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ABSTRACT
The present study aimed to evaluate whether the plant species Pereskia aculeata Miller (PAM) promotes any type of alteration in the morphology of preantral ovarian follicles of mice, submitted to a food supplementation with a modified ration that has the leaves of the plant as a component in different concentrations (5, 10 or 20%). The determination of oral toxicity occurred through repeated doses of toxicity tests subdivided into experiments of four weeks (30 days of treatment) and twelve weeks (90 days of treatment). After treatment periods, the animals were sacrificed and the ovaries were removed, which were submitted to histological processing for analysis of preantral ovarian follicles. In the period of 30 and 90 days, there was a percentage of normal follicles equivalent (P > 0.05) between the PAM inclusion concentrations of 5% 10% and 20% and when compared to control. When comparing the results between 30 and 90 days, there was an equivalent percentage (P > 0.05) of normal follicles in the control and the different concentrations of PAM inclusion. In conclusion, Pereskia aculeata Miller did not show risks regarding animal consumption, since the analysis methods did not certify any kind of toxic alteration on the morphology of ovarian cells of the Swiss mice species studied. 
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INTRODUÇÃO
Dentre os principais grupos de plantas utilizadas na alimentação humana, destaca-se dentro da cadeia produtiva as hortaliças não convencionais. Neste contexto, como exemplo de hortaliças não convencionais, tem-se a Pereskia aculeata Miller (PAM), popularmente conhecida como ora-pro-nóbis (MARTIN et al., 2017). A planta é considerada um excelente suplemento alimentar em virtude dos elevados valores de proteína, fibras, cálcio e ferro, sendo muito utilizada e apreciada em vários pratos da culinária regional (TAKEITI et al., 2009). Além disso, apresenta várias propriedades biológicas e terapêuticas, podendo destacar dentre elas, atividades anti-inflamatória (PINTO et al., 2015), antioxidante (PINTO et al., 2012), antimicrobiana (SOUZA et al., 2016), além de atividade antiproliferativa contra células leucêmicas, neuroblastoma e linhagens de células cancerosas da mama (PINTO et al., 2012; SOUZA et al., 2016).
O principal problema decorrente do uso de vegetais é o desconhecimento sobre as substâncias naturais provenientes do seu metabolismo secundário. Os vegetais podem acumular altas concentrações dessas substâncias, podendo originar reações tóxicas e/ou interferir na biodisponibilidade e digestibilidade de alguns nutrientes, além de causar efeitos adversos no organismo, que podem interferir com o funcionamento de órgãos vitais e não vitais, como é o caso do aparelho reprodutor (SANTOS, 2006).
Como preconiza a toxicologia, toda substância, mesmo sendo de origem natural, pode ser considerada um agente tóxico, dependendo das condições de exposição, como dose administrada ou absorvida, tempo e frequência de exposição e vias de administração (BARROS & DAVINO, 1996), sendo os estudos sobre a toxicidade reprodutiva, um dos critérios de segurança necessários.
Assim, o presente estudo teve por objetivo avaliar se a espécie de planta P. aculeata Miller promove alterações na morfologia de folículos ovarianos pré-antrais de camundongas submetidas a uma suplementação alimentar com uma ração modificada que possuirá como componente, as folhas da planta em questão em diferentes concentrações.
MATERIAL E MÉTODOS
Amostras da planta Pereskia aculeata Miller foram coletadas no Sítio Vale da Biodiversidade localizado no Maciço de Baturité, na cidade de Mulungu no estado do Ceará. 
A dieta modificada com as folhas de P. aculeata foi composta por ração convencional e diferentes níveis de inclusão de farinha, folhas desidratadas e trituradas, da planta estudada, cujas concentrações estabelecidas foram: 5%, 10% e 20% de nível de inclusão na ração convencional (FIETZ; SALGADO, 1999; ALMEIDA, 2012). 
As camundongas Swiss foram distribuídas em quatro grupos e organizadas em subparcelas de dois grupos, contendo 7 e 8 animais para os testes de 30 e 90 dias, respectivamente. Os quatro grupos foram compostos por: Controle Negativo (CN), ou seja, animais alimentados com ração padrão Nuvilab CR-1; Grupo com 5% de inclusão de farinha de Pereskia aculeata Miller; Grupo com 10% e o Grupo com 20%. Após 30 e 90 dias de tratamento, os animais foram sacrificados por deslocamento cervical para retirada dos ovários através de técnicas cirúrgicas adequadas, os quais foram destinados para análise histológica. 
Os folículos pré-antrais foram classificados em normais ou degenerados, baseado na morfologia do oócito (presença ou ausência de picnose nuclear ou retração citoplasmática), bem como na organização das células da granulosa.
O presente trabalho foi submetido e aprovado pela Comissão de Ética no Uso em Animais (CEUA) da UFC, sob o número de protocolo e registro n° 9/2016.
Os resultados foram tabulados em planilha Microsoft Office Excel 2013® e processados pelo programa GraphPAD Prism 5.0. As percentagens de folículos morfologicamente normais após 30 dias e 90 dias de alimentação com a Pereskia aculeata Miller foram inicialmente submetidas aos testes de Smirnov–Kolmogorov e Bartlett para confirmar a distribuição normal e homogeneidade de variância, respectivamente. A análise de variância (ANOVA) foi, então, realizada com a comparação das médias entre os tratamentos, sendo os resultados expressos como média ± desvio padrão. As diferenças foram consideradas estatisticamente diferentes quando P < 0,05.
RESULTADOS E DISCUSSÃO
Conforme observado na Figura 1 referente à percentagem de folículos morfologicamente normais no controle e nas diferentes concentrações de inclusão da farinha de PAM nos dias 30 e 90, o grupo 20% de inclusão expressou valores mais elevados (30 dias - 76,03% e 90 dias - 76,57%) em relação aos demais grupos, contudo, não houveram diferenças estatísticas (P > 0,05) entre as concentrações e nem mesmo em relação ao controle, nos dois períodos avaliados. 
Ao comparar os resultados entre 30 e 90 dias, houve uma percentagem equivalente (P > 0,05) de folículos normais no controle e nas diferentes concentrações de inclusão da PAM.
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Figura 1 - Percentagem de folículos normais no controle e após consumo da farinha de Pereskia aculeata Miller (PAM) em diferentes níveis (5, 10 ou 20%) durante o período de 30 e 90 dias.A
A Nenhuma diferença estatística foi observada entre os tratamentos dentro de cada dia e entre os dias, dentro do mesmo tratamento (P > 0,05). 

Segundo estudo de Garcia et al. (2019), um total de dez compostos fenólicos foram identificados nas folhas de P. aculeata, tais como dois ácidos fenólicos e oito flavonoides.
Outro estudo realizado por Souza et al. (2016) verificou que a planta P. aculeata pode ser considerada como uma fonte de polifenóis e que dentre várias atividades realizadas por esta planta, estava a atividade antioxidante. Esta função é muito importante para a manutenção da sobrevivência folicular, uma vez que as células foliculares são continuamente ameaçadas pelos danos causados pelos radicais livres e pelas espécies reativas de oxigênio (EROS), que são produzidas durante o metabolismo normal do oxigênio ou são induzidos por agentes exógenos (GRACE, 1994).
Metabólitos secundários, como os flavonóides, são responsáveis pelo aumento de crescimento do folículo ovariano e aumento do número de corpus lúteos em ratos (TELEFO et al., 2012).
Em conclusão, a Pereskia aculeata Miller não evidenciou riscos no que se refere ao consumo animal, uma vez que os métodos de análise não certificaram nenhum tipo de alteração tóxica sobre a morfologia dos ovários de camundongas da espécie Swiss. Sendo assim, essa planta torna-se uma alternativa nutricional, principalmente em dietas com deficiência proteica, contribuindo para o uso desta espécie na alimentação tanto animal como humana. Entretanto, ratifica-se a necessidade de se ampliar a pesquisa científica com essa planta, inclusive com testes in vitro, assegurando ainda também a sua importante utilização de forma terapêutica, inclusive com potencial anticâncer.
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