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RESUMO

Drogas obtidas a partir de plantas tém sido utilizadas desde a antiguidade para o
tratamento de uma variedade de doencas. A Morinda citrifolia Linn (Noni) € uma
tradicional planta medicinal que tem sido usada por mais de 2000 anos pelos povos
polinésios e ainda hoje é utilizada na medicina tradicional e popular para diversas
enfermidades e afec¢gbes como, por exemplo, alergia, artrite, asma, cancer,
depresséo, diabetes, hipertenséo, entre outras. Estudos mostraram que a M. citrifolia
possui atividade inibidora seletiva da COX-2 e atividade antiangiogénica. Estas
atividades alertam para possiveis efeitos prejudiciais em varias etapas do processo
reprodutivo. Em adicdo, a atividade antiangiogénica também sugere uma atividade
antiestrogénica deste fruto. O objetivo deste estudo foi investigar se o extrato
aquoso da M. citrifolia possui atividade (anti)estrogénica e avaliar os possiveis
efeitos adversos sobre a prenhez e parturicdo das progenitoras assim como no
desenvolvimento geral e sexual da progénie. O extrato da M. citrifolia foi dissolvido
em agua destilada como veiculo (5 ml/kg) e utilizado nas doses: 7,5 mg/kg, 75 mg/kg
e 750 mg/kg. A escolha das doses baseou-se na dose terapéutica para humanos
que é de 7,143 mg/kg/dia. Para investigar possivel atividade (anti)estrogénica do
extrato em questéo, ratas Wistar desmamadas, provenientes de maes ndo expostas,
foram submetidas ao teste uterotrofico. Os dados deste teste mostraram atividade
antiestrogénica in vivo do extrato investigado nas doses de 7,5 e 750 mg/kg. Para
melhor avaliagdo do risco toxicolégico, ratas Wistar prenhas foram tratadas
diariamente por via oral em dois periodos criticos: pré-implantagédo (do 1° ao 7° dia
de prenhez), ou periodo de pos-implantacédo e lactacdo (do 8° dia de prenhez ao 21°
dia de lactacdo). Metade das descendentes fémeas ainda foram expostas por via
oral do 21° dia de lactacé@o até o 42° dia pdés-natal. Ndo houve aumento significativo
das perdas embrionarias para as progenitoras expostas no periodo de pré-
implantacdo com nenhuma das doses investigadas, e ndo foram observados sinais
de toxicidade materna neste periodo. Os resultados da exposicdo nos periodos in
utero e lactacao revelaram que a exposi¢ao do extrato da M. citrifolia na dose de 7,5
mg/kg provocou um aumento de 43% no indice de reabsorc¢des, reducdo de 46% no
indice de parturicdo e um aumento de 59% no indice de perdas pos-implantes. Para
elucidar o mecanismo de acdo do extrato relacionado com prejuizo na parturigéo,
ratas Wistar prenhas foram submetidas ao tratamento via oral do extrato, do 8° ao
21° dia de prenhez quando foram sacrificadas e seus Uteros retirados para a
caracterizagdo do efeito do extrato da M. citrifolia sobre a contratilidade uterina
induzida pela ocitocina e pelo &cido araquiddnico em Uutero gravidico isolado. Os
resultados obtidos neste estudo revelaram que o tratamento com a dose de 7,5
mg/kg inibiu a contragdo uterina em aproximadamente 50% quando induzida pelo
acido araquidénico. Conclui-se que a exposicdo ao extrato seco do fruto da M.
citrifolia pode provocar efeitos adversos na gestagdo de animais modelo em doses
utilizadas para humanos, e sugere-se que a atividade antiestrogénica,
antiangiogénica e atividade inibidora da COX-2 estejam relacionadas a estes efeitos.

Palavras-chave: = Morinda citrifolia Linn; toxicologia reprodutiva; atividade
antiestrogénica; angiogénese, inibidores da cicloxigenase; parturigéo.
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ABSTRACT

Herbal drugs have been used since ancient times as medicines for the tratment of a
wide range of diseases. Morinda citrifolia Linn, “the noni”, is a native plant from
Polynesia and it has been used in traditional Polynesian medicine for over 2000
years. Previous studies reported that the M. citrifolia possess a selective inhibitory
activity of COX-2 and is also antiangiogenic. These properties alert for possible
harmful effect in some stages of the reproductive process. In addition, antiangiogenic
activity suggests an antiestrogenic activity of this fruit. The aim of this study was to
investigate if the aqueous extract of M. citrifolia L. possess (anti)estrogenic activity
and evaluate the adverse effects on pregnancy, delivery and lactation of dams and
on postnatal general and sexual development of offspring. Immature female rats
were submitted to uterotrophic assay, and the results indicate presence of in vivo
antiestrogenic activity of extract at the doses of 7.5 and 750 mg/kg. It was also
performed the in utero and lactation and postnatal exposure tests for better
evaluation of the toxicological risk. Pregnant Wistar rats were treated daily (5 mL/kg,
p.o.) of different doses (7.5, 75 and 750 mg/kg/day) of extract in two critical periods:
preimplantation (from days 1 to 7 of pregnancy) or postimplantation and lactation
periods (from days 8 of pregnancy to 21 of lactation). Some offspring also were
exposed directly after weaning, until puberty. For control group was administered
distilled water as vehicle. There was no significant increase in the embrionic losses in
the preimplantation period in dams treated with any doses in our study. No signs of
maternal toxicity were detected in any doses either. The results of the exposure in
the postimplantation and lactation period showed that the treatment with M. citrifolia
extract at the dose 7.5 mg/kg caused an increase of 43% in resorption index,
reduction of 46% in parturition index and an increase of 59% in postimplant losses
index. To elucidate the mechanism of action related with the injury in parturition, was
investigated the effect on the contractility of isolated pregnant rat uterus that had
been previously exposed to the M. citrifolia extract. The results showed that the
treatment at the dose of 7.5 mg/kg inhibited the uterine contraction in 50% when
induced for the arachidonic acid, but there was no difference when oxytocin was
employed in this test. In conclusion the exposition to the aqueous extract of M.
citrifolia can induce adverse effect in the pregnancy of animals model in doses used
for humans, and suggests that an antiestrogenic, antiangiogenic and COX-2
inhibitory activities may be correlated to these effects.

Key-words:  Morinda citrifolia  Linn; reproductive toxicology; antiestrogenic,
antiangiogenic, COX-2 inhibition; parturition.
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1 INTRODUCAO

Drogas obtidas a partir de plantas tém sido utilizadas desde a antiguidade
para o tratamento de uma variedade de doencas. Observou-se nas ultimas décadas
a revalorizacdo do emprego de preparagdes fitoterapicas. Assim, alguns grupos
farmacéuticos voltaram esforcos para o aprimoramento de medicamentos
fitoterapicos e sua produgcédo em escala industrial. O novo avanc¢o dos medicamentos
fitoterapicos, longe de ser volta ao passado, caracteriza-se pela busca de producéo
em escala industrial, diferentemente das formas artesanais que caracterizaram 0s
estagios iniciais de sua utilizacdo. Atualmente, os fitoterapicos sdo amplamente
utilizados em diversos paises. Na Africa, por exemplo, 80% da populacio depende
do uso destes medicamentos, 0s quais representam alternativa frente ao alto custo
dos farmacos sintéticos. O mercado mundial de medicamentos fitoterapicos é de
US$ 43 bilhdes por ano. Somente nos Estados Unidos da América, este mercado
representa US$ 5 bilhBes por ano, sendo o setor de mais rgpido crescimento no
mercado farmacéutico norte-americano (ASCHWANDEN, 2001).

Apesar da crescente importdncia dos medicamentos fitoterapicos,
relativamente poucos estudos foram realizados a fim de comprovar sua eficacia e
seguranca, sendo que muitas plantas ainda séo utilizadas com base somente no seu
uso popular (TUROLLA e NASCIMENTO, 2006). A ocorréncia de efeitos
indesejaveis das plantas medicinais muitas vezes é menor quando comparada a
drogas sintéticas bem definidas. Entretanto experimentos clinicos tém revelado que
efeitos adversos também ocorrem com a utilizagdo de plantas medicinais, e estudos
toxicolégicos bem controlados para provar a sua seguranga Sao necessarios, porém
raros (CALIXTO, 2000).

Diante da grande importancia dos medicamentos fitoterapicos, varios paises
da Europa estdo intensificando esfor¢cos para unificar a legislacdo referente aos
medicamentos fitoterapicos, amplamente comercializados nestes paises (em
especial na Alemanha e Franga). Por outro lado, nos Estados Unidos da América, as
preparacdes a base de plantas sdo classificadas como suplementos nutricionais, ndo
sendo necessario submeter dados de seguranca e eficacia ao 6rgdo governamental

responsavel pelo controle dos alimentos e medicamentos, o FDA (Food and Drug



Administration) para a comercializagdo destes produtos (TUROLLA e
NASCIMENTO, 2006).

No Brasil, a legislacdo para medicamentos fitoterapicos vem sofrendo
modifica¢cdes nos ultimos anos. A ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéaria)
vem elaborando normas para a regulamentagdo destes medicamentos, desde a
Portaria n° 6 de 1995, que estabeleceu prazos para que as industrias farmacéuticas
apresentassem dados de eficacia e seguranca dos medicamentos fitoterapicos,
passando pela RDC (Resolugédo da Diretoria Colegiada) n° 17 de 2000, e a RDC n°
48 de 16 de margo de 2004, atualmente em vigor, que disp8e sobre o registro de
medicamentos fitoterdpicos (ANVISA, 2000, 2004).

Esta preocupacdo das autoridades reguladoras com a normatizagdo dos
medicamentos fitoterapicos propicia a avaliagdo de aspectos importantes, como a
eficacia e seguranga do uso destes medicamentos. O uso tradicional de diversas
plantas medicinais baseado em conhecimentos populares, aliado a crenga de que
por serem naturais ndo causam reacdes adversas, fez com que poucas plantas
medicinais fossem avaliadas através de estudos pré-clinicos e clinicos, a fim de
comprovar sua eficacia e seguranca. Além disto, sabe-se que muitas plantas
medicinais apresentam substancias que podem desencadear reac¢des adversas, seja
por seus proprios componentes, seja pela presenca de contaminantes ou
adulterantes presentes nas preparagdes fitotergpicas, exigindo um rigoroso controle
de qualidade desde o cultivo, coleta da planta, extracdo de seus constituintes, até a
elaboracdo do medicamento final (TUROLLA e NASCIMENTO, 2006).

A planta Morinda citrifolia Linn, mais conhecida como Noni, tem sido utilizada
durante séculos na medicina tradicional dos povos Polinésios. As folhas e
especialmente seu fruto sdo consumidos sob diferentes formas por varias
comunidades do mundo (CHAN-BLANCO e col, 2005).

Ha um grande marketing comercial da Noni no Brasil, reflexo do papel
econdbmico que esta representa para os paises que a produzem. Existem mais de
18.000 distribuidores dos produtos derivados da Noni cadastrados no pais, sendo o
Brasil o quinto mercado de TAHITIAN NONI® no mundo (ASSOCIACAO
BRASILEIRA DE EMPRESAS DE VENDAS DIRETAS, 2006). Além da

comercializagdo do suco de Noni também estdo a venda capsulas de extrato seco e



capsulas do p6 da planta através das farmacias de manipulagédo e héa divulgacao de
suas propriedades medicinais e curativas através dos meios de comunicacéo.

Considerando que gestantes e lactantes constituem um grupo populacional
que culturalmente recorre ao uso de plantas medicinais, riscos para a gestante e
para o feto tém tornado constante a preocupac¢do com o uso de fitoterapicos, ndo
apenas no periodo periconcepcional, mas durante toda a gravidez.

O grande consumo de produtos derivados da Noni no Brasil € acompanhado
pela auséncia de estudos de toxicidade pré-clinica regulamentados pela ANVISA.
Além disso, a atividade inibidora da COX-2 (cicloxigenase-2) seletiva e atividade
antiangiogénica do suco da M. citrifolia reportadas em estudos prévios (SU e col.
2001; McKQOY e col., 2002; HORNICK e col., 2003) alertam para possiveis efeitos
prejudiciais em varias etapas do processo reprodutivo (FOLKMAN e KLAGSBRUN,
1987; TORRY, 1992; LIM e col., 1997; HYDER e STANCEL, 1999; AUGUSTIN,
2000; TSUBOI, SUGIMOTO e ICHIKAWA, 2002; MIZUYACHI e col. 2002;
SOOKVANICHSILP e PULBUTR, 2002; ZYGMUNT e col., 2003; NORMAN e WU,
2004), na qual a participagao das prostaglandinas via COX, e a formagéo de vasos
teriam importante papel. O sistema vascular e o sistema enddcrino estédo
intimamente relacionados, sendo que estrogénios sao capazes de induzir
angiogénese in vivo, e ao contrario, tem sido mostrado que antiestrogénios exercem
atividade antiangiogénica (MORALES, 1995; SCHNAPER e col., 1996; GAGLIARDI
e COLLINS, 1993). Dessa maneira, a atividade antiangiogénica do suco da M.
citrifolia, reportada por HORNICK e col. (2003), também sugere uma atividade
antiestrogénica deste fruto.

Assim, o objetivo deste trabalho foi investigar se o extrato seco do fruto da M.
citrifolia, comercializado em farméacias de manipulagéo, possui atividade estrogénica
ou antiestrogénica através do teste uterotrofico e avaliar o risco toxicolégico da
exposicao ao extrato sobre o sistema reprodutivo de ratas Wistar durante o periodo
de prenhez, lactacdo e pré-puberdade, assim como investigar possiveis mecanismos
de acdo toxica. Para tanto, foram realizados testes toxicologicos pré-clinicos
complementares regulamentados pela ANVISA, de acordo com protocolos
experimentais in vivo recomendados por agéncias reguladoras, e testes in vitro para

investigar a acao deste extrato sobre a contratilidade de Utero gravidico isolado.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1PLANTAS MEDICINAIS

O estudo das plantas medicinais inicia-se praticamente no principio da
evolugdo do homem sobre a terra. O homem pré-historico observava o
comportamento instintivo dos animais para aliviar e curar suas enfermidades. Dessa
maneira, 0s homens comecaram a observar que certas espécies eram aptas para o
consumo alimenticio e outras eram tdxicas. Essas observacdes deram origem a um
processo intuitivo que caracterizou os primeiros provadores que faziam ensaios com
diversas plantas para discernir quais possuiam efeitos medicinais e quais nao
(ALONSO, 1998).

Provavelmente, o homem primitivo adquiriu o conhecimento sobre as
propriedades das plantas por um processo de tentativa e erro. Assim um vegetal que
nutria e era palatavel servia como alimento, mas outro poderia ndo alimentar e sim
ser (til para amenizar o sofrimento ou curar males, ou ainda ser toxico. Dessa forma,
as plantas medicinais de uso tradicional e as venenosas foram descobertas
empiricamente, como as alimenticias. Entretanto, freqiientemente o que era toxico
em determinada quantidade, poderia ser medicamento em diferentes quantidades ou
doses. Pode-se dizer, portanto que a descoberta das propriedades farmacolégicas e
a identificagéo da toxicidade das plantas foram processos que caminharam juntos ao
longo da historia (BENDAZZOLI, 2000).

O isolamento da morfina da Papaver somniferum em 1803, pelo
farmacéutico Friedrich Wilhelm Adam Satlrner, marcou o inicio do processo de
extracao de principios ativos de plantas. A partir de entdo, outras substancias foram
isoladas, como por exemplo, a quinina e a quinidina obtidas da Cynchona spp, em
1819, e a atropina da Atropa belladona, em 1831, que passaram a ser utilizadas em
substituicdo aos extratos vegetais (TUROLLA e NASCIMENTO, 2006).

A producdo de farmacos via sintese quimica e o crescimento do poder
econbmico das industrias farmacéuticas foi acompanhado pela auséncia de
comprovacdes cientificas de eficacia das substancias de origem vegetal. Além disso,
as dificuldades de controle quimico, fisico-quimico, farmacolégico e toxicoldgico dos

extratos vegetais utilizados, contribuiram para que os medicamentos de origem



vegetal, de uso quase exclusivo até a década de 1950, fossem gradativamente
substituidos nas farmacias por medicamentos contendo as substancias ativas deles
extraidos ou seus derivados sintéticos. Em conseqiiéncia, a maioria das informacdes
disponiveis estd ultrapassada, visto que poucas foram as plantas medicinais
estudadas segundo protocolos mais modernos (SIMOES e col., 2000).

Entretanto, a partir da década de 1980, os avancos técnicos e o
desenvolvimento de novos métodos de isolamento de substancias ativas a partir de
fontes naturais, permitiram maior rapidez na identificagdo de substancias em
amostras complexas como 0S extratos vegetais, ressurgindo o interesse pela
pesquisa destas substancias como protétipos para o desenvolvimento de novos
farmacos (TUROLLA e NASCIMENTO, 2006). Dessa maneira, nos ultimos 25 anos a
pesquisa cientifica dos produtos naturais, principalmente com plantas, voltou a
progredir notavelmente em varios paises da América Latina, principalmente Brasil,
México, Argentina e Chile (CALIXTO, 2005).

Mesmo com o desenvolvimento de grandes laboratérios farmacéuticos e dos
farmacos sintéticos, as plantas medicinais permaneceram como forma alternativa de
tratamento em vérias partes do mundo. De acordo com a WHO (World Health
Organization), devido & pobreza e pouco acesso a medicina moderna, cerca de 65 a
80% da populacdo mundial dependem essencialmente das plantas como forma
primaria de cuidar da saide (CALIXTO, 2005). E nesse contexto social que as
plantas medicinais e os fitoterapicos adquirem importdncia como agentes
terapéuticos.

O uso popular e mesmo o tradicional, ndo sdo suficientes para validar
eticamente as plantas medicinais como medicamentos eficazes e seguros. Nesse
sentido, as plantas medicinais ndo se diferenciam de qualquer outro xenobidtico
sintético e sua preconizacgéo ou autorizagao oficial do seu uso medicamentoso, deve
ser fundamentada em evidéncias experimentais comprobatérias (SIMOES e col.,
2000). Assim, torna-se preocupante o consumo de varias plantas medicinais que nao

possuem testes que comprovem a seguranca de seu uso.



2.2 Morinda citrifolia Linn

2.2.1 Classificagao botanica
Reino: Plantae
Divisdo: Magnoliophyta
Classe: Magnoliopsida
Ordem Gentianales
Familia: Rubiaceae
Género: Morinda
Espécie: M. citrifolia

Nome cientifico: Morinda citrifolia Linn*

A planta pertence a familia Rubiaceae de folhas permanentes, de pequeno a
médio porte. A arvore freqientemente cresce em regifes costeiras ao nivel do mar e
em areas florestais com cerca de 400 metros acima do nivel do mar. Desenvolve-se
bem em solos vulcénicos ricos em minerais, apesar de também se desenvolverem
em solos arenosos ou muito umidos (WANG e col., 2002; McCLATHEY, 2002).

Os galhos jovens sdo angulares e observam-se ranhuras (estrias). As folhas
sdo elipticas, opostas e com margens onduladas, possuindo coloragdo verde
brilhante na face superior e opaca na inferior. A inflorescéncia € composta por
pequenas flores brancas e em seguida amarelas com formato tubular. Os frutos sé@o
ovbides e tornam-se amarelos ou brancos opalescentes quando maduros. Eles
possuem a superficie grumosa coberto de sec¢des com formato poligonais (figura 1)
(WANG e col., 2002; McCLATHEY, 2002).

! Carolus Linnaeus, (23/05/1717 — 10/01/1778); sueco botanico, fisico e zoologista que classificou a
planta M. citrifolia, responséavel pelos fundamentos do esquema de nomenclaturas da taxonomia
moderna.



Figura 1: Folhas, flores, frutos verdes e maduros da M. citrifolia

Fontes: Hawaiian Herbal Blessing, on line (2006); Morinda citrifolia — Noni, on line (2007).

2.2.2 Aspectos Botanicos

Nomes populares: Noni, Nono, Nonu, Indian Mulberry, Ba Ji Tian, Cheese
Fruit, Nhau, East Indian Mulberry, Mengkudu, Awl tree, dependendo da
cultura de cada pais e regiao.

Periodo de florescéncia: Novembro a fevereiro.

Partes utilizadas: Frutos, folhas, cascas, tronco e raizes (utilizadas para tingir
tecidos). As raizes sdo coletadas no inverno, os frutos no verao, as folhas na

primavera; as cascas e o tronco nao foram relatados (WANG e col., 2002).



2.2.3 Historico da planta

A Morinda citrifolia Linn é uma tradicional planta medicinal popular que tem
sido usada por mais de 2000 anos pelos povos polinésios. A planta é originaria do
sudeste da Asia e, subseqgiientemente, foi distribuida por vérios viajantes
colonizadores das ilhas do pacifico e/ou através do oceano e outros animais como
passaros até estas ilhas (WHISTLER, 19852, citado por McCLATCHEY, 2002). O
Noni tem sido utilizado como alimento, bebida, medicamento e para tingimento de
tecidos. De acordo com o uso na medicina tradicional e popular, entre as
enfermidades e afec¢cdes mais tratadas encontram-se: alergia, artrite, asma, cancer,
depresséo, diabetes, hipertensdo, distdrbios menstruais, musculares, obesidade,
Ulceras gastricas, dores de cabeca, inibicdo sexual, insbnia, depressédo, estresse,
problemas respiratérios, AIDS, esclerose multipla e dependéncia de drogas
(McCLATCHEY, 2002; WANG e col., 2002; LAVAUT1 e LAVAUT2, 2003).

2.2.4 Constituicdo quimica

Aproximadamente 160 compostos fitoquimicos ja foram identificados da
planta da Noni, e a maioria dos nutrientes sdo compostos fendlicos, acidos organicos
e alcaldides. Todavia, a composi¢do quimica difere grandemente de acordo com a
parte da planta analisada. A composigao fitoquimica completa do fruto da Noni ainda
ndo foi descrita e apenas informagdo parcial do suco da Noni estd disponivel
(CHAN-BLANCO e col., 2005).

De acordo com CHAN-BLANCO e col. (2005), a quantidade de proteinas
contidas no fruto € surpreendentemente alta, representando 11,3% da matéria seca
do suco, e os principais aminoacidos encontrados sdo o acido aspartico, acido
glutdmico e isoleucina. Os minerais representam 8,4% da matéria seca, e 0S
principais sdo o potassio, enxofre, calcio e fésforo. Tracos de selénio tem sido
descrito também no suco da Noni. As principais vitaminas encontradas no fruto sao o

acido ascorbico (24 — 158 mg/100 g matéria seca) e pro-vitamina A.

2 WHISTLER, W. A. Polynesian plant introductions. In: COX, P. A.; BANACK, A. S. (Eds). Islands,
Plants, and Polynesians. Portland, Ore: Dioscorides Press, p. 41 — 66, 1991.



Compostos fendlicos foram descritos como o maior grupo de micronutrientes
funcionais do suco da Noni, e o0s seguintes compostos foram identificados:
damnacanthal, scopoletin, morindone, alizarin, aucubin, nordamnacanthal, rubiadin,
rubiadin-1-methyl ether e outros glicosideos antraquinénicos. Aproximadamente 51
compostos volateis foram identificados no fruto maduro incluindo acidos organicos
(principalmente &cido hexandico, octandico e &cido asperulosidico), alcoois (3-metil-
3-buteno-1-ol), ésteres (metil octanoato, metil decanoato), cetonas (2-heptanona) e
lactonas (E-6-dodeceno- -lactona). Os alcaldides xeronina e proxeronina foram
descritos por Heinicke (1985) e Solomon (1999), como constituintes da Noni,
entretanto a caracterizagdo bioquimica e o método usado para purificagdo nao foram

publicados.

2.2.5 Farmacocinética

Os estudos farmacocinéticos pré-clinicos avaliam o destino do farmaco depois
da sua administragdo a animais de experimentagdo. A velocidade e a intensidade de
absorcéo, a distribuicdo no organismo, a afinidade pelos sitios de ligacéo, as formas
de metabolizacdo e a velocidade e 6rgdos responsaveis por sua excrecdo do
organismo s&o variaveis importantes para os estudos de eficicia e toxicidade
(SIMOES e caol., 2000).

WANG e col. (2002) realizaram estudos farmacocinéticos apds administragdo
oral de uma dose de 1 mL de TAHITIAN NONI® Juice (TNJ) puro por 100 g de peso
corporal em ratas Sprague-Dawley (SD). A escopoletina foi utilizada como marcador
e monitorada no plasma e em diferentes 6rgdos em relacdo ao tempo, através de
cromatografia liquida de alta eficiéncia. Os resultados deste estudo mostraram que:

A absorcéo foi rapida, com um pico de concentracdo de 50% em 30 minutos.

A concentrac@o plasmética manteve o pico até duas horas apés a administracéo
oral de TNJ.

O nivel de escopoletina decresceu para 50% em quatro horas. Apenas 12% e
2% de escopoletina permaneceram no plasma em 12 e 24 horas
respectivamente.

A concentracdo da escopoletina indicou que o TNJ é distribuido para diferentes

tecidos aproximadamente uma hora ap0s a administracdo. O pico de
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concentracdo em diferentes tecidos ocorreu proximo de 3 horas apés a

administragdo, com um répido declinio.

2.2.6 Principais atividades bioldgicas

Estudos cientificos acumulados até os dias atuais tém revelado e confirmado
algumas das atividades biolégicas da Noni descritas pelos povos polinésios como:
atividade antioxidante, antiinflamatéria, analgésica, imunomoduladora,

antibacteriana, antitumoral, entre outros.

a) Atividade Antioxidante

WANG e col. (2001) avaliaram a atividade antioxidante do TNJ in vitro, e a
atividade antioxidante do suco foi comparada com os efeitos da vitamina C, p6 de
semente de uva e extrato da casca de pinheiro (picnogenol). A atividade para
combater radicais anions superéxido (SAR) do TNJ mostrou ser 2,8 vezes maior que
a vitamina C, 1,4 vezes maior que o picnogenol e 1,1 vezes maior que o p6 de
semente de uva. Dessa maneira, segundo os autores, o suco de Noni mostrou
possuir um grande potencial para combater radicais livres de oxigénios reativos.

A atividade antioxidante do TNJ foi analisada in vivo utilizando um modelo de
lesdo aguda no figado através da adicdo de tetracloreto de carbono (CCl,;) em ratas
fémeas. A adicdo de 10% de TNJ no bebedouro de agua dos animais durante 12
dias foi capaz de reduzir os niveis de radicais anions superoxido (SAR) e
peroxidacao lipidica (LPO) para 20% e 50% ap0s trés horas da administracdo de
CCl4, comparado com o grupo controle (WANG e col., 2001).

ZIN e col. (2002) investigaram a atividade antioxidante dos extratos das
raizes, folhas e frutos da M. citrifolia. Os resultados mostraram que extratos nao
polares das trés partes da planta possuem alta atividade antioxidante quando
comparados com os antioxidantes -tocoferol e di-terc-butil-metil-fenol (BHT). Ambos
extratos polares e ndo polares das raizes mostraram maior atividade antioxidante do
que as folhas e os frutos. A atividade antioxidante das folhas e frutos provavelmente

€ devida, predominantemente, a compostos de caracteristica ndo-polar.

10
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SU e col. (2005) isolaram 19 compostos da M. citrifolia e todos foram
avaliados quanto a sua atividade antioxidante. Oito compostos mostraram possuir
potente atividade antioxidante: narcissoside, borreriagenin, cytidine,
deacetylasperuloside, dehydromethoxygaertneroside, epi-dihydrocornin, methyl -D-

fructofuranoside e methyl -D-fructofuranoside.

b) Atividade antiinflamatoria

LI e col. (2003) investigaram in vitro a atividade antiinflamatéria de 24
espécies de plantas australianas e chinesas, e observaram que a M. citrifolia em po6
possui atividade inibitoria da COX-1.

A seletividade da inibicdo da COX-2 versus COX-1 do TNJ in vitro foi
investigada por SU e col. (2001) e suas atividades foram comparadas com alguns
tradicionais antiinflamatérios nédo esteroidais (AINES), como a aspirina, indometacina
e um inibidor seletivo da COX-2, o celecoxibe. Os resultados mostraram que a
seletividade para a inibicho da COX-2 do TNJ é comparavel com aquela do
celecoxibe.

McKOY e col. (2002) mostraram que 0s extratos aquoso e etandlico do suco
da Noni possuem atividade antiedematogénica quando administrados tanto por via
oral quanto por via intraperitoneal, utilizando o modelo de edema de pata induzido

por carragenina.

c) Atividade analgésica

YOUNOS e col. (1990) investigaram a atividade analgésica do extrato
aquoso liofilizado das raizes da M. citrifolia em camundongos. O extrato mostrou
uma significante atividade analgésica central dependente da dose. O efeito
analgésico foi confirmado pela administracdo de naloxone.

WANG e col. (2002) examinaram as propriedades analgésicas do TNJ em
modelos animais através do método twisted. Este modelo animal consiste na
administracdo intraperitoneal de antimbnio tartrato de potassio que provoca
contorgbes nos ratos devido a dor causada. O numero de contor¢fes, dentro dos
primeiros 15 minutos ap0s a administracdo, € registrada e utilizada para indicar o

grau de dor. O TNJ foi adicionado na &gua de beber durante 10 dias utilizando

11
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quatro grupos de camundongos: controle, 5%, 10% e 20% TNJ. Esta investigagéo
revelou um efeito analgésico dose dependente.

As propriedades analgésicas do TNJ também foram investigadas utilizando
ratos SD fémeas. O TNJ foi adicionado na agua de beber durante sete dias
utilizando quatro grupos de ratas: controle, 20% placebo, 10%TNJ e 20% TNJ. No
ultimo dia foi realizado um ensaio de aquecimento da plataforma (55°C). Os dados
deste experimento mostraram que o TNJ foi capaz de produzir atividade analgésica
dose dependente (WANG e col., 2002).

d) Atividade imunomodulatéria

HIRAZUMI e FURUSAWA (1999) investigaram a atividade imunomodulatoria
do TNJ em modelos de carcinoma pulmonar peritoneal de Lewis em camundongos.
A administracdo terapéutica de TNJ pbde ativar as células do exudato peritoneal e
aumentou o tempo de sobrevivéncia dos camundongos sugerindo que isto ocorreu
através da ativacdo do sistema imune do hospedeiro. O tratamento concomitante
com um agente imunossupressor diminuiu esta atividade. O TNJ também foi capaz
de estimular a liberacdo de inimeros mediadores de células efetoras murinas,
incluindo fator alfa de necrose tumoral (TNF-a), interleucina 1 beta (IL-1b), interferon
gama (IFN-g), 6xido nitrico (NO) entre outros.

WANG e col. (2002) demonstraram que animais tratados com o TNJ tém

uma melhora da fungéo imune com concomitante hiperplasia do timo.

e) Atividade antibacteriana

ATKINSON (1956) descreveu que a Noni inibe o crescimento de certas
bactérias in vitro, tais como Staphyilococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa,
Proteus morgaii, Bacillus subtilis, Escherichia coli, Helicobacter pylori, Salmonella e
Shigella. O autor sugere que o efeito antibacteriano é devido a presenca de
compostos fendlicos como acubin, L-asperuloside, alizarin, scopoletin e outras
antraquinonas. De maneira semelhante, LOCHER e col. (1995) demonstraram que
um acetonitrilo extraido do fruto seco da Noni inibiu o crescimento de Pseudomonas

aeruginosa, Bacillus subtilis, Escherichia coli e Streptococcus pyrogene.

12
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A atividade antituberculosa da Noni foi descrita por SALUDES e col. (2002),
que mostraram que a fracdo hexano do extrato da Noni foi capaz de inibir o

crescimento da Mycobacterium tuberculosis em 89-95%.

f) Atividade antitumoral

WANG e SU (2001) investigaram o mecanismo do efeito preventivo do TNJ
no estagio inicial da carcinogénese. Os resultados sugeriram que a prevencao de
formacdo de adutos de DNA-carcinogénicos e a atividade antioxidante do TNJ
podem contribuir para o efeito quimiopreventivo.

O potencial profilatico e terapéutico contra Sarcoma 180 foi investigado por
FURUZAWA e col. (2003) utilizando uma substancia rica em polissacarideos
chamada Noni-ppt extraida da M. citrifolia. Os resultados mostraram que a atividade
antitumoral de Noni-ppt produziu a cura em 25% a 45% dos camundongos
alogeneicos e que esta atividade foi completamente abolida através da
administracdo concomitante de inibidores especificos de macrofagos (2-

cloroadenosine), células T (ciclosporina) ou células natural killer.

g) Atividade antiangiogénica

HORNICK e col. (2003) utilizaram como modelos de angiogénese veias da
placenta e transplante de tumor de mama humano para testar a atividade
antiangiogénica do suco da Morinda citrifolia. Os resultados mostraram que 0 suco
na concentracdo de 5% (vol./vol.) foi efetivo para inibir a iniciagdo de crescimento de
novos vasos da placenta e reduzir a taxa de crescimento e proliferacdo de novos
capilares em desenvolvimento. Quando utilizaram o suco da Noni a 10% (vol./vol.),
este foi capaz de induzir a degeneracdo dos vasos e produzir apoptose em redes
capilares estabelecidas, apds poucos dias de aplicacdo. Nesta concentragédo
observou-se também a atividade de inibir a iniciagdo de crescimento de novos vasos
a partir do tumor de mama transplantado, enquanto nos tumores onde houve
crescimento de novos capilares, foi promovida uma rapida degeneragéo (ap6s dois a

trés dias de aplicacao).
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2.2.7 Testes toxicoldgicos com a M. citrifolia
A maior meta da pesquisa toxicologica é melhorar a habilidade de predizer e

avaliar o risco potencial do meio ambiente para a saude humana (HOYER, 2001).

a) Toxicidade Aguda

O estudo de toxicidade aguda permite conhecer a espécie mais sensivel e 0
indice de letalidade; a forma de morte produzida pelo produto em teste e os érgdos
alvo; as alteracbes comportamentais e 0s sinais que precedem a morte; as
alteragdes hematoldgicas, da bioquimica plasmatica e urinaria (SIMOES e col.,
2000).

WANG e col. (2002) relataram que em 1999, o laboratério Eurofins Scientific
Inc. patrocinado pela empresa TAHITIAN NONI® International, avaliou a toxicidade
aguda do TNJ em ratos. Foram administrados aos animais 15.000 mg/kg via
gavagem, sendo observados por 14 dias apds o tratamento. Todos o0s animais
sobreviveram e nao foi observado nenhum sinal adverso clinico, bem como nenhum

sinal macroscoépico de toxicidade em 6rgéos apds necropsia.

b) Toxicidade Cronica

A finalidade destes testes € descobrir efeitos qualitativos ou quantitativos
diferentes produzidos pelo maior tempo de exposi¢do ao produto, e também, medir a
laténcia para instalagdo dos efeitos toxicos e o acumulo do produto no organismo.
Conhecendo a relacdo entre dose e efeitos toxicos, é possivel determinar a maior
dose que néo produz efeito toxico detectavel (NOAEL: No Observed Adverse Effect
Level), parametro importante na avaliacdo da margem de seguranca do farmaco e
serve como base para o calculo da dose inicial a ser empregada nos testes clinicos
(SIMOES e col., 2000).

WANG e col. (2002) relataram que o Laboratério Scantox Biologisk A/S
realizou em 2001 um estudo de toxicidade crénica de 13 semanas do TNJ via
gavagem, utilizando 80 ratos SD. Os animais foram divididos em quatro grupos:
controle, 0,4 mL/kg, 4,0 mL/kg e 8,0 mL/kg de TNJ diariamente. Foram avaliados os
sinais clinicos adversos, consumo de alimento, ganho de peso, peso dos 6rgaos,

exame hematologico e exame microscépico de 55 amostras de tecidos. Todos os
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grupos ndo mostraram diferencas entre as varidveis avaliadas comparados com o
grupo controle.

A empresa TAHITIAN NONI® International realizou um segundo estudo de
toxicidade cronica de 13 semanas do TNJ via gavagem em ratos SD. Neste estudo
os animais foram divididos em trés grupos: controle, 50 mL/kg e 80 mL/kg de TNJ.
Os resultados deste estudo mostraram que a NOAEL dose foi de 80 mL/kg/dia
(WANG e col., 2002).

c) Toxicidade Reprodutiva

A toxicidade reprodutiva refere-se a interferéncia téxica a qualquer espécie de
capacidade reprodutiva tanto de machos, quanto de fémeas, incluindo o
desenvolvimento pré-natal (NEUBERT e CHAHOUD, 1995).

MATSUI e col. (1967) avaliaram o efeito do extrato aquoso da M. citrifolia
sobre a fertilidade de camundongos Swiss. Para tanto expuseram camundongos
fémeas e machos a administragcéo intraperitoneal, duas vezes ao dia, a 0,05 e 0,2
mL do extrato da M. citrifolia durante cinco dias anteriores e nos cinco primeiros dias
da prenhez. Os autores relataram que os animais ndo apresentaram alteragdes na
libido, no ganho de massa corporal, na fertilidade ou no ciclo estral quando
comparados com o grupo controle. De maneira semelhante, ndo houve alteracdo no
tamanho da ninhada, nem presenca de anormalidades nos descendentes quando

comparados com o controle.
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2.3ANVISA E SITUACAO REGULAMENTAR DA M. citrifolia NO BRASIL

2.3.1 ANVISA
No Brasil, a ANVISA é responsavel pelas normas e critérios sobre os
fitoterapicos, e seus registros seguem os mesmos critérios recomendados pela WHO

para os medicamentos sintéticos.

De acordo com a RDC n° 17, de 24 de fevereiro de 2000 revogada pela
RDC N°. 48, de 16 de marco de 2004 (ANVISA, 2000):

Fitoterapico é o medicamento obtido empregando-se e  xclusivamente matérias-
primas ativas vegetais. E caracterizado pelo conhec imento da eficacia e dos
riscos de seu uso, assim como pela reprodutibilidad e e constancia de sua
qualidade. Sua eficacia e seguranca séo validadas a través de levantamentos
etnofarmacoldgicos de utilizacdo, documentacdes tec nocientificas em
publicacbes ou ensaios clinicos fase 3. Ndo se cons idera medicamento
fitoterapico aquele que, na sua composicdo, inclua substancias ativas isoladas,
de qualquer origem, nem as associacfes destas com e  xtratos vegetais.

A regulamentacdo de fitoterapicos constitui-se em etapas que se
diferenciam essencialmente pelo sujeito da experimentacdo (SIMOES e col., 2000).

Etapa botéanica: Esta relacionada & identificacdo do material de estudo;
Etapa farmacéutica: esta relacionada ao preparo da forma farmacéutica para
administragdo, com a garantia de qualidade e uniformidade da amostra, assim
como com sua estabilidade durante os testes pré-clinicos e clinicos;
Etapa de ensaios biologicos pré-clinicos: esta relacionada aos ensaios
farmacodinamicos, farmacocinéticos e toxicolégicos em animais de
laboratério;
Etapa clinica: realizada na espécie humana, esta dividida em quatro fases
realizadas apenas se existirem indicagfes seguras de que o beneficio do uso

medicinal do novo produto suplanta os riscos de uma possivel agdo toxica.

A toxicologia pré-clinica deve indicar qual o grau de seguranca a ser
depositado em um medicamento a ser administrado a espécie humana (SIMOES e
col., 2000). A Portaria n® 116, de 08 de agosto de 1996 da ANVISA propds um
roteiro para os estudos toxicologicos de fitoterapicos, e em 16 de marco de 2004 foi
publicado no diario oficial da Unido a Resolucdo n° 90: GUIA PARA A REALIZACAO
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DE ESTUDOS DE TOXICIDADE PRE-CLINICA DE FITOTERAPICOS. Este guia
contém os parametros minimos para realizacdo de toxicologia pré-clinica (ANVISA,
1996; ANVISA, 2004), e os Testes Complementares fazem parte desse roteiro.

Estéo descritos como Complementares 0s seguintes testes:

Determinacao de efeitos adversos sobre a fertilidade e a performance
reprodutiva causada por drogas administradas durante a gametogénese e
fecundacgéo (uma espécie de mamifero).
Determinacdo de efeitos adversos sobre fetos durante a vida intra e extra
uterina, por drogas administradas durante a gestacdo (duas espécies de
mamiferos).
Determinacdo de efeitos adversos, sobre a mde e o produto, durante os
ultimos estagios da prenhez, parto e desenvolvimento pds-natal, por drogas
administradas durante este periodo (uma espécie de mamiferos).
Determinacao de mutagenicidade, se a droga em estudo:

a) for usada por longos periodos (acima de um ano).

b) ter analogia com substancia que se suspeita ou que seja reconhecidamente

mutagénica.

c) provocar depressao de medula 6ssea, em doses toleraveis.

d) deprimir a gametogénese ou reduza a fertilidade.

e) produzir efeitos cancerigenos.

2.3.2 Situagéo regulamentar da M. citrifolia no Brasil

A Noni é utilizada para vérias finalidades terapéuticas e nutricionais de
acordo com a cultura popular (WANG e col., 2002). Seus efeitos medicinais foram
divulgados para o mundo principalmente a partir de 1995, quando o suco foi
processado, patenteado como TAHITIAN NONI® Juice (TNJ) e distribuido por uma
empresa norte americana — Morinda Inc. e sua companhia filial Tahitian Noni
International (ASSOCIACAO BRASILEIRA DE EMPRESAS DE VENDAS DIRETAS,
2006).
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Diferentemente do que ocorre no Brasil, nos Estados Unidos os fitoterapicos
séo destacados do conjunto de medicamentos para fins da regulagéo e da avaliagéo
de seguranca e eficicia. Assim, muitas preparagdes vegetais comercializadas como
fitoterapicos em outros contextos, existem no mercado americano ndo como
medicamentos, mas sim como suplementos alimentares. Como suplementos
alimentares tais produtos a base de plantas ndo podem ter indicagfes para tratar,
curar, aliviar sintomas, prevenir ou diagnosticar doencas (CALIXTO, 2000).

De acordo com o Decreto-lei brasileiro N° 986 de 21 de outubro de 1969
(Art. 3), todo suplemento alimentar somente devera ser exposto ao consumo ou
entregue a venda depois de registrado no 6rgdo competente do Ministério da Saude.
Entretanto, o artigo 57 e 58 permitem a entrada no pais de alimentos importados em
suas embalagens originais, sem registro (ANVISA, 1969). Dessa maneira, inUmeros
suplementos dietéticos de origem americana, que aqui sdo comercializados como
medicamentos, entram no pais sem qualquer tipo de controle, quer como
suplemento, quer como fitoterapicos.

Neste contexto, tanto o suco TAHITIAN NONI® como o extrato do fruto da M.
citrifolia sdo vendidos livremente através de venda direta ou pelas farmacias de
manipulagdo, porém estes produtos possuem apenas registro no ministério da
Agricultura. Dessa maneira o Diario Oficial da Unido, Poder Executivo publicou no
dia 30 de abril de 2004, emitido pela ANVISA, a Resolucdo RE n° 9, que determinou
(ANVISA, 2004):

A Suspensado em todo territério nacional, que durara 0 tempo necessario a realizagédo
de analises e outras providéncias requeridas, de to  da propaganda com alegacdes de
propriedades terapéuticas e/ou medicinais, veiculad as em todos 0s meios de
comunicacdo, inclusive na internet, do Produto SUCO TAHITIAN NONI.

Além da resolucéo n° 9, a ANVISA liberou em 29 de maio de 2007 o informe
técnico n° 25, referente a &rea de alimentos, que entitulou-se: Esclarecimentos sobre
a comercializacdo do suco de fruta noni (Morinda citrifolia). Neste documento a
ANVISA adverte (ANVISA 2007):

Com o intuito de proteger e promover a saude da pop  ulagéo, os produtos contendo

Noni ndo devem ser comercializados no Brasil como a  limento até que os requisitos
legais que exigem a comprovacdo de sua seguranca de uso e registro sejam
atendidos.
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Apesar da resolucédo n° 9 e do informe técnico n° 25 emitidos pela ANVISA,
0 suco da Noni e também produtos derivados da M. citrifolia continuam a serem
vendidos ou como suplemento alimentar ou como fitoterapicos no Brasil, sem a
realizacdo de estudos toxicologicos pré-clinicos preconizados pela legislacdo

brasileira.
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2.4DESREGULADORES ENDOCRINOS

O sistema enddcrino € um sistema complexo composto por varias glandulas,
horménios e receptores especificos, distribuidos pelos tecidos e 6rgaos que séo
alvos das ac¢des hormonais (WITORSCH, 2002).

Durante a ultima década tém sido levantadas questdes relacionadas com
certas substancias quimicas naturais ou sintéticas, que sdo capazes de modular ou
desregular o sistema enddcrino por mimetizar ou inibir as acbes dos hormdnios
endogenos. Esta questdo desde entdo se ampliou para abranger um vasto conceito
de que a exposicao a certas substancias quimicas pode afetar o sistema endécrino e
causar disturbios reprodutivos e no desenvolvimento. Estas substancias quimicas

sdo referidas como “desreguladores endocrinos” (BAKER, 2001).

Efeitos de xenobidticos sobre a reproducédo e o desenvolvimento podem ser
induzidos diretamente ou indiretamente. O efeito pode resultar da interagéo direta da
substancia com componentes ou reagfes do sistema reprodutor (efeitos toxicos
sobre oOrgdos enddcrinos ou toxicidade sistémica) ou por interferéncia indireta
através de alteracdes na regulagdo hormonal (NEUBERT e CHAHOUD, 1995). Ha
varios caminhos pelo qual uma substancia pode interferir com a regulagdo hormonal,
por exemplo: modificando o nimero de receptores, a interagdo do hormdnio com o
receptor, interferindo com a sintese, metabolismo, eliminacdo, desativando enzimas
qgue degradam hormonios, etc (BAKER, 2001).

Os desreguladores enddécrinos mais investigados sao substancias que
alteram a acdo do estradiol, testosterona e progesterona. Estes desreguladores
também podem atuar indiretamente sobre a sintese ou na expressao de receptores
de outros horménios (COOKE, PETERSON e HESS, 2002).

O intervalo de tempo entre concepcdo e a adolescéncia € um estagio
delicado durante o qual a exposi¢cdo quimica a desreguladores enddcrinos pode
provocar alteracdes durante o desenvolvimento celular que podem ser reversiveis ou
irreversiveis através de reprogramacdo celular (imprinting) (BAKER, 2001,
TCHERNITCHIN, 2005).

Hormdnios tém importante papel regulatério na gestacéo a partir do momento

da ovulacéo e fertilizagdo até a parturicdo. Eles também participam da diferenciacdo
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sexual do sistema nervoso central do feto e no desenvolvimento das caracteristicas
sexuais secundarias formadas durante a gestacdo até a maturacdo do sistema
reprodutor que se completa na puberdade. Alteragbes reprodutivas no
desenvolvimento e diferenciagdo podem ser produzidas por desreguladores
endaocrinos, e podem resultar em infertilidade, disturbios na gestagéo e lactacdo das
progenitoras, alteragdes morfoldgicas e funcionais do sistema reprodutor, alteracdes
do inicio da puberdade ou senescéncia, comportamento sexual e cancer.
Exposicdes pré ou pés-natal a toxicantes podem produzir mudancas que ndo podem
ser preditas até a observacdo dos efeitos na fase adulta, e estes efeitos s&o

frequentemente irreversiveis (US EPA, 1996).

Devido aos efeitos criticos dos estrogénios na reproducgdo das fémeas, como
também pela sua habilidade de induzir anormalidades no sistema reprodutor
masculino, estudos na area dos desreguladores endoécrinos foram focados
inicialmente nos efeitos estrogénicos de substancias quimicas presentes no meio
ambiente. A subsequente identificacdo de um grande numero de compostos
guimicos que atuam através de ligacdo ao receptor estrogénico, associado a
presenca destes compostos no meio ambiente, tem resultado no continuo foco dos
desreguladores endocrinos que alteram a sinalizagdo através dos receptores
estrogénicos (COOKE, PETERSON e HESS, 2002).

O potencial de impacto dos xenoestrogénios sobre a saude humana é
desconhecido, todavia seus efeitos sdo dependentes dos niveis de exposigao,
poténcia e 6rgdos-alvo do organismo durante periodos criticos de desenvolvimento.
Tem sido mostrado que humanos sdo expostos a niveis relativamente altos de
compostos estrogénicos naturais em alimentos, bem como a compostos
antiestrogénicos que inibem a resposta induzida pelo estradiol. O potencial de risco
de xenoestrogénios e outros desreguladores enddcrinos sobre a satde humana séo
controversos, razdo pelos quais estdo sendo extensivamente investigadas varias
substancias listadas como potenciais desreguladoras endocrinas (SAFE, 1999),
entre estas estdo os produtos naturais e suplementos alimentares (GRAY Jr. e col.,
2002; GRAY e col., 2004).

Para a realizacdo de triagem e programas de testes para detectar agentes

capazes de desregular o sistema enddcrino, a Agéncia de Protecdo Ambiental dos
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Estados Unidos (US EPA — United States - Environmental Protection Agency)
instituiu, no ano de 1998, o Comité Consultivo de Testes e Triagem dos
Desreguladores Endocrinos (EDSTAC — Endocrine Disrupters Screening and Testing
Advisor Committe) que propde e valida testes que caracterizem o potencial dos
desreguladores endocrinos. De maneira semelhante, a Organizagdo para a
Cooperacédo e o Desenvolvimento Econdmico (OECD — Organization for Economic
Cooperation and Development) esta trabalhando em validacdo de métodos para
deteccdo de desreguladores enddécrinos (EDSTAC, 1998; GRAY, 2002; CLODE,
2006).
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2.5GESTAGCAO EM SERES HUMANOS E RATOS

A utilizagcdo de ratos como modelo animal para triagem endécrina €
importante, ndo apenas pela infinidade de informag¢des sobre o controle enddcrino
da funcdo reprodutiva e desenvolvimento, como também pelas evidéncias dos
efeitos de substancias toxicas que alteram o sistema enddécrino. Para extrapolar
efeitos do rato para o ser humano, é necessario usar as informagfes disponiveis na
literatura para reconhecer as semelhancas e também as diferencas da funcéo
enddcrina reprodutiva entre mamiferos (GRAY e col., 2004).

Durante a gestacdo, hd mudancas no sistema neuroendécrino com o intuito de
se manter a saude da mée e de fornecer condi¢gbes ideais para o desenvolvimento
fetal. Para que a gestagcdo seja bem-sucedida, é necessario que uma complexa
seqUéncia de eventos adaptativos e mudangas hormonais, sejam bem coordenadas
(NOGUEIRA e LIBERMAN, 2002).

O sucesso da gestacdo em mamiferos depende da manutencdo de niveis
adequados de duas classes de horménios esterbéides sexuais, 0s progestogénios e
0s estrogénios. As gestacdes em ratos e seres
humanos exibem certas similaridades que ndo sdo compartilhadas por todas as
espécies de mamiferos. O intervalo entre o coito e a implantacdo do blastocisto no
Utero tem duracédo similar, de quatro a seis dias, embora a gestacdo para o primeiro
seja de aproximadamente 22 dias, e para 0s seres humanos seja de
aproximadamente 270 dias. Diferentemente, o cachorro, a ovelha, o porco e o
cavalo, exibem um periodo entre o coito e a implantacdo do blastocisto no Utero
muito mais longo do que para os seres humanos. Apos a implantacdo, o blastocisto
em ratos e seres humanos rompe o epitélio uterino e invade o estroma endometrial,
levando a formacgéo da placenta que se caracteriza por uma intima relagdo entre as
circulacdes fetal e maternal (hemocorial). A implantacdo em ratos e seres humanos
€ também caracterizada por uma pronunciada reacdo estroma-endométrio, referida
como decidualizacdo (a decidua forma o componente maternal da placenta). Por
outro lado, a formacdo da placenta na ovelha, porco, vaca e cavalo, ndo séo
invasivas e a relacao feto-maternal € menos intima (epitéliocorial) (RASWEILER IV e
BADWAIK, 1999; WITORSCH, 2002; GRAY e col., 2004).
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Apesar destas similaridades nos estagios iniciais da gestacéo entre ratos e
seres humanos, a endocrinologia da gestacédo destas espécies apresenta diferencas
importantes. No rato, o corpo liteo permanece dominante durante todo o curso da
gestacdo e € a fonte primaria de estrogénios e progestogénios (principalmente
progesterona). Em seres humanos o corpo luteo é a fonte priméria para producéo de
esterdides sexuais somente durante o primeiro trimestre de gestacdo. Apds o
primeiro trimestre a placenta € a principal responsavel pela secrecdo de horménios
esterdides em seres humanos, tendo o corpo liteo papel secundéario para a
producdo destes hormonios. O controle hormonal mantém a integridade funcional,
crescimento e secrecdo de esterdides sexuais pelo corpo lateo. No rato, o horménio
lactogénico ou prolactina (PRL - pertencente a familia de hormdnios protéicos) é
luteotrofico, enquanto nos seres humanos o corpo lateo é controlado pela
Gonadotrofina Coridnica humana (hCG - um membro da familia dos hormdnios
glicoprotéicos) secretada pela porgéo fetal da placenta. O horménio lactogénico e a
gonadotrofina diferem em sua estrutura quimica e origem filogenética, no tipo de
receptor que se ligam na célula alvo, e na sinalizacao produzida pelo horménio pdés-
receptor. Nos ratos o corpo liteo € controlado inicialmente pela liberagdo de PRL
maternal, porém ocorre um deslocamento do controle luteotréfico lactogénico da
adeno-hipdfise para a placenta. Durante a primeira metade da gestagdo em ratos, a
secrecdo de progesterona € sustentada pelos efeitos combinados dos hormonios,
luteinizante (LH), lactogénico (PRL) e efeitos locais do estradiol. Apds este periodo,
a secrec¢ao de progesterona é estimulada através de efeitos sinérgicos do lactogénio
placental 1 (rPL-1) e efeitos locais do estradiol. No primeiro trimestre de gestagéo
em seres humanos, o corpo liteo é a maior fonte de progesterona e estad sob o
controle do horménio Gonadotrofina Coriénica humana (hCG). No segundo e terceiro
trimestres, os niveis de hCG séo reduzidos e o corpo liteo passa a ter um papel
secundario na secrecao de progesterona, sendo a placenta a principal responséavel
pela sintese desse horménio durante todo o restante da gestacdo. A sintese de
estrogénios em geral envolve a conversdo de precursores androgénios para
estrogénios pelo processo de aromatizagdo. As fontes de androgénios e o0s
principais 6rgdos onde ocorre a aromatizacao séo diferentes durante a gestacao em

ratos e seres humanos. Durante a primeira metade da gestacdo em ratos, 0 corpo
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liteo produz relativamente pouca quantidade de androgénios, os quais sao
internamente aromatizados a estradiol. Durante a segunda metade da gestacao,
androgénios (androstenediona, e em menor quantidade, testosterona) s&o
secretados pela placenta e sdo aromatizados a estradiol no corpo liteo. Dessa
maneira, 0 aumento da producdo de estradiol inicia-se na metade da gestacdo em
ratos, e continua até a parturicdo. O maior aumento na producdo de estrogénios em
humanos ocorre durante os ultimos dois trimestres da gestacdo, quando o corpo
lGteo remanescente esta com sua fungéo reduzida. Os cortices adrenais da mée e
do feto sdo as maiores fontes de androgénios na forma de sulfato de
deidroepiandrosterone (DEA SO4). DEA S04 e 16a-hidroxi-DEA SO4 séo entao
convertidos a estrogénios na placenta (sequiencialmente através de sulfatases e
aromatases). Além das diferengas nas vias de produgéo de estrogénios entre ratos e
humanos, existem diferencas qualitativas e quantitativas destes hormoénios
secretados. Os corpos luteos de ratas prenhas sintetizam estradiol e estrona,
enquanto em seres humanos a placenta secreta em adi¢cédo a esses dois hormonios
o0 estriol (produto da 16-hidroxilacao do sulfato de DEA pelo figado fetal). Aléem disso,
0s niveis de estrogénios circulantes alcancados durante a gestagéo, tanto na méae
quanto no feto, s&o muito maiores em seres humanos do que em ratos. Em seres
humanos a diferenciacdo sexual do trato reprodutivo ocorre relativamente no inicio
da gestacdo (entre sete e quatorze semanas), e a maioria dos eventos de
diferenciagcéo sexual do sistema nervoso central ocorre no periodo pré-natal. No rato
a diferenciagdo sexual do trato reprodutivo ocorre no final da gestacdo (apds 15
dias) e a diferenciagdo sexual do sistema nervoso s6 se completa apds o
nascimento (BAZER, 1999; YOSHINAGA, 1999; WITORSCH, 2001; GRAY e col.,

2004).
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3 JUSTIFICATIVA

O interesse comercial nos produtos derivados do fruto da M. citrifolia tem
aumentado devido ndo s6 as suas propriedades medicinais, como também a
auséncia de efeitos adversos alegados a este fruto através dos meios de
comunicacdo. No Brasil a Noni esta registrada somente como alimento, porém é
vendida e consumida de forma livre como fitoterapico apesar de ndo haver testes
sobre a sua seguranca. Além disso, estudos prévios relataram atividade inibidora
seletiva da COX-2 e atividade antiangiogénica do suco da M. citrifolia, e estas
atividades sugerem que o extrato da Morinda possa prejudicar varias etapas do
processo reprodutivo que se relacionam com angiogénese e com a acao da enzima
COX-2. A atividade antiangiogénica também sugere uma atividade antiestrogénica
deste fruto. Portanto, ha a necessidade de realizar pesquisas enfocando a
seguranca da utilizacdo de produtos derivados da M. citrifolia durante periodos de
gestacdo, lactacao e puberdade através de protocolos experimentais estabelecidos

por agéncias reguladoras.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Este estudo tem como objetivo avaliar os possiveis efeitos adversos
resultantes da administracéo via oral do extrato seco do fruto da M. citrifolia, diluido
em &gua, sobre o sistema reprodutivo de ratas fémeas, ap0s exposi¢do durante

periodos criticos do desenvolvimento.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
Investigar possivel acdo estrogénica e/ou antiestrogénica da M. citrifolia por
meio do teste uterotroéfico;

Avaliar possiveis efeitos adversos da M. citrifolia sobre a prenhez

administrada durante o periodo pré-implantacéo;

Avaliar possiveis efeitos adversos da M. citrifolia sobre a prenhez

administrada durante o periodo pos-implantacao;

Avaliar o desenvolvimento geral da progénie, exposta durante a prenhez e

lactagéo;

Avaliar o desenvolvimento sexual da progénie feminina, exposta durante a
prenhez e lactacdo, assim como da progénie exposta durante a prenhez,

lactacéo e periodo pré-pubere;

Investigar variaveis que indiguem toxicidade ou alteracdo em 6rgdos nas

progenitoras e na progénie feminina em idade adulta.
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5 MATERIAL E METODOS

Para a investigacdo de risco toxicoldgico da administragdo do extrato aquoso
do fruto da M. citrifolia sobre o sistema reprodutivo feminino foram realizados varios
protocolos experimentais baseados nos protocolos recomendados pela EDSTAC —
US EPA para testes in vivo utilizando ratos Wistar como modelo animal. Os
protocolos realizados abrangeram diferentes periodos de exposi¢do. O primeiro teste
realizado foi o uterotréfico, um ensaio de curta duragdo que apresenta boa
especificidade e sensibilidade, utilizado para deteccdo (triagem) de substancias
estrogénicas ou antiestrogénicas. Para avaliacdo dos possiveis efeitos decorrentes
da exposicéo nos periodos pré e peri-natal foram realizados testes de exposigéo in
utero e lactag@o onde as progenitoras foram tratadas nos periodos pré-implantes ou
pés-implantes e lactacional. Com o objetivo de abranger um periodo de exposicao
maior, os testes de exposi¢do in utero e lactagdo foram combinados a testes de
puberdade, expondo alguns filhotes apés o desmame, diretamente, até a puberdade
(42° dia pos natal).

O protocolo experimental desenvolvido esta apresentado esquematicamente

na figura 2.
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LACTACAO UTEROTROFICO SACRIFICIO
21 pnd 25 pnd
Dados da prenhez Pre
Ganho de massa corporal;
Perdas pré-implantes; <—

Massa dos 6rgéos figado,
rins, adrenais, Utero e
ovarios.

Ganho de massa das progenitoras
Duracéo da prenhez;

NUmero de implantes,

NuUmero de filhotes nascidos;
indices de parto, nascimento,
viabilidade, reabsorc¢des e perdas
poés-implantacao;

Massa 6rgédos progenitoras: figado,
rins, adrenais, Utero e ovarios.
Massa ao nascimento dos
descendentes;

Viabilidade até 4° dia pds-natal dos
descendentes;

Desenvolvimento geral da progénie;

Abertura do canal vaginal;
Primeiro estro;
Laténcia 1° estro;

Massa orgdos: figado, rins,
adrenais, Utero e ovarios.

Regularidade do ciclo estral;

-

di

d7

d21

pndl

29

Tratamento (4 grupos):
Controle: agua destilada
Morinda 7,5 mg/kg
Morinda 75 mg/kg
Morinda 750 mg/kg

Fo = Tratamento: d1-
d7

Periodo pré-implante.
Necropsia d8.

Fo = Tratamento: d8 -
pnd21

Periodo pos-implante.
Necrépsia pn21.

Tratamento:

pnd22-
pnd42
Periodo pré-pubere

Legenda:

d = dia de prenhez;

pn = dia pos-natal;

Pre = prenhez;

P = parto;

D = desmame;

Fo= geracao paterna - progenitoras;

F, = primeira geracéo (fémeas e machos);

F, = primeira geragao - fémeas.

pnazz

F

Necropsia 4° proestro

pnd80

Sem exposicao direta
pnd22-pnd42

Periodo pré-pubere
Necropsia 4° proestro

Figura 2: Desenho experimental dos ensaios realizados com o extrato seco da M.

citrifolia em ratas.
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5.1 ANIMAIS

Foram utilizados ratos Wistar (Rattus novergicus albinus) criados e mantidos
no biotério do Departamento de Farmacologia do Setor de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade Federal do Parana. Os animais foram mantidos em salas com
temperatura controlada (22 + 2° C) obedecendo a um ciclo claro/escuro de 12 horas
(periodo claro das 7:00 h da manha as 19:00 h da tarde) e receberam agua e racao
comercial Nuvilab CR-1 (Nuvital, Colombo-PR) a vontade. Os protocolos
experimentais realizados neste estudo foram aprovados pelo Comité de Etica em
Experimentag@o Animal do Setor de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal do

Paran& sob o n°® 156.

5.2 ACASALAMENTO

Para a realizagéo dos protocolos experimentais da exposi¢cdo do extrato da
M. citrifolia no periodo pré-implantagdo, pos-implantacdo e realizacdo do estudo dos
efeitos do extrato sobre a contratilidade de Gtero gravidico isolado foram utilizadas
fémeas prenhas, e o acasalamento foi desenvolvido como descrito a seguir.

Fémeas nuliparas foram colocadas em contato com machos adultos na fase
escura do ciclo para o acasalamento na proporgdo de 3 fémeas para 1 macho. Na
manha seguinte ao acasalamento foram realizados lavados vaginais para a
verificac@o da presenca de espermatozoéides. O esfregaco foi realizado com auxilio
de uma micropipeta, através da lavagem vaginal com 50 niL de solug&o de cloreto de
sodio a 0,9% e posterior avaliacdo, a fresco, em microscopia 6tica (aumento 200x).
As fémeas que apresentaram espermatozéides no lavado vaginal foram
consideradas prenhas e entdo foram separadas randomicamente em quatro grupos
de acordo com as doses escolhidas para a realizagdo do protocolo experimental. O
dia em que foram encontrados espermatozoéides no esfregaco vaginal, inferindo
prenhez, foi considerado dia O de prenhez (dO) e as fémeas prenhas foram mantidas
em caixas coletivas (4 animais por caixa) de polipropileno (414 x 344 x 168 mm),
sendo que cada caixa continha um animal de cada grupo de tratamento. Os
acasalamentos foram repetidos diariamente até a obtencdo do numero suficiente de

progenitoras de acordo com cada protocolo realizado.
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5.3 Morinda citrifolia E DROGAS UTILIZADAS

Para a realizagdo de todos os protocolos experimentais, o extrato seco do
fruto da M. citrifolia (substancia a ser testada) foi fornecido pela GAMMA
COMERCIO, IMPORTACAO & EXPORTACAO LTDA — EUA (anexo A) e, depois de
dividido em aliquotas, foi conservado protegido de luz e calor, em temperatura de
refrigerador (5 = 3 © C). Para cada estudo, um grupo foi utilizado como controle e
recebeu apenas o veiculo (5 mL/kg agua destilada), e outros trés grupos foram
tratados com diferentes doses do extrato da M. citrifolia, baseando-se na dose
terapéutica para seres humanos que é de 500 mg/dia (7,143mg/kg/dia, considerando
um adulto de 70kg) (GAMMA COMERCIO, IMPORTACAO & EXPORTACAO LTDA.
NONI, 2006). As doses utilizadas foram: 7,5 mg/kg (dose terapéutica para seres
humanos), 75 mg/kg (dose terapéutica x 10) e 750 mg/kg (dose terapéutica x 100). O
extrato da M. citrifolia foi dissolvido em &gua destilada como veiculo e todas as
doses foram administradas por gavagem em um volume de 5 mL/kg.

Para o desenvolvimento do teste uterotrofico, estradiol (17- -etinilestradiol,
95% pureza) foi obtido do laboratorio Sigma-Aldrich (Steiheim — Germany) e
dissolvido em 6leo de canola (Brassica napus) como veiculo; e o tamoxifeno
(tamoxifeno citrato, 99,5% de pureza) foi obtido do Laboratério Galena (China) e
dissolvido em agua destilada como veiculo.

Para investigar o efeito do extrato da M. citrifolia sobre a contratilidade de
Utero gravidico isolado, ocitocina (ampola, 5 Ul/mL) foi obtida do Laboratério Unido
Quimica e acido araquidbnico (sal de sédio > 99% pureza, peso molecular = 326,5)
do Laboratério Sigma Aldrich (Steiheim — Germany) e dissolvido em é&lcool metilico

absoluto.
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5.4PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS
5.4.1 Teste de (anti)estrogenicidade — Uterotrofico

O teste uterotréfico é o ensaio padréo in vivo de curta duragdo utilizado na
triagem de substancias estrogénicas e antiestrogénicas recomendado pelo
EDSTAC- US EPA (BAKER, 2001; CLODE, 2006). Este teste permite avaliar o
potencial (anti)estrogénico das substancias investigadas, uma vez que o Utero € um
orgdo que responde a acdo dos estrogenos (CLODE, 2006). O periodo do 17° ao
26° dia pos-natal é o periodo indicado para a realizacdo do teste uterotrofico, pois
representa o intervalo de tempo que o Utero ndo se encontra em crescimento.
Alguns trabalhos tém demonstrado maior sensibilidade para o efeito uterotréfico em
ratas imaturas em relacdo a ratas ovarectomizadas (KANG e col., 2000).

Para a realizacdo do teste uterotréfico foram formados diferentes grupos
experimentais utilizando 80 ratas Wistar imaturas (21 = 1 dia pés-natal) que

receberam do 22° ao 24° dia p6s-natal os seguintes tratamentos®:

Grupo Dose/Veiculo Via n
Controle veiculo 5 mL/kg &gua destilada V.0.
Morinda 7,5 7,5 mg/kg/5 mL 4gua destilada v.0.
Morinda 75 75 mg/kg/5 mL 4gua destilada V.0.
Morinda 750 750 mg/kg/5 mL agua destilada v.0.
Estradiol 0,4 mg/kg/5 mL 6leo de canola v.0.
Estradiol + Tamoxifeno 0,4 mg/kg/ 5 mL + 1 mg/kg/5 mL agua destilada v.o./i.p.
Morinda 7,5 + Estradiol 7,5 mg/kg + 0,4 mg/kg v.0./ v.0.
Morinda 75 + Estradiol 75 mg/kg + 0,4 mg/kg v.0./ v.0.
Morinda 750+ Estradiol 750 mg/kg + 0,4 mg/kg v.0./ v.0.

No 25° dia pés-natal os animais tiveram aferidas as massas corporais e em
seguida foram sacrificados por deslocamento cervical. O atero foi retirado

(seccionado logo abaixo da sua jungdo com a cérvix e na jungao dos cornos uterinos

® Grupos de tratamento para avaliacdo da atividade (anti)estrogénica do extrato da M. citrifolia em
ratas Wistar fémeas imaturas. v.0.= via oral; i.p. = intraperitoneal.

32

© © ©O© 00 O © © O ©



33

com os ovarios) e dissecado cuidadosamente para retirar o tecido conectivo
adjacente. Em seguida o utero foi perfurado com uma agulha e colocado entre duas
folhas de papel filtro para retirada do liquido retido. A massa absoluta do Utero foi
aferida em balanca analitica Gehaka BG 440. A massa relativa do Utero foi

determinada e registrada percentualmente em relagédo ao peso corporal.

5.4.2 Exposicao no periodo pré-implantacao

Neste experimento, 60 fémeas prenhas foram tratadas uma vez ao dia com o
extrato aquoso da M. citrifolia do 1° (d1) ao 7° dia de prenhez (d7), compreendendo
a fase de pré-implantacdo dos embrides em ratos, que acontece cinco a seis dias
apos a fecundagdo (BERNARDI e col., 2002). No 8° dia as progenitoras foram

sacrificadas por decapitacdo (guilhotina), e as variaveis investigadas foram:

Ganho de massa das progenitoras
A massa corporal de cada progenitora foi registrada diariamente desde o
inicio da prenhez (dO) até o 8° dia de prenhez (d8). Com esses resultados as
progenitoras foram avaliadas quanto ao ganho de massa corporal considerando-se a
massa do dia em que foram encontrados espermatozoéides no esfregaco vaginal (d0O)
de prenhez igual a 100%. Foram também avaliadas manifestagdes de algum sinal de

toxicidade (diarréia, piloerecéo, tremores, salivagédo, convulsdes, etc).

Massa dos 6rgéos
As progenitoras foram sacrificadas no 8° dia de prenhez e a cavidade abdominal foi
aberta para a retirada dos orgéos: figado, rins, adrenais, Utero e ovéarios. Os Orgaos
retirados foram destituidos de gorduras adjacentes e tiveram suas massas absolutas
aferidas em balanca analitica Gehaka BG 440. Para 6rgdos pares (rins, adrenais e
ovarios) foi utilizada a média entre os lados: esquerdo e direito. A massa relativa

desses o6rgaos foi obtida pela formula: massa do 6rgéo / massa ponderal x 100.

33



34

Perdas pré-implantes

Foram determinadas as perdas pré-implantacdo conforme a seguinte formula
(ALMEIDA e col., 2000): Perdas pré-implantes = (n° de corpos lGateos — n° de
implantes/n® de corpos lGteos) x 100. Os corpos liteos foram contados com auxilio
de uma lupa Olympus SZ40 e os implantes foram contados a olho nu, como

mostram as figuras 3 e 4.

Ovério direito de ratas Ovério direito de ratas
Wistar: 8° dia de prenhez - Wistar: 8° dia de
Vista anterior prenhez —Vista posterior

Figura 3: Ovario de rata Wistar no 8° dia de prenhez. As setas brancas indicam

corpos luteos gravidicos.
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Utero gravidico de
rata Wistar no 8°
dia de prenhez.

Figura 4: Utero gravidico de rata Wistar no 8° dia de prenhez. As setas indicam

pontos de implantacao uterina.

5.4.3 Exposic¢ao nos periodos prenhez, lactagéo e pré-puberdade

Para a realizagdo deste protocolo experimental 60 fémeas prenhas foram
tratadas duas vezes ao dia (sendo o intervalo entre as administragdes de 6 horas)
com o extrato da M. citrifolia. O tratamento das progenitoras foi iniciado no periodo
pés-implantacdo, no 8° dia de prenhez (d8), interrompido somente no dia do
nascimento da progénie (proximo do 21° dia de prenhez - d21) e persistiu até o 21°
dia de lactagédo (pnd21). No 18° dia de prenhez as progenitoras foram separadas e
mantidas individualmente até o parto. O dia do parto foi considerado o 1° dia pos-
natal (pndl) e os filhotes foram desmamados no 21° dia pés-natal (pnd21). As
progenitoras que ndo pariram até o considerado 25° dia de prenhez foram
sacrificadas por deslocamento cervical com avaliacdo do Utero para a presenca de

fetos, reabsorgdes e implantes uterinos.
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No dia do desmame as progenitoras foram sacrificadas por decapitacao
(guilhotina) para a avaliagdo dos dados da prenhez e lactagéo, e a progénie feminina
referente a cada dose administrada, foi dividida em dois subgrupos separados
randomicamente:

No primeiro subgrupo as fémeas receberam o tratamento ap6s o desmame, por
gavagem, nas mesmas doses administradas em suas progenitoras, do 22° ao
42° dia pos-natal e foram avaliadas quanto ao desenvolvimento geral e sexual,

No segundo subgrupo, as fémeas ap6s o desmame nado receberam o
tratamento, mas foram igualmente avaliadas quanto ao desenvolvimento geral e

sexual.

a) Avaliagéao das progenitoras — Prenhez e lactagao

Foram avaliadas as seguintes variaveis da prenhez e lactacdo: ganho de
massa corporal durante a prenhez, duracdo da prenhez, ndmero de implantes,
indices de parto, nascimento, viabilidade, reabsorcdes, perdas pos-implantacao,

namero de filhotes nascidos e massa de 6rgaos.

Ganho de massa das progenitoras
A massa corporal de cada progenitora foi registrada diariamente desde o
inicio (d0) até o final da prenhez (d20). Com esses resultados as progenitoras foram
avaliadas quanto ao ganho de massa corporal considerando-se a massa do dia em
qgue foram encontrados espermatozoides no esfregaco vaginal (d0) de prenhez igual
a 100%. Foram também avaliadas manifestacbes como diarréia, piloerecao,

tremores, salivagéo, convulsdes, etc, indicativas de algum sinal de toxicidade.
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Os indices de parto, nascimento, reabsorcbes e perdas poOs-implantagcéo
foram determinados conforme as seguintes formulas (US EPA, 1996):

@ INDICE DE PARTO = (n° de fémeas que pariram / n° de fémeas com
evidéncia de prenhez) x 100

@ INDICE DE NASCIMENTO = (n° de nativivos / n° de filhotes nascidos)
x 100.

@ INDICE DE REABSORCOES = (n° reabsor¢des / n° implantes) x 100;
sendo o n° de reabsorg¢des = (n° implantes) — (n° filhotes nascidos).

@ PERDAS POS-IMPLANTE = (n° de implantes — n° de nativivos / n° de
implantes) x 100.

Massa dos 6rgaos

As progenitoras foram sacrificadas no 21° dia de lactacdo e a cavidade
abdominal foi aberta para a retirada dos oOrgdos figado, rins, adrenais, Utero e
ovarios. Os 6rgados retirados foram destituidos de tecido conectivo adjacente e
tiveram suas massas absolutas aferidas em balanga analitica Gehaka BG 440. Para
orgaos pares (rins, adrenais e ovarios) foi utilizada média entre os lados esquerdo e
direito. A massa relativa desses 6rgaos foi obtida pela formula massa do 6rgéo /

massa ponderal x 100.

b) Avaliagéo da progénie — desenvolvimento geral

Massa da progénie
As massas dos filhotes (fémeas e machos) de todos os grupos de
tratamento foram aferidas ao nascimento (pnd1l).

Descolamento dos pavilhdes auriculares
ApO6s o0 nascimento iniciou-se a observacdo da progénie quanto ao
descolamento bilateral completo dos pavilhdes auriculares. As observacdes foram

realizadas diariamente até a deteccéo da variavel.
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indice de viabilidade
Foi observado o percentual de descendentes que permaneceram vivos até o
4° dia pds-natal para cada ninhada, através da férmula:
INDICE DE VIABILIDADE = (n° de filhotes vivos no 4° dia po6s-natal / n° de

nativivos) x 100.

Surgimento de pélos
A progénie foi observada a partir do 6° dia pos-natal quanto ao surgimento
de pélos. As observacdes foram feitas diariamente até a detec¢do de surgimento de

pélos na cabeca, membros e dorso dos animais.

Abertura palpebral ocular bilateral
A progénie foi observada a partir do 12° dia pés-natal quanto a abertura
bilateral completa das péalpebras. As observagfes foram analisadas diariamente até

a deteccdo da variavel.

c) Avaliacdo das descendentes fémeas — desenvolvimento sexual e massa dos

orgaos

Abertura do canal vaginal
A progénie do sexo feminino foi observada quanto a abertura do canal
vaginal a partir do 30° dia pds-natal. A observacéo foi realizada diariamente até que
todas as fémeas da ninhada exibissem a abertura completa do canal vaginal. As
fémeas que ndo apresentaram abertura do canal vaginal até o 50° dia pos-natal

foram eliminadas desta avaliacao.

Laténcia do primeiro estro
Apoés a abertura do canal vaginal foram realizados lavados vaginais diarios,
(observados em microscopia 6tica com aumento de 200x) até a deteccéo do dia em

qgue a maior populacdo celular na lamina fosse de células queratinizadas, o que
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indica o dia do 1° estro. O intervalo de tempo em dias entre a abertura do canal

vaginal e o primeiro estro foi determinado como laténcia do primeiro estro.

Regularidade do ciclo estral
Foram realizados lavados vaginais diarios durante quatro estros (trés ciclos
completos) e a fase do ciclo estral da fémea foi determinada pelo tipo celular
predominante no lavado vaginal. Para avaliagdo da regularidade do ciclo estral foi
considerada a média do intervalo (dias) entre dois estros consecutivos durante os
guatro estros. As fémeas que ndo completaram trés ciclos sexuais até o 80° dia pos-

natal foram excluidas desta avaliacao.

Massa dos 6rgéos

No dia em que se detectou o 4° estro, as fémeas tiveram a massa corporal
aferida e foram sacrificadas por decapitacdo. A progénie feminina teve a cavidade
abdominal aberta para a retirada dos 6rgaos: figado, rins, adrenais, ovarios e utero.
Os orgdos retirados foram destituidos de gorduras adjacentes e tiveram suas
massas absolutas aferidas em balanca analitica Gehaka BG 440. Para 6rgaos pares
(rins, adrenais e ovérios) foi utilizada média entre os lados esquerdo e direito. A
massa relativa desses orgaos foi obtida pela féormula: massa do 6rgdo / massa

ponderal x 100.

5.4.4 Efeito da M. citrifolia sobre a contratilidade uterina

Para a investigacdo do mecanismo de acgéo do extrato da M. citrifolia sobre a
contratilidade uterina, 24 fémeas prenhas foram tratadas com o extrato no periodo

pés-implantacéo, do 8° ao 21° dia de prenhez.

Isolamento do Gtero gravidico de rata
As ratas no 21° dia de prenhez foram mortas por deslocamento cervical e o
Gtero gravidico foi retirado (seccionado logo abaixo da sua jun¢do com a cérvix e na

juncdo dos cornos uterinos com os ovarios) e dissecado cuidadosamente para a
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retirada de todo o tecido conectivo e vasos sanguineos adjacentes. Logo apés, os
fetos foram retirados cuidadosamente para nao lesionar o tecido uterino, e os dois
cornos uterinos foram colocados em um recipiente (placa de Petri) contendo solugéo
nutritiva Krebs-Henseleit aquecida previamente a 32° C. Foi feito um corte
transversal na porcdo média de cada corno uterino, medindo aproximadamente 4
mm de comprimento. Estes cortes foram mantidos em cubas de vidro (10 mL)
separadas, contendo solucdo nutritiva de Krebs-Henseleit a 32C, aerada com
solucdo carbogénica (95% 02 - 5% CO2), e submetidos a 1 grama de tensdo. Os
orgaos foram suspensos em hastes de vidro através de uma das extremidades,
enquanto que a outra foi conectada a alavanca de inscrigédo frontal para registro das
contracdes isotbnicas (ampliadas em 6 vezes) em cilindro de papel esfumacado de
um quimografo (figura 5) (CARLINI, 1973). Antes do inicio dos protocolos
experimentais foi reservado um tempo de 60 minutos para estabilizar a preparacéo
submetida. Nos intervalos entre as curvas, um tempo de 30 minutos foi respeitado
sendo que neste periodo o liquido nutritivo foi renovado a cada 10 minutos. O liquido
nutritivo Krebs-Henseleit apresenta a seguinte composi¢éo (concentragdes em mM):
NaCl (133), KCI (5,0), CaCl, (2,5), MgSO, (1,3) KH,PO, (1,2), NaHCO; (20) e
Glicose (10).

Caracterizacéo dos efeitos da M. citrifolia L. sobre Utero gravidico isolado

Apo6s o periodo de estabilizagdo (60 minutos), os cortes foram submetidos
inicialmente a uma contragdo com cloreto de potassio (80 mM) para verificar a
viabilidade do tecido e obter um parametro de comparacdo, sendo que a sua
contracdo foi considerada como 100%. Apos 30 minutos foi administrado &cido
araquidénico (0,3 mM) no corte de um dos cornos, e ocitocina (10 mUIl) no outro
corte referente ao outro corno uterino do mesmo animal. As contragdes induzidas
foram registradas e convertidas em percentual, comparadas com o cloreto de
potassio.

Antes dos experimentos, foram avaliadas concentracdes — respostas de
contratilidade uterina, utilizando ocitocina e acido araquidénico, com o objetivo de
determinar a concentracdo em torno da CE50 (concentracdo necesséria para

produzir metade de um efeito maximo estimado em 100% para o extrato da planta).
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Figura 5: Quimoégrafos. Estes aparelhos foram utilizados para a realizagcdo do
experimento caracterizagdo dos efeitos da M. citrifolia sobre Utero gravidico isolado.

Laboratério de 6rgéo isolado da Universidade Federal do Parana, fevereiro/2007.

41



42

6 ANALISE ESTATISTICA

As variaveis que obedeceram a distribuicdo normal ou homogeneidade entre
as variancias foram comparadas pela analise de variancia (ANOVA). As diferencas
entre os grupos foram avaliadas pelo teste de Bonferroni. As variaveis que néo
apresentaram distribuicdo normal foram comparadas através do teste Kruskal-Wallis
seguido do teste de Dunn para determinar as diferencas entre os grupos. O indice
de parturicéo foi analisado utilizando o teste qui-quadrado (x?).

As variaveis de desenvolvimento geral e sexual foram analisadas utilizando os
filhotes como unidade estatistica, ou seja, 0S grupos apresentavam um ou mais
filhotes de cada ninhada, sendo considerado cada valor individualmente.

O nivel minimo de significancia estatistica utilizado foi de 5% (p < 0,05).

A andlise estatistica e a confec¢cdo dos graficos foram feitas através do

programa Graphpad Prism® vers&o 3.0.
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7 RESULTADOS

7.1 TESTE DE (ANTI)ESTROGENICIDADE — UTEROTROFICO

Os animais que receberam estradiol (controle positivo para estrogenicidade)
mostraram um aumento significativo nas massas relativas uterinas quando
comparado com o grupo veiculo (grafico 1). De maneira semelhante, os animais que
receberam estradiol mais tamoxifeno, que representa o controle positivo para
antiestrogenicidade, mostraram uma redugdo estatisticamente significativa nas
massas relativas uterinas quando comparado com 0S animais que receberam
somente estradiol (grafico 1).

As massas relativas uterinas ndo diferiram entre os animais dos grupos
tratados com a o extrato e aqueles que receberam apenas veiculo, indicando que o
extrato aquoso da M. citrifolia ndo demonstrou atividade estrogénica nas doses
investigadas, comparados com a poténcia estrogénica de 0,4 mg/kg de 17- -
etinilestradiol (gréfico 1).

Entretanto, quando avaliadas as massas relativas dos animais que receberam
estradiol e as doses de 7,5 e 750 mg/kg do extrato, foi observado uma inibicdo do
crescimento uterino em resposta ao 17- -etinilestradiol, demonstrando atividade

antiestrogénica do extrato nestas doses (grafico 1).
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0.3
Il Controle 5 ml/kg

I Morinda 7,5 mg/kg
* Il Morinda 75 mg/kg

Il Morinda 750 mg/kg
. I Estradiol 0,4 mg/kg
0.1 Estradiol 0,4 mg/kg + Tamoxifeno 1 mg/kg
Il Estradiol 0,4 mg/kg+ Morinda 7,5 mg/kg
I Estradiol 0,4 mg/kg + Morinda 75 mg/kg

0.0-! Estradiol 0,4 mg/kg + Morinda 750 mg/kg
@ © @ © © © O O (9

0.24

Massa relativa utero (%)
o

Gréfico 1: Teste uterotréfico. Massa do Utero em relacdo a massa corporal de ratas
Wistar imaturas. A massa do Utero foi reportada sem fluido. O nimero
entre parénteses = numero de animais. Os resultados expressam a média
+ erro padrdo. * = p < 0,05; * = p < 0,01 e ** = p < 0,001, utilizando
ANOVA seguido de Bonferroni.

NOTAS: a = em relagéo ao grupo controle veiculo; b = em relagdo ao grupo estradiol.
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7.2EXPOSICAO NO PERIODO PRE-IMPLANTACAO

Ganho de massa corporal

A administracdo das diferentes doses do extrato da M. citrifolia durante o

periodo de pré-implantacdo (1° ao 7° dia de prenhez) n&o interferiu no ganho de

massa corporal (%) das progenitoras (gréfico 2).

120+

1104

Ganho de massa
corporal (%)

100 T T T T T T T

0 1 2 3 4 5 6 7 8

Tempo de prenhez (dias)

—=— Controle 5 mL/kg (n=12)
—— Morinda 7,5 mg/kg (n=14)
—— Morinda 75 mg/kg (n=15)
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Gréfico 2: Ganho de massa corporal das progenitoras expostas ao extrato da M.
citrifolia no periodo pré-implantacdo. n = ndmero de progenitoras. Os
resultados expressam média + erro padrao.
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Massa dos 6rgéos
As massas absoluta e relativa dos 6rgéos (figado, rins, adrenais, ovarios e
Utero) das progenitoras, expostas ao extrato da M. citrifolia no periodo de pré-

implantac&o, nao diferiram significativamente do grupo controle (tabela 1).

Tabela 1. Massas absoluta e relativa de 6rgdos das progenitoras expostas ao
extrato da M. citrifolia no periodo de pré-implantacdo. Os resultados

expressam a média + erro padrao.

Extrato seco do fruto da Morinda citrifolia

VARIAVEIS Controle 7,5 mg/kg 75 mg/kg 750 mg/kg
N° progenitoras 12 14 15 15
Massa corporal (g) 249 + 4,80 245 + 3,48 236 £ 6,14 247 + 4,63
MASSA
ABSOLUTA
Figado (g) 9,14 + 0,24 9,06 + 0,21 9,23+0,41 9,04 + 0,45
Rins (mg) 815 + 17,8 786 + 16,4 772 + 24,6 770 + 16,6
Adrenais (mg) 25,9 + 0,07 24,6 + 0,07 25,7+1,62 24,1 +111
Ovérios (mg) 29,8+1,18 31,6 +1,18 29,8+1,14 29,8+ 1,54
Utero (mg) 543 + 25,2 514 + 26,4 445 + 31,2 529 + 38,3
MASSA
RELATIVA
Figado (%) 3,68 + 0,09 3,70 £ 0,06 3,95+0,21 3,66 + 0,16
Rins (%) 0,33+0,005 0,32+0,005 0,33+0,008 0,31+0,007
Adrenais (%) 0,01 + 0,0004 0,01 +0,0003 0,01+0,0007 0,01+ 0,0005
Ovérios (%) 0,01 + 0,0005 0,01 +0,0004 0,01+0,0006 0,01+ 0,0006
Utero (%) 0,22 + 0,01 0,21 + 0,01 0,19+ 0,01 0,21 + 0,01
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Perdas pré-implantes

47

As perdas pré-implantes calculadas para as progenitoras expostas as

diferentes doses do extrato da M. citrifolia no periodo de pré-implantacéo (1° ao 7°

dia de prenhez) n&o diferiram do grupo controle de maneira estatisticamente

significante (grafico 3).
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Gréfico 3: Perdas pré-implantes das progenitoras expostas ao extrato da M. citrifolia
do 1° ao 7° dia de prenhez. n = nimero de progenitoras. Os resultados

expressam percentual + erro padréo.
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7.3EXPOSICAO NOS PERIODOS PRENHEZ, LACTACAO E PRE-PUBERDADE

7.3.1 Avaliacdo das progenitoras - prenhez e lactagao

O ganho de massa corporal das progenitoras expostas no periodo pos-
implantacédo (do 8° ao 21° dia de prenhez) em todas as doses administradas do
extrato ndo diferiu daquelas que receberam apenas veiculo (grafico 4). Da mesma
forma nenhuma das doses investigadas interferiu na duracdo da prenhez (gréfico 5),
ndmero de implantes e numero de filhotes nascidos (grafico 6) e indice de
nascimento (gréfico 7).

Por outro lado, a exposigcéo ao extrato da M. citrifolia na dose de 7,5 mg/kg
provocou um aumento de 43 % no indice de reabsor¢des (grafico 8 e figura 6),
prejuizo de 46 % no indice de fémeas que pariram (grafico 9), e consequente
aumento de 59% no indice de perdas pos-implantes (grafico 10) quando
comparados com o grupo controle.

Uma progenitora do grupo controle, duas expostas a dose de 7,5 mg/kg e
guatro progenitoras expostas a dose 750 mg/kg do extrato da M. citrifolia
manifestaram diarréia durante o tratamento. Quatro progenitoras expostas a dose de
7,5 mg/kg manifestaram piloerecéo, olhos opalescentes e taquipnéia proximo a

parturicao.
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Grafico 4. Ganho de massa corporal das progenitoras expostas ao extrato da M.
citrifolia no periodo pos-implantacdo. n = nimero de progenitoras. Os

dados expressam média * erro padréo.
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Gréfico 5: Duracdo da prenhez de ratas Wistar expostas ao extrato da M. citrifolia
no periodo pds-implantagdo. n = nimero de progenitoras. Os dados
expressam média * erro padrao.
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N° Filhotes nascidos

N° Implantes

154

50

Grafico 6: Numero de filhotes nascidos e niumero de implantes de ratas Wistar
expostas ao extrato da M. citrifolia no periodo pés-implantacdo. n =
namero de progenitoras. Os dados expressam média + erro padrao.
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Grafico 7: Indice de nascimento de ratas Wistar expostas ao extrato da M. citrifolia
no periodo pds-implantagdo. n = niumero de progenitoras. Os dados
expressam percentual + erro padréo.
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Gréafico 8: indice de reabsorgbes totais (precoces e tardias) de ratas Wistar
expostas ao extrato da M. citrifolia no periodo pés-implantacdo. n =
namero de progenitoras. Os dados expressam percentual + erro
padrdo. ** = p < 0,01 utilizando ANOVA seguido de Bonferroni.

Figura 6: Reabsorcéo final em feto formado e reabsorg&o inicial. A esquerda, filhote
com desenvolvimento normal de progenitora do grupo controle; no meio,
feto j& formado com reabsor¢cdo tardia e a direita reabsor¢cdo precoce,
ambos de progenitora exposta a dose de 75 mg/kg do extrato da M.

citrifolia. Todos os fetos encontram-se no 21° dia de prenhez.
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Il Controle 5 mL/kg
I Morinda 7,5 mg/kg
Il Morinda 75 mg/kg
Il Morinda 750 mg/kg

Gréfico 9: Indice de fémeas que pariram expostas ao extrato da M. citrifolia no
periodo pés-implantacdo. Os dados expressam percentual + erro padrao.
n = nimero de progenitoras. ** = p < 0,01 utilizando teste qui-quadrado.

100+

Perdas p6s-implantes
(%)
3

I Controle 5 mL/kg
Il Morinda 7,5 mg/kg
Il Morinda 75 mg/kg
Il Morinda 750 mg/kg

Grafico 10: Perdas poés-implantes de ratas Wistar expostas do 8° ao 21° dia de
prenhez. n = nimero de progenitoras. Os dados expressam percentual
* erro padrdo. ** = p < 0,01 utilizando ANOVA seguido de Bonferroni.
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Massa de 6rgaos progenitoras

As massas absoluta e relativa dos 6rgaos (figado, rins, adrenais, ovarios e
Utero) das progenitoras tratadas com o extrato do fruto da M. citrifolia no periodo de
prenhez (periodo pés-implantacdo) e lactacdo ndo diferiram do grupo controle
(tabela 2).

Tabela 2: Massas absoluta e relativa de 6érgaos das progenitoras expostas ao extrato
da M. citrifolia no periodo de prenhez e lactacdo. A massa do Utero foi
reportada sem fluido. Os resultados expressam a média + erro padrao.

Extrato seco do fruto da Morinda citrifolia

VARIAVEIS Controle 7,5 mg/kg 75 mg/kg 750 mg/kg

N° progenitoras 06 04 11 09
Massa corporal (g) 287 + 8,83 318+ 8,91 305+7,31 303 +4,47

MASSA

ABSOLUTA

Figado (g) 15,4 + 0,57 151+1,28  14,8+0,79  152+0,51
Rins (mg) 987 £ 25,9 1.099+£31,6 1.029+38,9 1.079%£34,8
Adrenais (mg) 40,7 £ 2,80 42,0+ 4,18 38,7+ 2,17 40,6 + 1,89
Ovérios (mg) 25,3+1,86 34,3+ 4,55 29,0+ 2,09 28,7+ 3,11
Utero (mg) 176 £ 22,9 306 + 66,4 265 + 29,9 256 + 37,4
MASSA

RELATIVA

Figado (%) 5,37 £ 0,06 4,77 +£0,43 4,82 +0,18 501014
Rins (%) 0,35+0,01 0,35+0,01 0,34 £0,01 0,36 £ 0,01
Adrenais (%) 0,01 +£0,0006 0,01+0,0011 0,01+0,0008 0,01+0,0007
Ovarios (%) 0,01 +£0,0005 0,01+0,0015 0,01+0,0006 0,01+0,0009
Utero (%) 0,06 £0,01 0,09 £ 0,02 0,09+0,01 0,08 £ 0,01
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7.3.2 Avaliacdo da progénie — desenvolvimento geral

A massa corporal ao nascimento, o periodo (dias) para o descolamento
bilateral das orelhas, crescimento de pélos, abertura bilateral dos olhos (tabela 3) e
indice de viabilidade até o quarto dia pés-natal (grafico 11) ndo diferiram entre os
descendentes expostos ao extrato da M. citrifolia e os que receberam apenas
veiculo.

Foram observados quatro fetos natimortos miniaturas provenientes de duas
progenitoras expostas a dose de 750 mg/kg (figura 7), e dois fetos natimortos
miniaturas de uma progenitora exposta a dose de 7,5 mg/kg. A presenca de hérnia
umbilical foi observada em trés descendentes fémeas provenientes de duas
progenitoras expostas a dose de 75 mg/kg e uma progenitora exposta a dose de 7,5

mg/kg. Nenhum animal do grupo controle apresentou tais anormalidades.

Tabela 3: Desenvolvimento geral da progénie. Os descendentes foram expostos ao
extrato da M. citrifolia através do tratamento de suas progenitoras do 8°
dia de prenhez ao 21° dia de lactacdo. Os resultados expressam a média
+ erro padrao. Os filhotes foram utilizados como unidade estatistica.

Extrato seco do fruto da Morinda citrifolia

VARIAVEIS Controle 7,5 mg/kg 75 mg/kg 750 mg/kg

N° de filhotes 62 31 85 88

Massa corporal nascimento (g) 6,27 £ 0,07 6,12+0,12 6,15+0,07 6,29+0,06
Descolamento de orelhas (dia) 2,95+0,08 2,50 +0,09 3,05+0,08 3,16+0,09
Abertura de olhos (dia) 15,7+ 0,09 150+0,12 153+0,10 15,5+0,17
Aparecimento de pélos (dia) 7,59 £ 0,07 748+0,11 7,73+0,09 7,81+0,08
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I Controle 5 mL/kg
Il Morinda 7,5 mg/kg
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Gréficoll: Indice de viabilidade da progénie até o 4° dia pds-natal exposta ao
extrato da M. citrifolia in utero e lactagdo através de suas progenitoras.
As ninhadas foram utilizadas como unidade estatistica. n = namero de
ninhadas. Os dados expressam percentual + erro padrao.

55



Figura 7: Fetos miniaturas de progenitoras expostas a dose de 750 mg/kg do extrato
da M. citrifolia do 8° ao 21° dia de prenhez. As figuras mostram
caracteristicas de malformacfes fetais em filhotes natimortos de duas
progenitoras expostas a dose de 750 mg/kg comparados com filhote com
desenvolvimento normal de progenitora do grupo controle.
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7.3.4 Avaliacdo das descendentes fémeas

Desenvolvimento sexual
A massa corporal no dia da abertura do canal vaginal (tabela 4), a laténcia
para o primeiro estro e a regularidade do ciclo estral (tabela 5) ndo mostraram
diferenca significativa entre os grupos tratados com o extrato da M. citrifolia e o
grupo controle, tanto para as fémeas expostas durante a prenhez e lactagdo, como
também para as fémeas expostas durante prenhez, lactagéo e periodo pré-pubere.
O tempo médio para a abertura do canal vaginal (tabela 4) mostrou-se
significativamente menor para as descendentes tratadas com a dose de 75 mg/kg
guando comparado com 0 grupo controle, tanto nas fémeas expostas durante a
prenhez e lactagdo como nas fémeas expostas durante prenhez, lactacdo e periodo

pré-pubere.
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Tabela 4: Abertura do canal vaginal das descendentes. Os filhotes foram utilizados
como unidade estatistica. Os resultados expressam a média + erro

padrdo. ** = p < 0,01 utilizando ANOVA seguido de Bonferroni.

Extrato seco do fruto da Morinda citrifolia

VARIAVEIS Controle 7,5 mg/kg 75 mg/kg 750mg/kg
PRENHEZ E LACTACAOW
Numero de animais 16 07 22 21
Abertura canal vaginal (dia) 43,6 +0,93 44,4+0,97 39,1+1,10* 40,8 +1,05
Massa corporal (g) 118+4,33 121 +1,76 114+ 4,27 119+ 458
PRENHEZ, LACTACAO E
PRE-PUBERDADE®
Numero de animais 17 07 24 22
Abertura canal vaginal (dia) 43,3+0,79 41,3+1,63 39,2+0,84* 41,6 +0,66
Massa corporal (g) 118+ 3,86 121 +6,68 113+3,41 120+ 3,78

NOTAS: (1) Ratas expostas do 8° dia de prenhez ao 21° dia de lactacéo através do tratamento diario

por gavagem de suas progenitoras. (2) Ratas expostas do 8° dia de prenhez ao 21° dia de

lactacao através do tratamento de suas progenitoras, e diretamente por gavagem do 21° ao

42° dia pés-natal.
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Tabela 5: Ciclo estral das descendentes. Os filhotes foram utilizados como unidade
estatistica. Os resultados expressam a média + erro padrao.

VARIAVEIS

Extrato seco do fruto da Morinda citrifolia

Controle  7,5mg/kg 75 mg/kg 750 mg/kg

PRENHEZ E LACTACAOW
Numero de animais
Laténcia do primeiro estro (dias)

Regularidade do ciclo estral
(dias) durante quatro estros

PRENHEZ, LACTACAO E
PRE-PUBERDADE®

Numero de animais

Laténcia do primeiro estro (dias)

Regularidade do ciclo estral
(dias) durante quatro estros

16 07 22 21
1,13+0,53 0,71+0,47 1,86+0,39 1,85+0,51
5,67+0,27 557+0,18 4,95+0,24 5,58 +0,19

17 07 24 22
1,94+039 357+0,78 267+0,64 2,32+0,52
558+0,26 6,05+0,29 552+0,29 5,58+0,25

NOTAS: (1) Ratas expostas do 8° dia de prenhez ao 21° dia de lactacéo através do tratamento diario

por gavagem de suas progenitoras. (2) Ratas expostas do 8° dia de prenhez ao 21° dia de

lactacao através do tratamento de suas progenitoras, e diretamente por gavagem do 21° ao

42° dia pés-natal.
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Massa dos 6rgéos das descendentes fémeas

As massas absoluta e relativa dos 6rgéos figado, rins, adrenais, ovarios e
Utero ndo foram afetadas pelo extrato seco da M. citrifolia nas doses avaliadas tanto
para descendentes expostas durante a prenhez e lactagdo quanto para as
descendentes que continuaram sendo expostas do desmame até a puberdade
(tabelas 6 e 7). Nenhum sinal macroscopico de toxicidade foi observado nestes

orgaos.
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Tabela 6: Massas absoluta e relativa de 6rgdos de descendentes fémeas expostas
ao extrato da M. citrifolia durante a prenhez e lactagdo. Os animais foram
sacrificados no 4° estro. A massa do Utero foi reportada sem fluido. Os
resultados expressam a média + erro padrao.

Extrato seco do fruto da Morinda citrifolia

VARIAVEIS Controle 7,5 mg/kg 75 mg/kg 750 mg/kg
N° animais 16 07 23 22
Massa 168 + 3,82 168 + 3,70 167 + 4,06 173 +4,11
corporal (g)
MASSA
ABSOLUTA
Figado (g) 786+0,32  7,55+0,35 802+023  8,08+0,26
Rins (mg) 687 21,1 652+27,2  703+209 685158
Adrenais (mg) 25,5+0,76 24,7+ 0,89 26,3+ 1,05 26,3+ 0,86
Ovarios (mg) 31,6 £ 0,80 29,9+1,30 29,4+1,28 29,9+1,98
Utero (mg) 305 + 15,2 303+£29,2  334+155  357+13,6
MASSA
RELATIVA
Figado (%) 466 +0,11  4,47+011 481+008 4,65 0,08
Rins (%) 0,41 £ 0,007 0,39+£0,015 0,42+0,008 0,400,006
Adrenais (%) 0,02 £0,0005 0,01 0,0005 0,02+£0,0005 0,02+0,0006
Ovérios (%) 0,02 £ 0,0007 0,02 £0,0006 0,02+0,0005 0,02+0,0011
Utero (%) 0,18 £ 0,01 0,18 £ 0,02 0,20+ 0,01 0,21+£0,01
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Tabela 7: Massas absoluta e relativa de 6rgdos de descendentes fémeas expostas
ao extrato da M. citrifolia da prenhez a puberdade. Os animais foram
sacrificados no 4° estro. A massa do utero foi reportada sem fluido. Os
resultados expressam a média + erro padrao.

Extrato seco do fruto da Morinda citrifolia

VARIAVEIS Controle 7,5 mg/kg 75 mg/kg 750 mg/kg

N° animais 12 14 15 15
Massa 165 + 4,10 168 + 5,36 171 + 3,62 173 + 2,88
corporal (g)

MASSA

ABSOLUTA

Figado (g) 7,57 £0,28 708+034 804+019 8,01+0,18
Rins (mg) 667 + 18,7 662 + 16,9 712 +13,2 704 + 13,9
Adrenais () 26,3 + 1,00 27,1+269 278+079  253+0,84
Ovérios (mg) 30,7 +1,38 306+264 285+101  29,2+145
Utero (mg) 337+13,8 291+17,2 352+ 16,5 334+ 16,5
MASSA

RELATIVA

Figado (%) 4,59+ 0,15 421+009 473+0,10 4,63+0,08
Rins (%) 0,40+0,005 0,40+0,011 0,42+0,007 0,41 +0,005
Adrenais (%) 0,02 £0,0004 0,02 +0,0016 0,02 +0,0003 0,01+ 0,0005
Ovarios (%) 0,02 +0,0007 0,02 +0,0014 0,02 +0,0005 0,02 + 0,0007
Utero (%) 0,20 + 0,01 0,17+0,01  0,21+001  0,19%0,01
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7.4 EFEITO DA M. citrifolia SOBRE A CONTRATILIDADE UTERINA

O tratamento de ratas Wistar do 8° ao 21° dia de prenhez com o extrato da M.
citrifolia nas doses avaliadas néo alterou a contracéo uterina induzida pela ocitocina
(grafico 12). Entretanto, no grupo que recebeu a dose de 7,5 mg/kg do extrato foi
observada uma inibicdo significativa de 50% na contragdo uterina induzida pelo

acido araquidénico quando comparada com o grupo controle (grafico 13).
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Grafico 12: Efeito da M. citrifolia sobre a contratilidade uterina induzida pela
ocitocina. As ratas foram expostas ao extrato da M. citrifolia do 8° ao
21° dia de prenhez. n = nimero de animais. Os resultados expressam
percentual + erro padrdo. As ratas prenhas foram utilizadas como
unidade estatistica.
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Gréfico 13: Efeito da M. citrifolia sobre a contratilidade uterina induzida pelo acido
araquidonico. As ratas foram expostas ao extrato da M. citrifolia do 8°
ao 21° dia de prenhez. n = nimero de animais. Os resultados
expressam percentual + erro padrdo. As ratas prenhas foram utilizadas
como unidade estatistica. * = p < 0,05, utilizando Kruskal-Wallis
seguido de Dunn.
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8 DISCUSSAO

Alteragbes no sistema reprodutivo feminino podem se manifestar como efeitos
adversos na gestagdo. Estima-se que aproximadamente 50% da concepg¢ao humana
falha para chegar a termo. Métodos que detectam o inicio da gestagéo poucos dias
apos a concepgdo tém mostrado que 32 a 34% das gestagbes poOs-implantagéo
terminam em perda fetal ou embrionaria. Aproximadamente 3% das criancas
nascidas possuem uma ou mais malformagBes congénitas significantes ao
nascimento, e ao final do primeiro ano pdés-natal cerca de 3% a mais tém seérios
prejuizos no desenvolvimento. Destes, é estimado que 20% sdo causas de
transmissdo genética, 10% sdo atribuidos a fatores ambientais, e 70% s&o
resultados de causas desconhecidas (US EPA, 1996).

Agentes gquimicos ou fisicos podem afetar o sistema reprodutivo feminino em
qualquer periodo do ciclo da vida, incluindo periodos suscetiveis no
desenvolvimento. O sistema reprodutivo come¢a a ser formado no inicio da
gestacdo, mas a maturacdo estrutural e funcional se completa somente na
puberdade (US EPA, 1996). Nas fases pré e pos-natal, os 6rgdos sexuais e 0
sistema nervoso central que ainda estéo se diferenciando, podem ser atingidos por
substancias presentes no sangue materno através da placenta durante a gestagéo
ou através do leite durante a lactacdo. Além disso, individuos expostos durante
periodos criticos de desenvolvimento sdo mais vulneraveis a agdo de substancias
guimicas em funcédo de menor capacidade metabdlica e excretora e da auséncia de
muitos mecanismos de retroalimentagcdo do sistema enddcrino (ZENICK e KLEGG,
1989).

Devido a crenca de que produtos naturais ndo causam efeitos adversos, €
comum a utilizacdo de produtos como os chas, sucos e fitoterapicos pelas gestantes
e lactantes como recurso medicamentoso, para fins de aliviar ou curar doengas. A
grande maioria dos produtos derivados de plantas utilizados culturalmente no Brasil
nao possui estudos pré-clinicos de toxicidade reprodutiva, portanto o efeito desses
produtos sobre o sistema reprodutivo é desconhecido. Apesar da utilizacdo
generalizada dos produtos derivados da M. citrifolia, ndo existem estudos suficientes

sobre sua atividade toxicologica, especialmente a toxicidade reprodutiva. A utilizagédo
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de fitoterapicos durante a gravidez deve ser vista com cautela e estar sujeita a

criteriosa avaliac@o de beneficio/risco, devido as implicagbes sobre a higidez do feto.

8.1 TESTE DE (ANTI)ESTROGENICIDADE — UTEROTROFICO

Todas as fungdes do sistema reprodutivo das fémeas estdo sob o controle
enddcrino, sendo portanto suscetiveis a desregulacdo por alteracdes no eixo
hipotalamo-hipéfise-gbnadas. Efeitos podem ser induzidos por alteracdes na sintese
de hormoénios, no armazenamento, na liberacdo, no transporte ou excrecdo, bem
como por alteragdes no reconhecimento do horménio pelo receptor ou na resposta
pés-receptor (US EPA, 1996).

O estrogénio predominante estradiol é sintetizado pelos ovarios e secretado
pelas células granulosas dos foliculos maduros e também pela placenta durante a
gestacdo. Esse estrogénio € secretado na circulacdo sistémica e vai atuar em
receptores estrogénicos (ER ) e receptores estrogénicos (ER ). E importante
notar que ambas, células epiteliais e do estroma uterino, expressam ER tanto no
inicio do desenvolvimento quanto em animais adultos. Desta maneira, ambos tecidos
sao sujeitos aos efeitos dos estrogénios durante o desenvolvimento e na vida adulta
(BROWN, 1999; CATT, 1999; LINDZEY e KORACH, 1999).

Considerando que estrogénios sé@o responsaveis pelo desenvolvimento das
caracteristicas sexuais secundarias femininas, bem como por produzir um ambiente
apropriado para a fertilizacdo, implantacdo, nutricdo do embrido e parturicdo
(LINDZEY e KORACH, 1999), a atividade antiestrogénica do extrato da M. citrifolia
nas doses de 7,5 e 750 mg/kg indicam que este extrato pode causar efeitos
adversos durante a gestagdo, a parturicdo e o desenvolvimento pds-natal. Somente
a associagéo de varios protocolos pode esclarecer o mecanismo de acao e indicar
0s possiveis efeitos prejudiciais que o sistema reprodutivo pode sofrer tanto in utero
e lactacdo, quanto na puberdade. No presente experimento, o teste in vivo
uterotréfico foi complementar aos testes in utero e lactacdo e exposicao pods-natal
das descendentes fémeas (pré-puberes) para uma melhor avaliagdo do risco

toxicoldgico.
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8.2EXPOSICAO NO PERIODO PRE-IMPLANTACAO

Ganho de massa corporal e massa dos 6rgaos

O monitoramento da massa corporal durante o tratamento prové um indice
do estado geral de saude dos animais, e essa informacdo pode ser importante para
a interpretagéo dos efeitos reprodutivos. Reducdo na massa corporal ou redugéo no
ganho de massa pode refletir uma variedade de respostas, incluindo anorexia
induzida pelo tratamento, ou toxicidade sistémica (US EPA, 1996).

Os toxicologistas estdo frequentemente preocupados sobre como a
mudancga no peso corporal pode afetar a funcdo reprodutiva. De fato, sabe-se que
em fémeas, o peso corporal flutua normalmente com o estado fisiolégico do animal,
porque estrogénio e progesterona influenciam na ingestdo de alimentos e no
consumo energeético; as taxas de retencdo de dgua e deposicao de gordura também
sdo afetadas. O consumo de alimento é elevado durante a gestacdo, em parte
devido ao elevado nivel de progesterona sérica.

Além da massa corporal, a medida da massa de Orgédos reprodutivos
também é usada para avaliacdo da toxicidade reprodutiva de diferentes agentes
quimicos. Alteracdes na massa absoluta ou relativa de 6rgdos reprodutivos provém
claras evidéncias para classificar um agente como potencialmente prejudicial ao
sistema reprodutor (ZENICK e CLEGG, 1989).

No presente estudo, a exposicdo das progenitoras ao extrato seco da M.
citrifolia durante o periodo de pré-implantacdo ndo alterou o ganho de massa
corporal nem as massas absolutas e relativas dos Orgaos reprodutivos Utero e
ovarios, e dos orgaos figado, rins e adrenais. Também néo foram observados sinais
macroscopicos de toxicidade em todos os oOrgados. Estes resultados indicam
auséncia de toxicidade materna para as doses investigadas durante este periodo de

exposicao.

Perdas pré-implantes

A implantacdo é o processo pelo qual o embrido realiza o contato fisico e
fisiologico intimo com o endométrio materno para o estabelecimento da gestacgéo.
Apesar de haver variagdo neste processo entre espécies, certos eventos basicos

sdo similares. A caracteristica fundamental deste processo € o desenvolvimento
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sincronizado do embrido para o estagio de blastocisto e a diferenciagdo do uUtero
para o estado receptivo. Em seguida ocorrem interacdes entre o blastocisto ativado
e o epitélio uterino para iniciar a implantacéo (PARIA e col., 2000).

O tempo e integridade do transporte dos gametas e zigoto, importantes para a
fertilizacdo e sobrevivéncia embrionaria, sdo bastante suscetiveis a perturbacoes
causadas por compostos quimicos. A perturbacdo desses processos contribui para a
reducdo na taxa de fertilizacdo e aumento da perda embrionaria precoce que sao
identificados como perdas pré-implantagéo (US EPA, 1996).

Durante o inicio da prenhez, a secrecdo de estrogénios ovarianos é
responsavel tanto para estimular a proliferacdo de células epiteliais do endométrio
como para tornar 0 estroma uterino receptivo para a implantacdo (PARIA e col,
2000; SMITH, 2001). A atividade antiestrogénica da M. citrifolia observada no
uterotrofico do presente estudo é um indicativo de que este extrato possa interferir
no processo de implantagéo, por alterar a agdo dos estrogénios no utero. DAO e col.
(1996) demonstraram que substancias antiestrogénicas administradas nos trés
primeiros dias de prenhez em ratos possuem efeito anti-implantacdo. Além disso, a
atividade antiangiogénica do suco da M. citrifolia observada por HORNICK e col.
(2003) e a atividade inibidora seletiva da COX-2 in vitro demonstrada por SU e col.
(2001) sugerem que o extrato aquoso da M. citrifolia possa prejudicar o processo de
implantagéo.

Apesar destas evidéncias, no presente estudo a administracdo do extrato da
M. citrifolia revelou apenas uma tendéncia do grupo tratado com a dose de 7,5

mg/kg a um maior indice de perdas pré-implantes.

8.3EXPOSICAO NOS PERIODOS PRENHEZ, LACTAGAO E PRE-PUBERDADE

a) Dados da prenhez e lactacéo
A avaliagdo dos dados da prenhez permite observar resultados das

conseguéncias funcionais de danos reprodutivos (US EPA, 1996).
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Ganho de massa corporal e massa dos 6rgaos

A exposicdo ao extrato da M. citrifolia no periodo de pos-implantagdo néo
afetou o ganho de massa corporal dos grupos tratados com o extrato da M. citrifolia
guando comparados com o grupo controle. Estes resultados indicam que o extrato
nas doses investigadas ndo provocou toxicidade materna. A tendéncia a um menor
ganho de massa corporal observado nas progenitoras expostas a dose de 7,5 mg/kg
provavelmente é conseqiéncia do indice de reabsorcdo fetal que se mostrou
aumentado para as progenitoras deste grupo.

As massas absolutas e relativas dos 6rgaos reprodutivos Utero e ovarios, e
dos orgéos figado, rins e adrenais das progenitoras expostas in utero e lactacdo ao
extrato da M. citrifolia ndo diferiram do grupo controle, e ndo foram observados
sinais macroscopicos de toxicidade nestes 6rgdos, indicando novamente auséncia
de toxicidade materna para as doses investigadas.

Uma progenitora do grupo controle, duas expostas a dose de 7,5 mg/kg e
quatro progenitoras expostas a dose 750 mg/kg manifestaram diarréia durante o
tratamento, indicando uma possivel toxicidade do extrato, ou talvez reacdo ao

processo de gavagem.

Duracao da prenhez, nimero de implantes e niumero de filhotes nascidos

A administracdo do extrato da M. citrifolia nas doses investigadas néo
interferiu na duracéo da prenhez, no numero de implantes e no numero de filhotes
nascidos. Apesar dos resultados mostrarem que ndo ha diferenca no tempo de
prenhez, trés progenitoras do grupo tratado com 7,5 mg/kg morreram por nao
conseguirem parir no 22°, 24° e 25° dias de prenhez, assim como uma progenitora
do grupo controle morreu ao tentar parir no 25° dia de prenhez. Estas quatro
progenitoras foram eliminadas na avaliagdo deste parametro. De maneira
semelhante, trés progenitoras do grupo tratado com 7,5 mg/kg que néo pariram até o
25° dia de prenhez, foram sacrificadas para contagem de implantes e reabsorcoes, e
também foram excluidas da analise de duragéo da prenhez.

O numero de implantes depende do numero de ovdcitos maduros liberados
na ovulacado, fertilizacdo e implantagdo adequadas (US EPA, 1996). Os valores

homogéneos da média do niumero de implantes dos grupos tratados comparados
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com o grupo controle foram o esperado, ja que o periodo de exposi¢do ao extrato foi
do 8° ao 21° dia de prenhez, periodo pos-implantacgao.

Normalmente, se a média do niumero de implantes é homogénea entre os
grupos, o numero de filhotes nascidos diminui com o aumento do indice de
reabsorcdes. Porém nao foi possivel observar isto no grupo tratado com a dose 7,5
mg/kg devido a excluséo de seis progenitoras (trés que morreram por parto distocico

e trés que nédo pariram por terem 100% de reabsorcao fetal).

indice de reabsorcéo

O indice de reabsorcdo total (precoces + tardias) observada no presente
estudo revelou um aumento significativo de 43% no grupo tratado com 7,5 mg/kg
comparado com o grupo controle, indicando embriofetotoxicidade do extrato em
guestdo nesta dose. O indice de reabsorcdes dos animais tratados com as doses de
75 e 750 mg/kg néo diferiram do grupo controle.

A formacdo de um simples sistema vascular no inicio da gestagéo, até as
profundas mudancgas no sistema vascular uterino envolvendo o crescimento uterino
e relacdo feto-maternal envolvem mudangas adaptativas de angiogénese e
vasculogénese. O endométrio, assim como a decidua e placenta sédo ricos em
fatores de crescimento angiogénicos (FOLKMAN e KLAGSBRUN, 1987; TORRY,
1992; HYDER e STANCEL, 1999). A exemplo disto, o0 RNA mensageiro (RNAm) do
VEGF (vascular endothelial growth factor) e seu receptor estdo associados com a
angiogénese que ocorre no tecido placental durante o final da gestagcdo em
camundongos. Similarmente, RNAm de VEGF e seu receptor estdo presentes no
tecido placentario e fetal em seres humanos (REDMER, WALLACE e REYNOLDS,
2004).

Um suprimento adequado de nutrientes é essencial para o desenvolvimento
intra-uterino do feto (REGNAULT e col., 2002). Disturbios no suprimento sangtineo
uterino estdo associados com alta morbidade pré-natal e neonatal e restricdo de
crescimento intra-uterino (AUGUSTIN, 2000; ZYGMUNT e col.,, 2003). Dessa
maneira fatores que prejudiquem a adaptagcdo da vasculatura uterina que ocorre
através de vasodilatacdo, crescimento e desenvolvimento de novos vasos podem

acarretar em restricdo de suprimento intra-uterino e consequiente restricdo de
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crescimento, morte intra-uterina e reabsorgéo fetal. A atividade antiangiogénica do
suco da M. citrifolia demonstrada por HORNICK e col. (2003) sugere que este € um
provavel mecanismo que pode ter atuado e prejudicado o desenvolvimento intra-
uterino observado no presente estudo.

Em adicdo, implica-se uma relacdo funcional entre o sistema vascular e o
sistema enddcrino, sendo que estrogénios sdo capazes de induzir angiogénese in
vivo ,e ao contrario, tem sido mostrado que antiestrogénios exercem atividade
antiangiogénica (GAGLIARDI e COLLINS, 1993; MORALES, 1995; SCHNAPER e
col., 1996). A atividade angiogénica dos estrogénios pode ser mediada diretamente
por meio do crescimento do endotélio ou indiretamente através da modulacdo da
expressao de citocinas angiogénicas em outros tipos celulares. Células endoteliais
expressam receptores para estrogénios, e 17 -estradiol estimula a proliferagéo e
migracdo de células endoteliais e promove a formac&@o de capilares in vitro. De
maneira semelhante foi observado que os estrogénios regulam a expressdo de
VEGF em varios tipos celulares (células do endométrio, macréfagos) e que
antiestrogénios inibem FGF-2 (Fibroblast Growth Factor 2) bem como a proliferagéo
de células endoteliais induzidas por VEGF (AUGUSTIN, 2000). Além disso, foi
demonstrado que o aumento da permeabilidade vascular uterina com formagéo de
edema provocado pelo tratamento com 17 -estradiol € mediado principalmente pelo
fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), e este fator é essencial para a
implantacdo e manutencdo da gestacdo (ROCKWELL e col., 2002). Portanto a
atividade antiestrogénica observada no teste uterotréfico pode ser um dos fatores
reguladores da angiogénese, inibindo a angiogénese e prejudicando o

desenvolvimento embrionéario e fetal.

indices de parturicio e nascimento

A exposi¢do ao extrato da M. citrifolia na dose de 7,5 mg/kg promoveu uma
reducéo significativa de 46% no indice de parturicdo em relagdo ao grupo controle.
Os grupos das demais doses investigadas ndo mostraram alteracdo neste
parametro. Das 60% de fémeas que n&o pariram do grupo tratado com 7,5 mg/kg,
30% n&o conseguiram parir devido a distocia e foram a O@bito. As progenitoras

apresentavam-se com piloere¢do, olhos opalescentes e taquipnéia indicando
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sofrimento no trabalho de parto. As outras 30% s&o representadas por progenitoras

prenhas que ndo pariram devido a 100% de reabsorcéo fetal.

Variagbes no tempo de gestacdo podem indicar alteragdes no processo de
gestacdo ou parto. Um prolongamento significante do tempo de gestacdo pode ser
causado pela falha no mecanismo de parturicdo e pode resultar em morte ou
prejuizo da ninhada por distocia (dificuldade de parir). Distocia constitui uma ameaca
para a saude maternal em humanos tanto quanto para outras espécies testadas em
laboratdrio (US EPA, 1996).

Quando a gestacédo se aproxima do final, ocorre um aumento nos niveis de
estrogénios e um decréscimo nos niveis de progesterona. Os estrogénios iniciam o
aumento da sensibilidade do miométrio a ocitocina através da inducdo de seus
receptores e também atuam aumentando a producéo de prostaglandinas (LINDZEY
e KORACH, 1999; JAIN, SAADE e GARFIELD, 1999).

A atividade antiestrogénica in vivo, observada no teste uterotréfico, pode ser
responsavel por mecanismos que interferiram no trabalho de parto. A exposi¢éo no
final da gestagcdo a substancias capazes de interferir com a agdo de estrogénios
pode alterar tanto as caracteristicas estruturais quanto a sensibilidade das células do
miométrio para promover a parturicdo (LINDZEY e KORACH, 1999). Dessa maneira,
a atividade antiestrogénica do extrato pode ter prejudicado a acdo do estradiol em
aumentar a expressado de receptores de ocitocina, assim como pode ter inibido a
producéo de prostaglandinas no Utero no final da gestacdo. Além disso, estrogénios
também estimulam a sintese e formacao de jungBes gap entre células musculares
resultando em maior eficiéncia do potencial de acdo muscular e contragdes
sincronizadas do miométrio (LINDZEY e KORACH, 1999; JAIN, SAADE e
GARFIELD, 1999). Desta forma substancias antiestrogénicas podem inibir a
formacao de juncdes gap que sdo requeridas para 0 SUCESSO na parturicdo.

O indice de nascimento reflete a relacdo entre 0 niumero de filhotes nascidos
vivos e o0 numero total de filhotes nascidos. Entre as fémeas que pariram, a
exposicado de ratas ao extrato da M. citrifolia nas diferentes doses testadas néo
interferiu neste pardmetro, provavelmente devido aos maiores prejuizos terem

ocorrido nos processos de parturicio e reabsorcdo fetal. E importante considerar
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que foram excluidas da andlise deste parametro uma progenitora do grupo controle

e seis da dose 7,5 mg/kg, que nao pariram.

Anormalidades estruturais

Anormalidades estruturais podem ser indicativas de toxicidade de
desenvolvimento (US EPA, 1991).

Anormalidades morfoloégicas foram observadas em fetos natimortos
descendentes de progenitoras expostas as doses de 7,5 e 750 mg/kg. Foram
observados quatro fetos miniaturas provenientes de duas progenitoras expostas a
dose de 750 mg/kg e dois fetos miniaturas de uma progenitora exposta a dose de
7,5 mg/kg. A massa corporal ao nascer € influenciada pelo tamanho da ninhada,
sendo que as grandes ninhadas normalmente possuem massas reduzidas ao
nascimento (US EPA, 1996). Observou-se que as progenitoras expostas a dose de
750 mg/kg que tiveram filhotes com ma-formacéo fetal possuiam 14 e 3 implantes,
enquanto a progenitora do grupo controle possuia 12 implantes. Estes valores
indicam que as diferengcas no tamanho dos filhotes néo séo devido ao tamanho da
ninhada. O numero exato de filhotes observados com anormalidades estruturais
assim como os natimortos podem ser menores do que o numero real devido ao
possivel canibalismo das progenitoras. A presenca de hérnia umbilical foi observada
em trés descendentes fémeas provenientes de duas progenitoras expostas a dose
de 75 mg/kg e uma progenitora exposta a dose de 7,5 mg/kg. Nenhuma progenitora
do grupo controle apresentou tais anormalidades.

As anormalidades estruturais observadas no presente estudo em animais
expostos ao extrato da M. citrifolia sé@o relevantes e indicam toxicidade de
desenvolvimento, no entanto ha necessidade de se realizar pesquisa para

malformagdes fetais para correta avaliagdo de teratogenicidade.

Perdas pds-implantes

A administracdo do extrato da M. citrifolia provocou um indice de perdas poés-
implantes de 79% no grupo tratado com a dose de 7,5 mg/kg. Este resultado foi
significativo quando comparado com o grupo controle que apresentou apenas 20%

de perdas pos-implantes. Os indices de perdas poOs-implantes para 0s grupos
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tratados com 75 e 750 mg/kg foram maiores comparados com o do grupo controle,
porém nao diferiram de maneira significativa do mesmo.

As perdas poés-implantes representam o prejuizo reprodutivo total provocado
no periodo de prenhez. Este pardmetro é representado pelo aumento do indice de
reabsorcédo, reducdo do indice de parturicdo e também pelos filhotes natimortos. A
auséncia de alteracdes no ganho de massa corporal das progenitoras, assim como
da massa dos 6rgéos figado, rins, adrenais, ovarios e utero indicam que os efeitos
adversos observados in utero ndo foram causadas devido a toxicidade materna do
extrato, mas sim por mecanismos secundarios de embriofetotoxicidade do extrato

em questao.

b) Dados da progénie — desenvolvimento geral

Apesar dos resultados da prenhez indicarem toxicidade do extrato da M.
citrifolia no desenvolvimento pré-natal, a exposi¢do in utero e lactacdo ao extrato
nao provocou efeitos adversos sobre o desenvolvimento geral dos descendentes
(massa ao nascimento, periodo para o descolamento dos pavilh6es auriculares,
abertura dos olhos, aparecimento de pélos e indice de viabilidade até o 4° dia pés-
natal) dos grupos tratados quando comparados com o grupo controle. Embora a via
de exposicao tenha sido alterada de membrana feto-placental para leite materno,
indicando uma possivel reducdo nos niveis de exposicdo aos componentes do
extrato, os resultados sugerem auséncia de toxicidade no desenvolvimento pos-
natal, pois os descendentes dos grupos tratados que conseguiram nascer, se
desenvolveram normalmente e apresentaram viabilidade superior a 88% quando
comparados com o grupo controle que foi de 100%. E importante considerar que a
progénie alimenta-se estritamente de leite materno até o 8° + 2 dias pds-natal,
quando, a partir dai ja conseguem se alimentar também da racdo de suas
progenitoras, reduzindo mais ainda os niveis de exposi¢do ao extrato (SPINOSA,
2007).
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c) Dados das descendentes fémeas

Desenvolvimento sexual

Exposicdes no periodo de desenvolvimento a compostos capazes de
desregular o sistema enddcrino podem causar efeitos imediatos por interferir com a
diferenciagdo normal, assim como podem provocar efeitos latentes que s&o
revelados posteriormente em resposta a horménios enddgenos na maturidade
(SILBERGELD, FLAWS e BROWN, 2005).

O teste de exposicédo pds-natal de descendentes fémeas (pré-puberes) é um
classico ensaio in vivo proposto pelo EDSTAC US EPA e pode ser utilizado para
detectar alteracdes dos hormonios tireoideanos, alteracdes funcionais do eixo
hipotalamo-hipéfise-gbnadas e também detectar compostos com possivel acao
estrogénica ou antiestrogénica (GRAY e col, 2002). A vagina responde
morfologicamente e funcionalmente em resposta a flutuagbes nos niveis de
estrogénios; dessa maneira a abertura do canal vaginal e dados sobre o ciclo estral
sé@o usados como biomarcadores para puberdade (MARTY, CRISSMAN e CARNEY,
1999). O padrdo de eventos do ciclo estral pode ser utilizado como indicador de
normalidade das fun¢des ovarianas e neuroenddcrinas reprodutivas em fémeas ndo
prenhas (US EPA, 1996).

Compostos antiestrogénicos podem promover um retardo no periodo de
abertura do canal vaginal e alterar a regularidade do ciclo estral (MARTY,
CRISSMAN e CARNEY, 1999). Apesar do teste uterotréfico realizado no presente
estudo ter mostrado atividade antiestrogénica do extrato nas doses de 7,5 e 750
mg/kg, a massa corporal no dia da abertura do canal vaginal, a laténcia para o
primeiro estro e a regularidade do ciclo estral ndo diferiram de maneira significativa
entre os grupos tratados e o grupo controle. O tempo médio para a abertura do canal
vaginal mostrou-se significativamente menor para as descendentes tratadas com a
dose de 75 mg/kg quando comparado com o grupo controle, tanto nas fémeas
expostas durante a prenhez e lactacdo como nas fémeas expostas durante prenhez,
lactacdo e periodo pré-pubere. Embora os resultados nédo indiquem diferengas entre
as descendentes expostas as doses de 7,5 e 750 mg/kg e o grupo controle, o que
era esperado, é importante ressaltar que o tempo médio para a abertura do canal

vaginal do grupo controle ndo estava dentro do intervalo considerado normal,
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proximo do 38° dia pds-natal (DALSENTER, 2007) para os animais criados no
biotério da UFPR. Mesmo n&do podendo rejeitar a hipétese de que o extrato da M.
citrifolia na dose de 75 mg/kg possa ter demonstrado efeito estrogénico in vivo néo
observado no teste uterotrofico, € mais provavel que a diferenca significativa no
tempo médio para abertura do canal vaginal para as descendentes expostas a dose
de 75 mg/kg seja devido ao grupo controle ter apresentado valores aumentados
neste parametro.

Caracteristicas como maior duracdo do ciclo estral e ocorréncia de estro
persistente foram observados em todos os grupos de tratamento, inclusive no grupo
controle, com exce¢do do grupo da dose 75 mg/kg expostos durante a prenhez e
lactagdo, que ndo demonstrou maior duracdo do ciclo estral. Cornificacdo vaginal
persistente com consequente aumento na duragdo do ciclo estral pode indicar
bloqueio da ovulacdo (US EPA, 1996). Apesar destas caracteristicas, uma analise
histolégica faz-se necesséaria para uma correta avaliagdo dos ovarios e possiveis

foliculos persistentes que caracterizam um bloqueio da ovulagéo.

Massa dos 6rgaos das descendentes fémeas

A exposicdo de ratas ao extrato seco da M. citrifolia em fases criticas do
desenvolvimento ndo alterou as massas dos 6rgaos reprodutivos Utero e ovarios,
assim como dos o6rgaos figado, rins e adrenais. Da mesma maneira, ndo foram
observados sinais de toxicidade macroscépica para os respectivos 6rgdos. Estes
dados indicam auséncia de toxicidade sistémica para as doses investigadas tanto
para as descendentes expostas in utero e lactacdo como para aquelas expostas in

utero, lactacéo e periodo pré-pubere.

8.4EFEITOS DA M. citrifolia SOBRE A CONTRATILIDADE UTERINA

Durante o crescimento fetal na gestagéo, o Utero quiescente € mantido por
fatores como a progesterona e prostaciclinas, em contrapartida, préximo a parturicdo
0 Utero entra em um estagio de ativagdo no qual h4 um aumento de fatores que
propiciam o parto, os quais incluem: estradiol, ocitocina, prostaglandinas, 6xido

nitrico, juncdes gap e canais ibnicos. Assim, o inicio do trabalho de parto esta
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associado com mudancas no miomeétrio sob a influéncia destes agentes uteroténicos
(SLATER, ZERVOU e THORNTON, 2002).

A parturicdo é composta por cinco eventos fisiologicos integrados, os quais
sdo: ruptura da membrana fetal, dilatagcdo cervical, contratilidade do miométrio,
separacdo placental e involugdo uterina, sendo que as prostaglandinas tém um
papel central em cada um deles. O evento mais investigado € a contratilidade da
musculatura lisa uterina (OLSON, 2003).

No presente estudo, a investigacdo da contratilidade de Utero gravidico in vitro
ndo mostrou alteracdes na contratilidade uterina induzida pela ocitocina nas fémeas
pré-tratadas com as doses do extrato da M. citrifolia, indicando que o prejuizo no
mecanismo de parturicdo ndo esté relacionado com o bloqueio de receptores, ou
reducdo da expressdo de receptores de ocitocina. Entretanto, como a ocitocina foi
infundida diretamente nas cubas, ndo ha como prever a acao do extrato sobre a sua
sintese ou liberacao.

Em contrapartida, foi observada uma inibicdo significativa da contragéo
uterina de aproximadamente 50% em resposta ao acido araquidénico para o grupo
pré-tratado com a dose de 7,5 mg/kg do extrato quando comparado com 0 grupo
controle. Estes resultados indicam que a exposi¢cdo de ratas prenhas no periodo
pés-implantacdo ao extrato da M. citrifolia na dose de 7,5 mg/kg prejudicou o
trabalho de parto por interferir na via COX — Prostaglandinas.

Estudos mostraram um aumento na expressdo de COX-2 no Utero proximo a
parturicdo sugerindo que esta enzima € responsavel pela produgdo de
prostaglandinas uterotdnicas no miométrio a termo (DONG e col., 1996; DONG e
col., 1998; TSUBOI, SUGIMOTO e ICHIKAWA, 2002). A expressdo da COX-2 pode
ser induzida por uma variedade de citocinas proé-inflamatorias, fatores de
crescimento e também por acdo de horménios esterdides (DONG e col., 1996; LI,
YANG e YAN, 2002). DONG e col. (1998) observaram uma redugcdo na expressao
da COX-2 uterina em ratas prenhas apoés injecdo com substancia antiestrogénica IClI
164284. Além disso, TAMURA e col. (2004) mostraram que varios niveis de estradiol
sdo capazes de aumentar significativamente a expressdo da COX-2 em células
endoteliais microvasculares uterinas, sugerindo uma regulagcdo da COX-2 pelo

estradiol. De maneira semelhante HERTRAMPF e col. (2005) observaram um
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aumento na expressao da COX-2 no Utero apds injecao subcuténea de 17b-estradiol
em ratas ovariectomizadas. Em adi¢céo, estudos clinicos sugerem que a infusdo de
ocitocina € capaz de iniciar o trabalho de parto somente se acompanhado por um
aumento de prostaglandinas (SLATER, ZERVOU e THORNTON, 2002). A partir de
gue horménios estrogénios tém sido implicados como reguladores da expressao da
COX-2 (DONG e col., 1998; TAMURA e col., 2004), a atividade antiestrogénica do
extrato pode ter diminuido a expressdo da enzima COX-2 com consequente redugéo
da producdo de prostaglandinas uterotbnicas no final da gestagéo, prejudicando o
mecanismo de parturicdo ou ainda pode ter atuado como antagonista dos receptores
de prostaglandinas.

Este resultado corrobora tanto os resultados in vivo mostrados através do
prejuizo no indice de parturicdo no teste de exposigdo in utero e lactacdo, como a

atividade antiestrogénica demonstrada pelo teste uterotréfico na mesma dose (7,5

mg/kg).

8.5CONSIDERACOES FINAIS

Os efeitos da exposi¢cdo ao extrato da M. citrifolia ndo mostraram ser dose-
dependente, contudo deve ser salientado que os efeitos adversos observados foram
causados principalmente com a dose utilizada terapeuticamente para seres
humanos.

Os efeitos deletérios no desenvolvimento pré-natal e na parturicdo observados
pela administracdo do extrato aquoso da M. citrifolia a partir da realizagdo dos
protocolos de toxicologia reprodutiva evidenciam a necessidade de avaliacdo do
potencial toxico, teratogénico e abortivo de diversas espécies vegetais medicinais.

Além da necessidade de avaliar a seguranca para 0 uso terapéutico de
plantas medicinais, é importante esclarecer a populacdo em geral, e aos
profissionais de salude em particular, sobre os riscos do uso indiscriminado de
espécies medicinais. O consumo de plantas medicinais, em geral, durante o 1°
trimestre de gestacdo e lactagdo, cujos estudos toxicoldgicos ndo estejam

concluidos deve ser cauteloso ou até mesmo contra-indicado.
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9 CONCLUSOES

A exposicdo de ratas Wistar ao extrato seco do fruto da M. citrifolia, em

periodos criticos do desenvolvimento, mostrou:

Atividade antiestrogénica in vivo de acordo com o teste uterotrdfico;

Auséncia de efeitos adversos sobre a prenhez quando administrada durante o
periodo pré-implantacéo;

Afetou diretamente o desenvolvimento pré-natal promovendo aumento do
indice de reabsorcdes, prejuizo no mecanismo de parturicdo, aparecimento
de fetos miniaturas e presenca de hérnia umbilical quando administrada
durante o periodo pds-implantagéo;

Auséncia de alteragbes no desenvolvimento geral quando administrada
durante a prenhez (periodo pos-implantes) e lactagéao;

Auséncia de toxicidade materna quando administrada durante o periodo pré-
implantacdo e pos-implantacdo. De maneira semelhante, as descendentes
expostas durante a prenhez e lactagdo, assim como durante a prenhez,
lactagdo e pré-puberdade ndo apresentaram sinais de toxicidade sistémica

relevantes.

Os efeitos adversos observados em ratos pela administracéo do extrato
seco (aquoso) da M. citrifolia durante o periodo gestacional indicam que o
extrato pode provocar efeitos adversos para o desenvolvimento fetal e para o
mecanismo de parturicdo. Portanto, extratos provenientes da M. citrifolia n&do
devem ser utilizados por gestantes, e/ou lactantes até que sejam realizadas
mais pesquisas para caracterizacao do risco toxicolégico de seu uso durante

a gestacao.
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ANEXOS

Anexo A: Laudo Técnico do fornecedor Gamma Comércio Importacdo e Exportacéo
LTDA do extrato da M. citrifolia.
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