminuição ou perda da libido e, dessa 

forma, não alterou o comportamento sexual masculino, sendo este dado 

evidenciado pela presença de espermatozoides nos esfregaços vaginais das 

fêmeas acasaladas, pela presença de tampão copulatório e pelo número de 

fêmeas inseminadas e com implantes, que não diminuíram devido ao tratamento 

dos machos. Entretanto, de acordo com Amann (1982), em ratos, só há redução 

nas taxas de acasalamento quando ocorre um decréscimo superior a 60% na 

produção de espermatozoides normais, sugerindo então que essas taxas 

reprodutivas não constituem variáveis seguras para a avaliação da fertilidade 

nesses animais. 

A exposição masculina a um determinado agente tóxico pode ser 

suficiente para produzir efeitos nocivos em seus descendentes (DAVIS et al., 

1992; COLIE, 1993; SAVITZ et al., 1994). A passagem de toxicantes do pai para a 

mãe pode ocorrer através da transferência seminal e a exposição dos machos, 

antes da concepção, pode resultar em infertilidade, perdas pré e pós-implantação, 

morte embrionária, anomalias não específicas, bem como redução do peso ao 

nascer, diminuição do tamanho da ninhada e retardo do desenvolvimento pós-

natal (QIU et al., 1995; COLIE, 1993; DELCLOS et al., 2001).  

A implantação é o processo pelo qual o embrião alcança o contato 

físico e fisiológico íntimo com o endométrio materno para o estabelecimento da 

gestação. Durante esse processo ocorrem interações entre o blastocisto ativado e 
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o epitélio uterino para iniciar a implantação (PARIA et al., 2000). O tempo e 

integridade do transporte dos gametas e zigoto, importantes para a fertilização e 

sobrevivência embrionária, são bastante suscetíveis a alterações causadas por 

compostos químicos, que contribui para a redução na taxa de fertilização e 

aumento da perda embrionária precoce que são identificados como perdas pré-

implantação (EPA, 1996).  

O índice de implantação correlaciona-se com o número de corpos 

lúteos, sendo considerado um indicador do sucesso da implantação do blastocisto 

no endométrio (FORD, 1982; BORGES, 2005). Contrastando com o índice de 

implantação, a presença de reabsorções indica uma falha no desenvolvimento 

embrionário, e as perdas pós-implantação representam o prejuízo reprodutivo 

total provocado no período de prenhez (MÜLLER, 2007). 

No presente estudo, não foram observadas diferenças significativas 

no número de corpos lúteos, implantações, reabsorções e no índice de gestação 

de ratas acasaladas com ratos expostos ao EHA-PH. No entanto, a exposição ao 

EHA-PH provocou um aumento significativo nos índices de perdas pré-

implantação e pós-implantação e uma redução nos índices de implantação das 

ratas acasaladas com ratos que receberam 6,1 mg/kg e 30,5 mg/kg  do EHA-PH. 

Estes resultados indicam  que o EHA-PH pode comprometer a fertilidade de ratos 

Wistar, sugerindo a possibilidade da ocorrência de efeitos mutagênicos nesses 

animais.  

A avaliação de teratogenicidade em ratos expostos no período de 

organogênese, e provenientes de progenitores machos ou fêmeas expostos 

durante os períodos de pré-acasalamento, acasalamento e gestação, relaciona-se 

ao fato de que os gametas podem ter sofrido alterações antes da fertilização, com 

a manifestação dos efeitos ocorrendo em fases posteriores. Outros fatores que 

também alteram o processo reprodutivo incluem as modificações nas 

concentrações hormonais que podem interferir na manutenção e no 

desenvolvimento gestacional, afetando diretamente o desenvolvimento sexual ou 

geral e a viabilidade dos embriões e fetos (MAcLUSKY; NAFTOLIN, 1981; KELLY, 

1991).  

Nesse estudo, anormalidades morfológicas foram observadas em 

dois fetos dos três natimortos descendentes de progenitoras acasaladas com 
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ratos expostos à dose de 30 mg/kg do EHA-PH. O número exato de filhotes 

observados com anormalidades estruturais assim como o número de natimortos 

pode ser menor do que o número real devido ao possível canibalismo das 

progenitoras. Também foi observado a presença de hérnia umbilical em um 

descendente proveniente de uma progenitora acasalada com rato exposto à dose 

de 30 mg/kg. Müller (2007) demonstrou que a administração do extrato aquoso de  

Morinda citrifolia L. causou anormalidades morfológicas em fetos natimortos 

descendentes de ratas Wistar expostas às doses de 7,5 e 750 mg/kg do extrato. 

Foi evidenciado a presença de quatro fetos não desenvolvidos, de pequenas 

dimensões, provenientes de duas progenitoras expostas à dose de 750 mg/kg e 

dois fetos não desenvolvidos de uma progenitora exposta à dose de 7,5 mg/kg. 

Também evidenciou-se a presença de hérnia umbilical em três descendentes 

fêmeas provenientes de duas progenitoras expostas à dose de 75 mg/kg e uma 

progenitora exposta à dose de 7,5 mg/kg do extrato. De acordo com a 

Environmental Protection Agency (1991), anormalidades estruturais podem ser 

indicativas de toxicidade de desenvolvimento, portanto as anormalidades 

morfológicas evidenciadas nesse estudo, em animais provenientes de ratas 

acasaladas com pais expostos ao EHA-PH, são relevantes e indicam toxicidade 

de desenvolvimento, porém é necessária a realização de ensaios específicos para 

malformações fetais para uma avaliação mais precisa dos efeitos teratogênicos. 

O índice de nascimento reflete a relação entre o número de filhotes 

nascidos vivos e o número total de filhotes nascidos. A exposição de ratos ao 

EHA-PH nas diferentes doses testadas não interferiu nesse parâmetro em relação 

às fêmeas acasaladas com esses animais, provavelmente devido aos maiores 

prejuízos terem ocorrido nos processos de pré e pós-implantação. Nesse estudo, 

evidenciou-se decréscimo no índice de desmame para as ratas acasaladas com 

ratos expostos à dose intermediária do extrato (6,1 mg/kg), e isso pode ser 

atribuído à ocorrência de mortes de filhotes evidenciadas durante o período de 

lactação. A lactação é uma fase fundamental para o adequado crescimento e 

sobrevivência dos neonatos, por ser a única fonte de nutrição, no período inicial 

de vida, na maioria dos mamíferos (TUCKER et al., 1994). Dessa forma, 

considerando-se que essas fêmeas tiveram o maior número de filhotes nascidos 
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vivos (n=139), esse fato pode ter gerado dificuldade na amamentação da prole, 

reduzindo assim o número de filhotes vivos no desmame.  

Nesse estudo, os filhotes foram analisados quanto ao 

desenvolvimento geral, comportamental e reflexológico. As variáveis de 

desenvolvimento físico incluíram: peso corporal, abertura dos olhos, 

desdobramento das orelhas, aparecimento de lanugo e pelos, erupção dos 

incisivos superiores, a abertura vaginal ou descida dos testículos.  

Durante a gestação, o peso das ninhadas pode ser influenciado por 

fatores como capacidade intra-uterina, pelo tamanho da ninhada e pela duração 

da gestação. Após o nascimento, além da habilidade da fêmea, o efeito de 

substâncias químicas pode comprometer o desenvolvimento geral da prole 

(MELLO, 2001). Nesse estudo, observou-se que no 21º dia pós natal houve uma 

redução significativa no peso da prole de ratas acasaladas com ratos tratados nas 

doses de 6,1 mg/kg e 30,5 mg/kg. Entretanto,  essa interferência sobre o ganho 

de peso dos filhotes em desenvolvimento pode ser explicada, em parte, pela 

quantidade de filhotes nesses grupos, o que pode ter favorecido a concorrência 

pela amamentação, reduzindo a oferta de leite a cada cria. Este fato pode ter 

repercutido em um menor ganho de peso corpóreo, além da ocorrência de fatores 

relacionados às condições fisiológicas e ambientais que também são capazes de 

alterar a ejeção do leite. É relevante considerar que, até o 8º ± 2 dias pós-natal, a 

progênie alimenta-se exclusivamente de leite materno, e só após este período 

consegue se alimentar também de ração (MÜLLER, 2007). 

 Apesar dos resultados da prenhez indicarem toxicidade do EH-APH 

no desenvolvimento pré-natal, não foram evidenciados efeitos adversos sobre a 

maioria dos parâmetros de desenvolvimento geral dos descendentes (massa ao 

nascimento, período para o descolamento dos pavilhões auriculares, abertura dos 

olhos, aparecimento de lanugo e pelos, erupção dos incisivos e índice de 

viabilidade até o 4º dia pós-natal) dos grupos tratados quando comparados com o 

grupo controle. O tempo médio para a abertura do canal vaginal e para a descida 

bilateral dos testículos até a bolsa escrotal são eventos hormônio-dependente, 

portanto a ocorrência de alterações sobre a produção hormonal pode repercutir 

no aparecimento dessas características sexuais (MABLY et al., 1992). Nos 

resultados obtidos não foi encontrada nenhuma mudança significativa no tempo 
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de aparecimento desses parâmetros entre os grupos controle e tratados, 

indicando que o EHA-PH não interferiu no desenvolvimento sexual da prole. O 

conjunto de resultados obtidos sugere ausência de toxicidade paterna no 

desenvolvimento pós-natal, pois os descendentes dos grupos tratados, vivos até o 

4º dia pós-natal, desenvolveram-se normalmente e apresentaram viabilidade de 

100% quando comparados com o grupo controle.  

O padrão de maturação dos reflexos, “produto de uma estimulação 

pré-estabelecida e precisa” (SMART; DOBBING, 1971), pode demonstrar uma 

adequada maturação do sistema nervoso central durante o desenvolvimento de 

um animal. Um retardo na maturação dos reflexos pode causar alterações nos 

processos sequenciais de desenvolvimento da atividade locomotora, como por 

exemplo, o comprometimento da marcha (BROWN; POLLIT, 1996). 

Estudos realizados com o flavonoide ipriflavona, administrado a 

ratas Wistar durante a lactação, mostraram que a prole não apresentou retardo no 

seu desenvolvimento físico e reflexológico (SANTOS, 2011). Em contraste, Barros 

(2006) demonstrou retardo na maturação de reflexos de neonatos, incluindo 

geotaxia negativa e reflexo de endireitamento, causado por desnutrição imposta 

às progenitoras no período de lactação. Nesse estudo, os reflexos avaliados 

(andar adulto, geotaxia negativa e reflexo de endireitamento) nos descendentes 

de ratos tratados com o EHA-PH não divergiram em relação ao grupo controle, 

sugerindo que a exposição paterna às diferentes doses do extrato não causou 

retardo na maturação física e no desenvolvimento dos filhotes.  

O teste do campo aberto é bastante utilizado para avaliação da 

capacidade exploratória e do grau de emocionalidade de animais de laboratório. A 

ambulação e o comportamento de levantar são atividades que refletem, 

principalmente, uma boa coordenação motora, enquanto o comportamento de 

limpeza e a defecação estão mais associados ao estado emocional do animal 

(CARLINI, 1979; BUENO et al., 1984, QUINTANS-JÚNIOR et al., 2004). Estudos 

realizados por Costa-Silva e colaboradores (2006) mostraram que a 

administração do óleo de Carapa guianensis a ratas prenhas causou alterações 

no parâmetro de ambulação espontânea da prole, evidenciada por um aumento 

significativo da atividade motora, sugerindo uma possível ação central desse 

extrato. A administração do EHA-PH a ratos não induziu alterações significativas 
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na ambulação, comportamento de levantar, limpeza e defecação da prole, 

sugerindo que o EHA-PH não alterou o grau de ansiedade e emocionalidade dos 

descendentes dos ratos tratados. 

Considerando os resultados obtidos na presente pesquisa para a 

avaliação do potencial tóxico do extrato hidroalcoólico de P. huberi, foram 

evidenciadas algumas alterações nos parâmetros avaliados, sugerindo a 

possibilidade de efeitos tóxicos sistêmico, mutagênicos e no desenvolvimento 

fetal no modelo experimental estudado. Porém, não foi observado 

comprometimento de órgãos vitais nem tampouco de órgãos do sistema 

reprodutor masculino, o que sugere que essa espécie vegetal, de um modo geral, 

não apresenta toxicidade sobre os sistemas e órgãos analisados. Porém, há a 

necessidade de realização de estudos complementares, como a avaliação da 

concentração de testosterona plasmática, exames anatomopatológicos e ensaios 

de teratogenicidade, para uma melhor interpretação desses resultados. 
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7 CONCLUSÕES 

 

 

Os resultados obtidos indicam que, sob as condições experimentais 

utilizadas, o extrato hidroalcoólico de P. huberi administrado a ratos Wistar: 

 

 Interfere na evolução ponderal, sugerindo a ocorrência de efeito 

tóxico sistêmico; 

 Não induz efeito tóxico direto sobre órgãos vitais e reprodutores; 

 Não interfere com a integridade funcional dos testículos, 

epidídimo, vesícula seminal e próstata; 

 Não compromete a produção e a qualidade dos 

espermatozoides; 

 Não interfere com o acasalamento; 

 Interfere no desenvolvimento pré-natal, sugerindo a ocorrência 

de efeitos tóxicos mutagênicos e no desenvolvimento fetal; 

 Não interfere sobre o desenvolvimento geral e comportamental 

da prole; 

 Não afeta o padrão de maturação de reflexos da prole; 

 

Dessa forma, os efeitos adversos observados em ratos Wistar pela 

administração do extrato hidroalcoólico de P. huberi indicam que esse extrato 

pode provocar efeito tóxico sistêmico, mutagênico e no desenvolvimento fetal. 

Entretanto, é necessário que outras pesquisas sejam realizadas para a 

caracterização do risco toxicológico do uso desse extrato sobre o sistema 

reprodutor. 
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ANEXO A – Certidão do Comitê de Ética em Pesquisa Animal 
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