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RESUMO

A contracepcdo por meio de farmacos de via oral é comumente utilizada pelas
mulheres a fim de evitar a gravidez. No entanto, estes causam inimeros efeitos adversos,
aumentando assim a busca por métodos alternativos, como a base de espécies vegetais. O
objetivo do presente estudo foi investigar a regularidade do ciclo estral de camundongos
suicos submetidos ao consumo dos extratos dos frutos e das sementes da Momordica
charantia L. .Foram utilizados 30 camundongos sui¢os, fémeas e adultas, dividas em 3 grupos
de experimentos (Controle, Frutos e Sementes). A administracdo dos extratos foi feita por 21
dias, por gavagem. Diariamente foi realizado o exame de esfregago vaginal para determinagéo
das fases do ciclo estral. No final do experimento, foi feita a remocéo do Utero para realizagéo
da biometria da sua largura; e do ovério esquerdo, para confeccdo de I&minas histoldgicas e
posterior contagem dos corpos luteos. A coleta de sangue foi feita por puncéo cardiaca para
dosagem dos hormdnios ovarianos estradiol e progesterona. Foi evidenciada a diminuicdo
estatisticamente significativa (p<0,05- Teste T-Student) na média da largura dos cornos
uterinos dos animais do grupo sementes; ocorreu reducéo significativa dos niveis séricos de
progesterona dos animais do grupo sementes e aumento significativo dos niveis séricos de
estradiol dos animais do grupo frutos; no grupo frutos e sementes houve aumento
significativo na ocorréncia da fase metaestro, sendo observada no grupo frutos a redugéo
significativa da fase diestro e no grupo sementes a reducdo da fase estro; ndo foi evidenciada
diferenca estatisticamente significativa do nimero de corpos l(teos entre 0s grupos tratados
com os frutos e sementes da Momordica charantia L., respectivamente, em relagéo ao grupo
controle. O extrato dos frutos da Momordica charantia L. promoveu aumento significativo do
hormonio estradiol e alteragfes significativas na ocorréncia das fases metaestro e diestro
sugerindo que compostos triterpénicos dos frutos da Momordica charantia L. apresentem
funcbes alteragBes quanto ao efeito estrogénico. Devido a reducdo na largura dos cornos
uterinos, diminuicdo dos niveis de progesterona e reducdo da ocorréncia da fase estro
provocadas pelo extrato de sementes da Momordica charantia L., sugere-se que esta parte da

planta apresenta possivel capacidade de interferir na fertilidade dos animais tratados.

Palavras-chave: Momordica charantia. Fertilidade. Ciclo estral. Analise histoldgica.



ABSTRACT

The contraception by orally drug is commonly used by women to prevent pregnancy.
However, these cause many side effects, thus increasing the search for alternative methods
based on plant species. The purpose of this study was to investigate the regularity of the
estrous cycle of Swiss mice submitted to the consumption of extracts of fruits and seeds of
Momordica charantia. It was used a total of 30 Swiss mice, females and adults, and were
divided into 3 groups of experiments (control, fruits and seeds). Administration of the extracts
was taken for 21 days by gavage. Every day the animals has been submitted for vaginal
smears to determine the phases of the estrous cycle. At the end of the experiment, the uterus
was removed to perform its biometric width; and left ovary, for making histologic slides and
subsequent counting of corpora lutea. A blood sample was taken by cardiac puncture for
dosing estradiol and progesterone. A statistically significant decrease was observed (p <0.05-
T-Student test) on the average width of the uterine horns of the animals of seeds group. There
was a significant reduction in serum progesterone levels of the animals of seeds group and
significant increase in serum estradiol levels of animals of fruits group; in fruits and seeds
group there was a significant increase in the occurrence of metestrus phase and was observed
in the fruits group a significant reduction in diestrus phase and in seeds group the reduction of
the estrus phase; there was no evidence of a statistically significant difference in the number
of corpora lutea between the groups treated with the fruits and seeds of Momordica charantia
L., respectively, compared to the control group. The extract of the fruits of Momordica
charantia L. promoted significant increase in estradiol hormone and significant changes in the
occurrence of phases metaestrus and diestrus suggesting that triterpenic compounds of the
fruits of Momordica charantia L. present similar functions and /or antagonistic to estrogen.
Due to the reduction in the width of the uterine horns, decreased levels of progesterone and a
reduction of the occurrence of the estrus phase caused by the seeds extract of Momordica
charantia L., it is suggested that this part of the plant has a possible capacity of step in with

fertility of animals treated.

Key-words: Momordica charantia. Fertility. Estrous cycle. Histological evaluation.
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1 INTRODUCAO

A contracepgdo consiste em métodos tradicionalmente adotados para a preven¢do da
gravidez e na maioria das vezes é feita através do uso de farmacos conhecidos como
contraceptivos orais. Estes sdo classificados como anticoncepcionais isolados, compostos
apenas por progestogénio; ou por contraceptivos orais combinados, formados pela associacéo
de um estrogénio associado a um progestogénio. (RANG; DALE; FLOWER, 2007).

Inimeros efeitos adversos sdo atribuidos aos contraceptivos orais. O estrogénio
etinilestradiol altera fatores de coagulacéo predispondo a ocorréncia de trombose venosa.
(GIROLAMI et al., 2007). O uso de contraceptivos orais combinados aumenta o risco de
acidente vascular cerebral, promove elevagdo da pressdo arterial, aumenta o risco de infarto
do miocérdio, principalmente em fumantes. Efeitos colaterais como nauseas, dores nas mamas
e retencdo hidrica estdo correlacionados os estrogénios, enquanto que a ocorréncia de acne,
aumento do apetite e depresséo se correlacionam ao uso do progestogénio. O uso isolado do
progestogénio também desencadeia amenorreias frequentes e aumento do risco de gravidez
ectopica. (WELLS et al., 2006, p. 303).

A utilizacdo de plantas medicinais para o tratamento de inimeras doencas é tdo antiga
quanto a civilizagdo humana e nos dias atuais o interesse por tratamentos alternativos a base
de extratos vegetais tem crescido. (CRAGG e NEWMAN, 2013). Muitas plantas medicinais
séo utilizadas empiricamente com objetivo de atuarem na contracepgdo ou mesmo como
abortivas. (FARNSWORTH et al., 1975).

A Momordica charantia (meldo-de-sdo-caetano) € uma espécie vegetal silvestre
facilmente encontrada em areas urbanas e rurais, sendo conhecida e utilizada por suas
propriedades medicinais (RIBEIRO et al., 2004, GIRON et al., 1991; LANS e BROWN,
1998). E usada tradicionalmente na medicina caseira em paises como Brasil, China,
Coldémbia, Cuba, Gana, Haiti, india, México, Malésia, Nova Zelandia, Nicaragua, Panama e
Peru. Todas as partes da planta, incluindo o fruto, possuem sabor amargo. O fruto é alongado
e semelhante a um pepino pequeno, sendo que o fruto novo é verde e se torna alaranjado
quando maduro (GROVER; YADAYV, 2004).

Os frutos possuem sementes vermelhas que se destacam devido a alta concentracdo de
licopeno, substancia que pode ser utilizada como corante natural em alimentos. O mel&o-de-
sdo-caetano foi utilizado durante muito tempo na medicina tradicional para o tratamento de

diversas doencas. Ha pouco tempo, diversos fitoquimicos foram identificados e demonstrados
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clinicamente apresentando grande quantidade de atividades medicinais tais como antibidtico,
antimutagénico, antioxidante, antileucémico, antiviral, anti-diabético, antitumor, aperitivo,
afrodisiaco, adstringente, carminativo, citotoxico, depurativo, hipotensivo, hipoglicémico,
imuno-modulador, inseticida, lactagogo, laxativo, purgativo, refrigerante, estomaquico,
tonico, vermifugo (ASSUBAIE; EL-GARAWANY, 2004).

Figura 1 - Mel&o-de-sdo-caetano (Momordica charantia L.)

Fonte: Disponivel em <http://fr.academic.ru/dic.nsf/frwiki/1957829> Acesso em 30 jun. 2015.

O uso da Momordica charantia como planta medicinal para o tratamento empirico do
diabetes foi confirmada com experimentos onde foi possivel observar que o fruto ou o extrato
aquoso desta espécie vegetal apresenta potente atividade hipoglicémica em ratos com
glicemia normal e em ratos com diabetes induzida por streptozotocina, assim como em
humanos portadores de diabetes mellitus do tipo Il (LEATHERDALE et al., 1981; BAILEY
etal., 1985; WELIHINDA et al., 1986; ALl et al., 1993).

No entanto, estudos recentes mostram que frutos e folhas do meldo-de-sdo-caetano
tém demonstrado efeito antifertilidade in vivo em animais fémeas (STEPKA et al, 1974 e
KOENTJORO-SOEHADI, 1982) e em machos afeta negativamente a producdo de esperma
(JAMWAL et al, 1962). De acordo com DUKE, 1985; GUPTA, 1995, GROVER; YADAYV,
2004, a planta também é conhecida como abortiva e emenagoga. BRINKER, (2013), também
afirma que Momordica charantia € contraindicada na gestacdo e lactacgdo.

CHANG; TAM; YEUNG (1984) citam que glicoproteinas isoladas das sementes da
Momordica charantia, conhecidas como momorcharina inibiram a proliferacdo celular no

endométrio e miométrio e mostraram acdo abortiva em camundongos. Outros estudos
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realizados por LEUNG; YEUNG, (1987); AGUWA; MITTAL. (1983), GROVER; YADAV
(2004), também sugerem que o extrato da Momordica charantia tém propriedades abortivas.

BASCH; GABARDI; ULBRICHT (2003) mencionam que a Momordica charantia
apresenta componentes com capacidade de reduzir a fertilidade e machos e fémeas. Apesar de
estudos favoraveis ao possivel efeito antifertilidade, outros estudos contradizem esta
condicdo. NG; LI; YEUNG (1987) realizaram um estudo com os componentes beta e alfa-
momorcharina e observaram que ndo ocorreram alteracbes na producdo e secregdo dos
hormdnios luteinizante (LH) e testosterona de ratos. Também ndo foram evidenciadas
alteracOes histoldgicas nas celulas de Leydig situadas nos testiculos.

Estudo realizados por NASEEM et al., (1998) testaram o extrato alcoolico da
Mormordica charantia na dosagem de 25 mg/ 100g do peso corporal de ratos machos, sendo
evidenciado potente reducdo da espermatogénese.

Inimeras interferéncias, inclusive plantas medicinais podem afetar a integridade do
sistema reprodutor feminino. Em experimentacdo animal, fatores como idade, estacdo do ano
e luminosidade podem provocar variagdes no ciclo estral, levando a um ciclo irregular
(SIMOES et al., 2001). Estrogenos derivados de espécies vegetais e de outras fontes tém,
além de potencial terapéutico especifico, potencial para causar alteragdes no ciclo estral dos
animais, sendo, portanto, importante a avaliacdo desta atividade. (MARCONDES, BIANCHI
e TANNO, 2001).

Os roedores sao mamiferos que apresentam ciclo estral regular, caracterizado por
mudancas morfoldgicas nos ovarios, Gtero e vagina, caracteristicas facilmente observadas
durante quatro a seis dias (SIMOES, 1984).

Segundo AIRES (1999), nas ratas, o ciclo hormonal dura de quatro a cinco dias e tem
quatro fases, denominadas de estro, metaestro, diestro e proestro (Figura 2). MARCONDES
et al. (2002) afirma que as fases do ciclo estral podem ser determinadas pelos tipos celulares
observados em esfregaco vaginal.

No proestro, com a liberacdo do horménio foliculo estimulante (FSH) pela glandula
adeno-hipo6fise, promoverd o crescimento dos foliculos ovarianos que secretam
principalmente estrogenos, promovendo a proliferacdo do epitélio do Gtero e da vagina e o
edemaciamento do tecido conjuntivo subjacente. No esfregago vaginal, s&o encontradas
células epiteliais nucleadas e anucleadas. Essa fase tem uma duracdo aproximada de 15h. No
estro, o alto nivel de estrégenos provoca a queratinizacdo do epitélio vaginal, preparando-o
para o coito. Nesta fase sdo observadas, no esfregago vaginal, somente células anucleadas ou

corneificadas. Nessa fase, ocorre a ovulacdo, e a fémea aceita 0 macho. O corpo liteo é
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mantido pelo hormodnio luteinizante (LH) e secreta principalmente progesterona. Esse
horménio é responsavel pela infiltracdo leucocitaria do Utero e da vagina. Assim, no esfregaco
vaginal em metaestro (ou diestro 1), sdo identificadas células nucleadas (epiteliais) e
anucleadas (corneificadas) e leucécitos. Essa fase tem aproximadamente 14h. Os niveis
elevados de progesterona também estimulam a secre¢do das glandulas uterinas e das células
do epitélio vaginal. Um muco viscoso, além das células nucleadas e anucleadas e dos
leucdcitos, esta presente no esfregaco em diestro (ou diestro I1). Essa é a fase mais longa: 49h
(MONTANARI, 2013).

Durante o ciclo estral, o Utero das fémeas domeésticas sofre diversas transformacdes
morfoldgicas devido a influéncia dos estrdgenos e da progesterona. A atividade ciclica da
fémea é observada macro e microscopicamente, bem como mudancas comportamentais. Estes
estagios morfoldgicos, funcionais e comportamentais estdo diretamente relacionados ao ciclo
estral (BANKS, 1991).

Figura 2 — Esfregacos vaginais de roedores
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Fonte: Marcondes et al. (2002).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS
Auvaliar a ocorréncia do ciclo estral em camundongos sui¢os submetidos ao tratamento

com extrato dos frutos e das sementes da Momordica charantia.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
v Mensurar a largura dos cornos uterinos;

v" Realizar a avaliagdo dos niveis séricos de progesterona e estradiol;

v" Promover a analise histolégica descritiva dos ovarios apds o término do

tratamento;

v" Quantificar microscopicamente os corpos liteos para deducdo da fertilidade dos

animais em estudo.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 AMOSTRAGEM
A amostragem foi constituida de 30 camundongos da linhagem Swiss, fémeas e com

90 dias, provindas do Biotério da Universidade do Sagrado Coracdo (USC). Durante o
periodo experimental, os animais permaneceram acondicionados em gaiolas de polietileno,
contendo cada uma 10 animais. A alimentagéo foi feita com ragdo comercial para roedores,
ofertada na proporcéo de 100 gramas por gaiola e o fornecimento de agua foi ad libitum. O
ambiente de manutencdo foi mantido com ciclo claro-escuro de 12 horas, com temperatura
entre 22 a 25°C, constantemente limpo e arejado. Durante todo o experimento, o controle, a
manuten¢do e a observacdo dos animais foram executadas no Biotério da Universidade do
Sagrado Coracdo — USC.

O projeto foi avaliado e aprovado pela Comissao de Etica no Uso de Animais - CEUA
da Universidade Sagrado Coracdo - USC, protocolado sob o CEUA com nlmero
5698260815.

Os animais foram submetidos a um periodo de teste de 5 dias para verificar se o ciclo

estral era regular.

3.2 DISTRIBUICAO DOS GRUPOS

Os animais foram distribuidos em trés grupos de experimento:

v Grupo Controle (GC) = durante o procedimento recebeu por gavagem 0,2 mL

de solucdo fisioldgica 0,9%, contendo metilparabeno e propilparabeno (0,5:0,5),
durante 21 dias.

v' Grupo frutos Momordica charantia (GFMC)= recebeu 0,2 mL de solugdo

fisiologica 0,9% contendo o0s conservantes na mesma propor¢do do grupo controle
acrescentando a este veiculo o equivalente a 100 mg / kg de peso corporal (SINGH;
GUPTA, 2007) do extrato bruto dos frutos da Momordica charantia L. A
concentragdo foi convertida de acordo com a média de peso dos animais. A

administragéo foi feita por gavagem, durante 21 dias.

v Grupo sementes Momordica charantia (GSMC) = recebeu 0,2 mL do mesmo

veiculo administrado no grupo controle, contendo o equivalente a 150 mg / kg de peso
corporal (SATHISHEKAR, 2005) do extrato bruto obtido das sementes da Momordica
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charantia L.. A concentragdo foi convertida de acordo com a média de peso dos

animais e a administragdo foi feita por gavagem, durante 21 dias.

3.3 ETAPAS DE PREPARAQAO DO EXTRATO DOS FRUTOS E SEMENTES DA
Momordica charantia L.

3.3.1 Transformacéo da planta in natura em droga vegetal e maceragéo.

A Momordica charantia L. foi obtida numa propriedade rural na cidade de Bauru. A
planta foi coletada em setembro de 2015. A identificagdo boténica foi feita no Herbério da
Universidade do Sagrado Coracdo, tendo o nimero de registro: 5588 (Anexo B)

Foi feita a selecdo das partes da planta, sendo separados os frutos das sementes. Em
seguida ambos (frutos e sementes) foram colocados em bandejas especificas para alimentos,
respectivamente. As bandejas foram colocadas em estufa com circulagdo de ar numa
temperatura de 40°C. A secagem foi realizada num periodo de 3 dias. Posteriormente, as
partes secas foram pulverizadas por turbdlise, completando a transformacéo da planta in
natura em droga vegetal.

O macerado foi feito com élcool 70° (85mL) misturado a 10 gramas das sementes e
dos frutos secos e pulverizados. O periodo de maceragao foi realizado em 21 dias, sendo que
diariamente foi feita a homogeneizagdo dos respectivos macerados (frutos e sementes).
Finalizado o periodo de 21 dias, os respectivos macerados foram filtrados a vacuo. A

sequéncia do procedimento encontra-se na figura 3.
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Figura 3 — Sequencia da transformag&o da planta in natura em droga vegetal e processo de maceragéo.
A- Planta in natura; B- Identificagdo botanica; C e D- Separacdo das sementes e dos frutos; E-
Secagem em estufa com circulacdo de ar a 40°C; F- Sementes pulverizadas; G- Frutos pulverizados;
H- Maceracdo por 21 dias com alcool 70°; |- Filtracdo a vacuo do macerado.

Fonte: Elaborada pela autora.

3.3.2 Evaporagéo do solvente e padronizagdo da dosagem dos extratos

O macerado filtrado dos frutos e das sementes foram transferidos para capsulas
de porcelana e acondicionados em capela com circulagdo de ar para a evaporagdo do
solvente (alcool 70°). Ocorrida a evaporacao, foi feita a pesagem dos extratos brutos e
diluicdo das concentragcBes estabelecidas em soro fisiologico 0,9% contendo
metilparabeno e propilparabeno (0,05 g de cada). A figura 4 ilustra algumas etapas deste
procedimento.
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Figura 4 — Preparo dos extratos para inicio da administracdo. A- Extrato bruto apds evaporagdo
do solvente; B- Pesagem do extrato bruto; C- Rendimento dos extratos; D- Diluicdo em soro
fisioldgico com antimicrobianos; E- Ultrassom para homogeneizagao do extrato com veiculo; F-
Embalagens para embalar os extratos padronizados.

Fonte: Elaborada pela autora.

3.4 DETERMINAGAO DAS FASES DO CICLO ESTRAL

Ap6s o inicio da administracdo dos extratos, foi realizado o esfregaco vaginal
segundo o fundamento proposto por MARCONDES et al. (2002). Com micropipeta
automatica foi obtido uma aliquota de 50 microlitros (L) de soro fisioldgico 0,9% que foi
introduzido no canal vaginal do camundongo para obtencdo dos lavados células. O lavado foi
distendido em uma lamina para microscopia de luz e observado em microscépio com aumento
de 40 vezes. Os lavados vaginais foram coletados diariamente, as 9 horas, durante os 21 dias
de tratamento, sendo observadas as fases Metaestro e Diestro, Proestro e Estro. Os dados
foram diariamente anotados em formularios para posterior analise estatistica. A figura 5

mostra algumas etapas do esfregago vaginal.
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Figura 5 — Esfregaco vaginal. A- Obtencédo do lavado de células; B e C- Tranferéncia do lavado para
lamina de histologia; D- Adicdo do corante azul de metileno; E- Laminula; F- Microscopia das células

da mucosa vaginal com aumento de 40 vezes.

Fonte: Elaborada pela autora.

3.5 ANALISE HISTOLOGICA DESCRITIVA DOS OVARIOS E UTERO

Ap6s 21 dias de tratamento foi feita a eutanasia dos animais. As fémeas foram
submetidas a laparotomia com dose letal de Tiopental (150mg/Kg) e Lidocaina
(10mg/Kg), para a coleta do sangue. Apds a obtencdo do sangue, este foi acondicionado
em tubos sem anticoagulante, centrifugados por 5 minutos a 3000 giros por minuto. O
material foi encaminhado para o Laboratorio de Andlises Clinicas Fundagdo Veritas,
localizado no campus da Universidade do Sagrado Coragdo — USC, para realizacdo da
dosagem de estradiol e progesterona pelo método de Quimioluminescéncia ABBOT-
ARCHITECT C18200SR. Detalhes dos procedimentos descritos estdo expostos na
figura 6. Em seguida, os cornos uterinos e ovarios foram expostos e seccionados, sendo
posteriormente embebidos em solucdo fisioldégica 0,9%. Os cornos uterinos foram
submetidos a analise biométrica com auxilio de paquimetro, sendo avaliados seu
comprimento (cm) e largura (cm). Os ovérios, foram acondicionados em potes estéreis

com formol a 10% e encaminhados para o laboratério de Histologia da Universidade
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Sagrado Coragdo- USC, para a confeccdo dos cortes histoldgicos e laminas, coradas

com Hematoxilina-Eosina — HE.

Figura 6

Figura 6 — Etapas da sec¢do dos cornos uterinos, sua biometria e processamento do sangue: A-
Materiais selecionados para o procedimento; B- Administracdo por vias intraperitoneal do anestésico e
relaxante muscular; C- Cornos uterino e ovarios expostos para realiz realizagdo da biometria; D-
Biometria com paquimetro; E- Tubos de ensaio com sangue coletado por puncdo cardiaca; F-
Centrifugacdo do sangue.

Fonte: Elaborada pela autora

3.5.1 Fixacdo, desidratacgéo e diafanizacgéo

As etapas da preparacdo das laminas estdo descritas na figura 7. Inicialmente foram
realizados cortes separando 0s cornos uterinos dos ovarios. Os ovarios devidamente
identificados foram acondicionados em cassetes histologicos e imersos em alcool 70% por 24
horas, sendo transferido para alcool 80% durante um periodo de uma hora. Posteriormente foi
transferido para o alcool 95% por uma hora, em seguida para o alcool absoluto (primeiro
frasco) por 4 horas. Posteriormente foi transferido por mais 4 horas no segundo frasco de

alcool absoluto, e no 3° frasco de alcool absoluto por 24 horas (overnight).
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Figura 7 — Corte com lamina na linha pontilhada, separando cornos uterinos dos ovarios (A);
acondicionamento dos ovarios em cassete histologico com devida identificacdo (B e C); cassetes
histolégicos imersos em &lcool 70% (D).

Fonte: Elaborada pela autora

Apos estes periodos no alcool, os cassetes foram colocados em 2 frascos de xilol, 3
horas em cada frasco. Em seguida, foram tirados do xilol e passados para a parafina na estufa

(60°C), também divididos em 2 frascos (1 hora em cada frasco de parafina).

3.5.2 Inclusao

Apos a diafanizagdo, a amostra foi colocada em parafina a fim de torna-la rigida e,
dessa forma, permitir o corte em laminas finas no micrétomo. A amostra foi imersa em
parafina fundida e colocada em estufa a 58-60°C, onde o calor promove a evaporagdo do xilol
e a ocupacdo dos espagos teciduais por parafina. O tecido embebido por parafina se torna

rigido apds ser retirado da estufa. As etapas da inclusédo estdo expostas na figura 8.
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Figura 8 — Inclusdo na parafina. Retirada dos cassetes histoldgicos do frasco de parafina (A e B); Base
de parafina no molde (C) e colocacdo dos ovarios com pinga e agulha para auxiliar (D); Molde
completo de parafina apds a colocacdo dos ovarios e sua devida identificacdo (E); Bloco com ovarios,
pronto para corte histolégico em micrétomo (F)

Fonte: Elaborada pela autora.

3.5.3 Microtomia

As laminas foram devidamente identificadas e uma camada fina de albumina foi passada
sobre sua superficie para melhor adesdo dos cortes a lamina. Os blocos de parafina contendo
os ovarios foram cortados em um micrétomo, na espessura de 6um, usando-se 2 cortes em
cada lamina. Os cortes foram colocados em banho-maria e foram selecionados os 2 melhores
cortes, aderindo-os & lamina com o auxilio de pincas e pincel. A figura 9 apresenta os

procedimentos realizados durante a microtomia.
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Figura 9 — Bloco contendo os ovérios no micrétomo. A seta vermelha indica a 1amina do aparelho
responsavel pelos cortes (A). Cortes em banho-maria (B). Os dois melhores cortes aderidos a lamina

©).

Fonte: Elaborada pela autora
3.5.4 Coloracéo das laminas

Ap0s o processo de aderéncia dos cortes as laminas, foi necessaria a desparafinizacgao
antes de corar. A desparafinizacdo foi feita em dois frascos de xilol, deixando as laminas
durante 15 minutos em cada frasco.Enquanto as laminas estavam mergulhadas em xilol, foi
feita a filtracdo do corante hematoxilina (ja havia pronto no estoque do laborat6rio) com
algoddo. O corante eosina precisou ser preparado no momento do uso (preparou-se 200 mL)
utilizando 20 mL de eosina 1% (guardado em estoque do laboratério), 2 mL de floxina 1%
(guardado em estoque), 156 mL de alcool 95% e 1 mL de acido acético glacial, sendo também
filtrado apds a colocacdo de todos os reagentes. As principais etapas estdo expostas na figura
10.

Figura 10 — Filtracdo de corante Hematoxilina (A) e eosina (B).

Fonte: Elaborada pela autora.

Apo6s o tempo de 15 minutos em cada frasco de xilol, as ldminas foram mergulhadas
em 2 frascos de alcool absoluto, por cerca de 1 minuto em cada frasco, e 0 mesmo aconteceu
com alcool 95%. Depois, as laminas foram rapidamente mergulhadas em um frasco contendo
alcool 70% e deixadas em agua corrente por alguns minutos. Em seguida as laminas foram

colocadas em um frasco com hematoxilina durante 7 minutos e depois lavadas em &agua
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corrente para a remocao do excesso de corante; apds a retirada do excesso de hematoxilina, as
ldminas foram brevemente mergulhadas em éalcool 80%, pois este torna-se miscivel a eosina.
Apos estas etapas as laminas ficaram no frasco de eosina por 1 minuto, sendo que apés este
tempo elas foram lavadas duas vezes seguidas com &lcool 95% e depois com alcool absoluto
da mesma maneira. Por fim as Idaminas passaram por 3 frascos de xilol, ficando 15 minutos

nos dois primeiros, e no ultimo sdo mergulhadas e ja retiradas (Figura 12).

Figura 11 — Processo de coloracdo de laminas. Laminas em xilol (A e B); em alcool absoluto (C e D);
em alcool 95% (E e F); em alcool 70 % (G); agua corrente por alguns minutos (H); 1aminas colocadas
em hematoxilina (I); passadas em agua corrente (J); mergulhadas em alcool 80% (K); eosina por 1
minuto (J); lavagem em alcool 95% (M e N); lavagem em alcool absoluto (O e P); laminas
mergulhadas no primeiro xilol (Q); retirada do excesso de xilol apds o mergulho nos 3 frascos (R).
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Fonte: elaborada pela autora

Para finalizar a montagem da lamina, foi necesséario seca-la ao redor dos cortes em
estudo, pingar uma gota de Permount (para melhor fixacdo) e a colocacdo da laminula
removendo cuidadosamente as bolhas formadas (Figura 12).
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Figura 12 — Fixacdo da laminula. Uma gota de Permount é aplicada na lamina ja corada para melhor fixacdo da
laminula (A e B); laminula é colocada em seguida e posicionada correta e cautelosamente (C).

Fonte: Elaborada pela autora

3.6 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica dos dados obtidos foi realizada através do Software Sigma Stat
3.5, Teste T-Student (paramétrico), onde p < 0,05.

4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 BIOMETRIA DOS CORNOS UTERINOS E DOSAGEM SANGUINEA DE
ESTRADIOL E PROGESTERONA

A figura 13 apresenta a média da largura dos cornos uterinos de ambos 0s grupos. Foi
evidenciada diminuigdo estatisticamente significativa (p<0,05- Teste T-Student) na média da

largura dos cornos uterinos dos animais tratados com extrato aquoso das sementes da
Momordica charantia L.
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Figura 13 — Médias da largura dos cornos uterinos dos grupos de experimento. Teste T-Student,
p<0,05. * Valores estatisticamente significativos.
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Na figura 14 estdo expostas as médias obtidas das concentracdes de progesterona e
estradiol em ambos os grupos. Nota-se que ocorreu reducdo significativa (p<0,05) na
concentragcdo de progesterona no Grupo Sementes Momordica charantia (GSMC). Quanto
aos niveis de estradiol, foi evidenciado aumento significativo (p<0,05) de estradiol no Grupo
Frutos Momordica charantia (GFMC).
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Figura 14 — Comparagdo das médias obtidas quanto aos niveis de progesterona e estradiol em ambos
0s grupos. Teste T-Student (p<0,05). * Valores estatisticamente significativos.
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O ciclo estral de roedores como os camundongos duram em média quatro a cinco dias
e sua ocorréncia € marcada por 4 fases (proestro, estro, diestro e metaestro), onde nota-se
alteracOes citoldgicas ocorridas na mucosa vaginal, as quais podem ser identificadas pelas
caracteristicas obtidas pelo esfregaco vaginal (CONSTANZO, 1999). Estas fases sofrem
interferéncia dos horménios ovarianos estradiol e progesterona. Para COSTA (2010) o
metaestro e o diestro correspondem & fase luteinica do ovario, sendo o metaestro um estagio
intermediario, onde a queda nos niveis de estrogenos é compensada pelos niveis de
progesterona em ascenséo, devido ao inicio do funcionamento dos corpos luteos. O diestro é o
periodo do ciclo em que se encontram as maiores concentracdes de progesterona de fase
luteinica ativa e as glandulas endometriais atingem o pico da sua atividade secretora. Neste
estudo, o grupo tratado com o extrato das sementes de Momordica charantia L. apresentou
significativa redugdo dos niveis séricos de progesterona em comparagdo ao grupo controle,
sugerindo que possivelmente o espessamento do endométrio foi comprometido.

Para THORNHILL e GANGESTAD (2008), o estro dos roedores, por exemplo, é
facilitado pela taxa de progesterona com relacdo ao estrégeno e isso ocorre especialmente na
linhagem dos roedores e seus ancestrais, e ndo em outros mamiferos. Diante do exposto, fica
pressuposto que a reducdo de progesterona implica em interferéncia na fase do cio (estro) de

roedores.
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MARTIN e FINN (1969) realizaram estudos cléassicos sobre a influéncia hormonal dos
6rgdos da reproducéo. Estes estudos foram recentemente revisados por WOOD et al.,(2007) e
evidenciaram intensa remodelag&o uterina durante o ciclo estral. Neste estudo foi mencionado
que a progesterona € capaz de inibir a proliferacdo de células epiteliais e estimular a
multiplicacdo e diferenciacéo de células estroma endometrial, sendo este processo relevante
para a decidualizacdo do endométrio que é uma reacdo que ocorre durante a implantacéo do
6vulo na parede do endométrio.

No presente estudo, a largura dos cornos uterinos do grupo tratado com o extrato da
semente da Momordica charantia L. apresentou menor média quando comparada a media da
largura do grupo controle. De acordo com CHANG; TAM; YEUNG; (1984) as sementes da
Momordica charantia apresentam glicoproteinas que mostram agdo abortiva e inibitoria sobre
a multiplicacdo celular do endométrio e miométrio, podendo justificar a suposta atrofia
evidenciada na largura dos cornos uterinos evidenciadas no presente estudo. A reducéo da
progesterona no sangue supostatamente corrobora com os resultados biométricos obtidos no
presente estudo.

Segundo SILVA e LARA (2011), a progesterona é um hormdnio que em condicbes
fisiologicas tem um papel modulador na pulsatilidade do hormdnio liberador de gonadotrofina
(GnRH) além de uma acdo secretora das gonadotrofinas ou horménio foliculo estimulante
(FSH) e luteinizante (LH), enquanto, o estrogénio tem acéo, principalmente, na producéo
hipofisaria desses horménios. Com a proximidade da ovulacdo e apds o acumulo de
gonadotrofinas hipofisarias por acdo do estradiol ovariano, ocorre uma elevacdo subita,
efémera e discreta da progesterona, a qual é responsavel pela liberacdo do horménio foliculo
estimulante (FSH) e horménio luteinizante (LH) acumulado, o que corresponde ao pico preé-
ovulatério dessas gonadotrofinas, as quais sdo imprenscindiveis para a ocorréncia da
ovulacdo. Diante do exposto, os resultados encontrados no presente estudo evidenciaram
reducdo na concentracdo plasmatica de progesterona no grupo tratado com o extrato das
sementes da Momordica charantia L., .

Quanto aos niveis séricos de estradiol, HSU et al.,(2011), realizaram um estudo como
objetivo de investigar a atividade estrogénica dos compostos ativos do tipo triterpendides dos
frutos da Momordica charantia L. e evidenciaram que quatro novos compostos triterpénicos e
um ja conhecido dos frutos desta planta apresentaram atividade agonista / antagonista parcial
nos receptores de estrogenos. Diante desta citagdo surgem indicios que corroboram com o
aumento de estradiol evidenciado na analise bioguimica do sangue do grupo de animais

tratados com os frutos da Momordica charantia L., 0 que sugere possivel similaridade
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quimica de compostos quimicos presentes no extrato dos frutos que poderiam ser mensurados
na analise do sangue, sendo uma suposta justifica para este aumento hormonal.

Segundo MARTINELLO e SILVA (2003), a interferéncia de componentes quimicos
derivados de farmacos ou plantas em anélises clinicas assume importante papel na rotina
laboratorial podendo interferir nos ensaios e modificar o diagndstico clinico-laboratorial. Esta
citacdo corrobora com o aumento de estradiol mensurado no exame de sangue dos animais

que foram tratados com o extrato dos frutos da Momordica charantia L. do presente estudo.

4.2 OCORRENCIA DAS FASES DO CICLO ESTRAL

As médias obtidas das fases do ciclo estral dos grupos de experimentos estdo expostas
no figura 15. Nota-se que no grupo tratado com os frutos da Momordica charantia ocorreu
aumento significativo na ocorréncia do metaestro, sequida de uma queda também significativa
da fase subsequente que é o diestro. No grupo semente, a ocorréncia do metaestro também foi
significativamente superior que a média do grupo controle. Neste grupo também ocorreu
reducdo significativa na ocorréncia do estro. Os valores estatisticamente significativos
apresentam p<0,05, segundo o Teste T-Student.

Figura 15 — Comparagdo da ocorréncia das fases do ciclo estral durante 21 dias de experimento. Teste
T-Student, p<0,05. * valores estatisticamente significativos.
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Para COSTA (2010) o metaestro e o diestro correspondem & fase luteinica do ovario,
sendo 0 metaestro um estagio intermediario, onde a queda nos niveis de estrogenos é
compensada pelos niveis de progesterona em ascenséo, devido ao inicio do funcionamento
dos corpos liteos. O metaestro é a fase luteinica, muito curta em roedores, durando em média
24 horas e representa a fase progestacional. (MARCONDES, 1999). De acordo com o0s
resultados aqui expostos, tanto o extrato dos frutos quanto das sementes da Momordica
charantia promoveram aumento na ocorréncia do metaestro, sendo que o grupo sementes
promoveu também a reducdo na ocorréncia do estro (corresponde ao cio dos roedores),
concomitantemente & redugdo do hormdénio progesterona, sugerindo potencial de alterar
pardmetros relacionados a fertilidade.

Publicagdes feitas por LIMTRAKUL; KHANTAMAT; PINTHA (2004) e BASCH;
GABARDI;ULBRICHT (2003), atribuem a diferentes partes da Momordica charantia L.
atividade antiespermatogénica e androgénica, novamente corroborando com os resultados
aqui apresentados que sugerem & esta planta potencial de alterar o perfil hormonal e a

ocorréncia de algumas fases do ciclo estral dos roedores tratados com suas sementes e frutos.

4.3 QUANTIFICACAO DOS CORPOS LUTEOS

A figura 16 apresenta o corte histoldgico do ovério apresentado o corpo luteo. A
media de corpos luteos mensurados em ambos 0s grupos de experimento estdo expostas na
figura 17. Nao foi evidenciada diferenga estatisticamente significativa (p<0,05, Teste T-
Student) entre os grupos tratados com os frutos e sementes da Momordica charantia L.,

respectivamente, em relacéo ao grupo controle.
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Figura 16 — Corte longitudinal do ovario esquerdo do camundongo sui¢o. C: Corpo lGteo. Aumento
40X. Coloragéo: HE.

Fonte: elaborada pela autora.

Figura 17 — Média de corpos Iteos observados em microscopia eletrdnica de ambos os grupos de
experimento (controle, frutos e sementes, respectivamente). Teste T-Student, p<0,05.
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De acordo com FRANKS (2012), o ciclo ovulatério em camundongos e demais

roedores é poliovulatdrio, ou seja, se difere do ciclo mensal feminino onde apenas um foliculo

7

ovariano é recrutado para maturacdo do ovécito secundario. Nos roedores, a ovulacdo se
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manifesta no inicio da fase proestro e se completa até o término do estro. Apesar dos roedores
apresentarem ciclo mais curto que as mulheres, estes animais séo rotineiramente utilizados na
investigacdo de alteracbes que ocorrem no ciclo feminino. (MARCONDES; BIANCHI;
TANNO, 2002). Diante do exposto se apoia a justificativa da metodologia adotada no
presente estudo.

LOMBARDI et al., (2012) utilizaram o método de contagem de corpos luteos em um
estudo feito com ratas portadoras de ovarios policisticos induzidos pela luz continua, onde
associaram a auséncia de corpos liteos com baixos niveis de progesterona. No presente
estudo, a concentracdo sanguinea do horménio progesterona apresentou redugao
estatisticamente significativa (p<0,05) no grupo tratado com o extrato das sementes da
Momordica charantia L. em relagdo a média mensurada no grupo controle, no entanto, esta
reducdo ndo foi suficiente para interferir na quantidade dos corpos luteos do ovario dos
animais deste grupo, possivelmente pelo tempo de administragdo do extrato.

RESENDE et al., (2008) observaram no estudo histolégico dos ovérios de ratas
ictéricas a auséncia de corpos luteos funcionais, sugerindo a existéncia de anovulag&o.
Embora a média de corpos luteos do grupo sementes tenha sido superior que os demais
grupos, a diferenga entre 0s mesmos ndo foi significativa, mostrando novamente que a
administracdo deste extrato ndo interferiu na formacéo de corpos liteos comparado ao grupo

controle.
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5 CONSIDERACOES FINAIS
De acordo com os resultados obtidos, conclui-se que:

v O extrato dos frutos da Momordica charantia L. promoveu aumento significativo do
hormonio estradiol e alteragdes significativas na ocorréncia das fases metaestro
(aumento de ocorréncia) e diestro (reducéo de ocorréncia). De acordo com a literatura
consultada, postula-se que compostos triterpénicos dos frutos da Momordica charantia
L. apresentem funcOes analogas e/ou antagbnicas aos estrégenos, o que supostamente
justificaria as alteragOes evidenciadas no presente estudo;

v" Quanto ao extrato obtido das sementes da Momordica charantia L., foi evidenciada
reducéo significativa na largura dos cornos uterinos dos animais tratados durante 21
dias, concomitantemente a redugdo sérica do horménio progesterona e diminuicdo na
ocorréncia da fase estro no ciclo estral. Estas alteragbes sugerem que esta parte da
planta apresenta possivel capacidade de interferir na fertilidade dos animais tratados.

v' Néo foram encontradas alteragdes na quantidade de corpos liteos em ambos o0s
grupos, o que supostamente esteja relacionado ao curto tempo de tratamento dos
animais dos grupos extrato dos frutos e sementes da Momordica charantia L.

v Novos estudos, cuja administracdo dos extratos seja mais prolongada, assim como
dosagens de outros horménios envolvidos no ciclo feminino (horménios da hipofise)
devem ser realizados para elucidar os resultados aqui expostos. A anélise fitoquimica
dos metabdlitos secundarios dos extratos obtidos também deve ser objetivo para novas

pesquisas.
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ANEXQOS

Anexo A — Certificado de aprovagio do Comité de Etica no Uso de Animais sob protocolo
5698260815.



UNNERSIDADE DO

PRO-REITORIA DE Comissic de Etica no
SAGRADO .o/ o
CORACAO POS-GRADUACAD Uso de Animais

& Uniwersdads de soa vida

CERTIFICADO

Certificamos que o Projeto intitulado "AVALIACAC DA REGULARIDADE DAS FASES DO CICLO ESTRAL DE CAMUNDONGOS
SUICOS FEMEAS SUBMETIDAS AO USO DIARID DE EXTRATO DE Momorsica charantia °, profocolado sob o CEUA n®
565260615, 500 A responsablidade de Marcia Clélla Lelis Marcelling - que envolve a produgdo, manutengdo eiou uwilzagdo de
animals pertencentes ao Mo Chondata, subfio Verebrata (exceto 0 homem), para fins de pesquisa clentMca (ou ensino) - encontra-se
de acondo com o5 precefios da Lel 11.754, de & de putubro de 2008, com o Decreto £.399, de 15 de julho de 2009, com 35 Nommas
ediadas peio Conselhe Maconal de Conirole da Experimentagdo Animal (COMCEA), e fol aprovado pela Comissdo de Efica no Uso
de Animais da Universidade do Sagrado Coragdo (CEUAUSC) em reunitlo de 030912015

We cerSfy Mat the proposal "REGULARITY EVALUATION STAGE OF MICE OF CYCLE ESTROUS SWISS FEMALES
SUBMITTED TO USE Momordica charantia EXTRACT OF DAILY =, uliizing 30 Heterogenics mice (30 famales), profocal
number CEUA 5638250915, under the responsiiity of Marcla Cisila Lette Marcaling - which Imvoives the producton,
mantenance andior use of animals belonging fo the phylum Chordats, subphylum Verlebrata (except human beings), Tor
gcientfic IesEarch purpeses (or teaching) - Its In accordance with Law 11.754, of October & 2008, Decree £399, of July 15,
2003, with the rules issued by the Mational Councll for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was approved by
the Efilc Commities on Animal Use of the Sagrado Coragio University (CEUAUSC) In the meeting of 09003/2015.

Vigéncia da Proposta: de 0902015 a 1272015 Area: Centro Da Salde/ Farmacoioglia
Procedénda: Biotéro Ceriral

Espécle: ‘Camundongos hetemgénicos Génern: Famess Made: 3]adsSdias N 30
Linhagem:  sulgos Pesoc 353409

Mota: Extratns cobidos dos fruins € das semenies da Momordica charantia s30 comuments utizados pela populacdo para o fratamento
da hiperglicemia em poradores de diabetes, no entanto, relaios sugerem que componentes desta espécie wegetal apresentam
capacidads de reduzlr a fertildade. © oojefvo do presente estudo serd Investigar a reguiandade do ciclo estral de camundongos sulgos
submetidos a0 consumo 006 extrato dos frutos e das sementes da Momondica charanta. Serdo uilizados 30 camundongos SUlGos,
f2meas e adultas, dvidas em 3 grupos de experimentos A administragio dos extraios serd feita por 45 as, por gavagem. Diariamentes
serd reallzado o exame de esfregago vaginal para determinagdo das fases o0 cicio esiral O animals serdo pesados UMa VEZ por
sEMana & no fnal do expermento, 5erd feita a remogdo do Mhero para avallagao histologica.

Bawn, 21 de selemin de 2015
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Mrofa. Dra. Ditee Helena Jardim Constanting
iinerdenadora do Uorrssho de Elcn no Use de Anmas
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Anexo B — Documento de identificacdo botanica emitido pelo Herbario BAUR — USC.

)/“ UNIVERSIDADE DO

=N/ SAGRADO
CORACAO

-

Bauru, de Setembro de 2015

/
A
Karoline Daynez Misson

Referente a identificagdo de planta

Informo que a planta enviada a este herbario para identificacdo como parte da monogratia intitulada
AVALIACAO DA REGULARIDADE DAS FASES DO CICLO ESTRAL DE CAMUNDONGOS SUICOS FEMEAS
SUBMETIDAS AO USO DIARIO DE EXTRATO DE (Momordica Charantia L.) 101 incorporada oo acervo do
herbario BAUR com o numero 5588 e trata-se da especie Momordica Charantio L. conforme pesquisa
feita em literatura especializada e tambem atraves da comparacdo com exemplares o depositados em
NOSSO acervo

Atenciosamente

Prof® Donv‘(l José Coral
| Curador Herbario BAUR
v J
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