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RESUMO

A utilizacdo de plantas medicinais com fins terapéuticos € uma das mais antigas formas de
pratica medicinal da humanidade. Devido a sua riqueza quimica e farmacoldgica, tem sido
alvo de estudos na busca de comprovar as atividades atribuidas pela crenca popular. Morus
nigra L. € uma especie pertencente & familia Moraceae, conhecida popularmente como
amoreira-preta. Na medicina popular tem sido utilizada na substituicdo da terapéutica da
reposicdo hormonal convencional e também para aliviar sintomas da tensdo pré-menstrual. A
espécie apresenta elevada concentracdo de fendis, flavondides e antocianinas em seus frutos
além de terpendides e esterdides nas folhas, sendo a estas atribuidas atividades antioxidante,
hipoglicemiante e antiinflamatdria. Nenhum estudo relacionado a atividade estrogénica em
animais inteiros, sobre toxicidade reprodutiva e do desenvolvimento embrionario foi
encontrado, sendo este o objetivo desse trabalho. Ratas Wistar, obtidas no biotério do Centro
de Biologia da Reprodugdo — Universidade Federal de Juiz de Fora foram distribuidas nos
grupos controle (1ml de &gua destilada) e tratados com 25, 50, 75, 350 e 700mg/kg do extrato
hidroalcoolico de Morus nigra L. (EHMn), por gavagem, por 15 dias consecutivos,
mantendo-se durante o acasalamento e até o 14° dia de gestagdo. Sinais clinicos de toxicidade
foram observados 60 minutos ap06s o tratamento e, posteriormente, uma vez ao dia. O ciclo
estral foi avaliado diariamente até o encontro de espermatozéides (dia 1 p6s-coito) e a massa
corporal das fémeas anotada a cada cinco dias. No 15° dia de gestacdo, as fémeas foram
eutanasiadas por exsanguinacdo via puncdo cardiaca, sob anestesia. Variaveis analisadas:
hemograma e bioquimica sanguineos; peso de rins, figado, baco e ovarios; identificacdo e
contagem de implantes, reabsorcdes, fetos vivos e mortos; massa corporal de fetos e peso de
placentas. Através de cortes histoldgicos dos ovarios e mensuracdo da altura do epitelio
uterino foi avaliado a atividade estrogénica. Ndo foram encontradas diferencas significativas
em nenhuma das variaveis estudadas, exceto em ALT (alanina aminotransferase), concluindo-
se que o EHMn no modelo experimental apresentado, ndo demonstrou toxicidade reprodutiva
e do desenvolvimento embrionério, nem evidenciou atividade estrogénica.

Palavras chave: Ratas Wistar. Toxicologia. Reproducdo. Morus nigra L.



ABSTRACT

The use of plants for treatment and prevention of diseases is one the oldest medicinal
practices. Because of its rich chemistry and pharmacology, it has been investigated in the
quest to prove the activities attributed by popular belief. Morus nigra L. is a specie belonging to
the family of the Moraceae usually known as a black mulberry tree. In popular medicine it has
been used in replacement of conventional therapy of hormonal replacement and also for
relieving symptoms of premenstrual syndrome. The species has a high concentration of
phenols, flavonoids and anthocyanins in their fruits as well as steroids and terpenoids in the
leaves, these being attributed to antioxidant, hypoglycemic, anti-inflammatory activities. No
studies related to estrogenic activity in whole animals, and reproductive toxicity was found in
embryonic development, this being the aim of this work. Female wistar rats, obtained from
the colony of the Center of Reproductive Biology - University Federal of Juiz de Fora, were
distributed in the control groups (1 ml of distilled water) and treated with 25, 50, 75, 350 and
700mg/kg of the extract hidroalcoolic of Morus nigra L. (EHMn) by gavage for 15
consecutive days, maintaining during mating and until the 14th day of gestation. Clinical
signs of toxicity were observed 60 minutes after treatment and thereafter once a day. The
estrous cycle was evaluated daily until the meeting of sperm (day 1 post-coitus) and body
mass of females recorded every five days. On the 15th day of gestation, females were
euthanized by exsanguination through cardiac puncture under anesthesia. Analyzed variables:
hematology and blood biochemistry, weight of kidney, liver, spleen and ovaries; identification
and counting of implants, resorptions, live and dead fetuses; body weight of fetuses and
placental weight. Using histological sections of ovaries and measuring the height of the
uterine epithelium was evaluated estrogenic activity. There were no significant differences in
any of the variables studied, except for ALT, concluding that the treatment with EHMn in the
present experimental model, showed no reproductive toxicity and embryo development,
showed no estrogenic activity.

Keywords: Female rats Wistar. Toxicology. Reproduction. Morus nigra L.
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1 INTRODUCAO

Os fitoterapicos sdo amplamente utilizados em diversos paises com o objetivo de
prevenir, curar ou minimizar os sintomas das doenc¢as, com um custo mais acessivel a
populacdo quando comparados aqueles obtidos por sintese quimica, que sdo, em geral, mais
caros. Na Africa, por exemplo, 80% da populacio dependem do uso destes medicamentos que
representam alternativas frente ao alto custo dos farmacos sintéticos (ASCHWANDEN,
2001). Muitas plantas sdo utilizadas com base somente no seu uso popular devido aos poucos
estudos que comprovem sua eficacia (TUROLLA e NASCIMENTO, 2006). Atualmente,
apesar da grande variedade de produtos sintéticos disponiveis para o tratamento das doencas,
a utilizacdo de plantas medicinais que antes se concentrava nas populagcfes do interior ou de
baixa renda, tem seu uso cada vez mais difundido nas populagdes das cidades do Brasil e do
mundo (BACCHI et al., 1995; DI STASI et al., 2002).

As plantas medicinais possuem efeitos indesejaveis menores quando comparadas a
drogas sintéticas bem definidas. Entretanto, experimentos clinicos tém revelado que efeitos
adversos também ocorrem com a utilizacdo de plantas medicinais, e estudos toxicoldgicos
bem controlados para provar a sua seguranga sao necessarios, poréem raros (CALIXTO, 2000).

No Brasil, a legislacdo para medicamentos fitoterapicos vem sofrendo modificacdes
nos ultimos anos. A ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) vem elaborando
normas para a regulamentacdo 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 (Resolucdo da Diretoria
Colegiada) n° 17 de 2000, e a RDC n° 48 de 16 de mar¢o de 2004, atualmente em vigor, que
dispdem sobre o registro de medicamentos fitoterapicos (ANVISA, 2000, 2004). Estas
normatizacfes dos medicamentos fitoterapicos exigem a avaliacdo da eficacia e segurancga do
uso destes medicamentos (TUROLLA e NASCIMENTO, 2006) que incluem, entre outros
testes, a avaliacdo da toxicidade reprodutiva.

Informacdes populares atribuem ao “cha” (infuso ou decocto) de folhas de Morus
nigra L., conhecida popularmente como amoreira ou amora preta, efeito semelhante ao obtido
com 0 uso de estrogénio, sendo usado como substituto da terapéutica da reposi¢cdo hormonal
por mulheres no climatério (SILVA et al., 2003; MIRANDA et al., 2010), além da sua
utilizacdo para aliviar sintomas da tensdo pré-menstrual. Estudos experimentais, entretanto,

sdo controversos para verificar o efeito estrogénico esperado em um produto que alivia 0s
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sintomas da menopausa (SILVA, et al., 2003; VANONI, 2006; BOLZAN, 2008; CASTRO,
2010).

Foi detectada em frutos de Morus nigra L. elevada concentracdo de fendis e
flavondides (ERCISLI e ORHAN, 2007) além de quatro tipos de antocianinas
(PAWLOWSKA et al., 2008), enquanto que nas folhas ha a presenca terpendides e esteroides,
B-sitosterol (PADILHA et al., 2010). Sabidamente os flavondides sdo compostos com
capacidade de modular a atividade de distintas enzimas e afetar o comportamento de muitos
sistemas celulares.

Na literatura consultada ndo foram encontrados estudos relacionados a atividade
estrogénica das folhas de Morus nigra L. em fémeas adultas inteiras, isto &, néo
ooforectomizadas, tampouco relacionados a toxicidade reprodutiva e a do desenvolvimento

embrionario, sendo este o0 objetivo desse trabalho.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Plantas medicinais

Planta medicinal é todo vegetal que contenha em toda a planta ou em um dos seus
6rgdos, componentes que possam ser usados para fins terapéuticos (OMS, 2000), seja como
alivio ou cura de alguma enfermidade. Essa pratica de tratamento é conhecida como
Fitoterapia, e estd embasada no uso terapéutico de plantas medicinais e na elaboracdo de
medicamentos (DI STASI et al., 2002).

As plantas medicinais tém sido utilizadas pela populagdo em todo o mundo como
matéria prima para tratamento, cura e prevencao de doengas. O seu uso para o tratamento de
diversas enfermidades é uma pratica com base na tradicdo popular de origem milenar, muitas
vezes sem evidéncias cientificas (CAMURCA-VASCONCELOS et al., 2005; FERRO, 2006;
MACHADO, 2009). Sua atividade é dada através de levantamentos etnofarmacoldgicos,
documentacdes cientificas ou publicacdes indexadas, podendo incluir fatores como crengas,
caréncia econdmica, dificuldade de acesso a assisténcia médica ou ainda por influéncia da
midia que promove produtos que contém em suas formulagdes plantas e outros componentes
naturais (FERRO, 2006; MACHADO, 2009).

Em alguns paises, o uso de plantas medicinais esta associado com bruxarias e
supersticdo, uma vez que as pessoas ndo tém uma percepcao cientifica para explicar a acédo
curativa das plantas (GURIB-FAKIM, 2006; VEIGA-JUNIOR e MELLO, 2008).

O consumo de plantas medicinais sob a forma de decoctos ou infusdo, vulgarmente
chamado de “chas” ou outras preparagfes, vem crescendo devido & grande procura pela
populacdo de alternativas naturais com menores custos, para prevenir e curar enfermidades,
principalmente devido a evidéncias de efeitos colaterais de medicamentos sintéticos (VIEIRA,
2010 apud WAGNER e WISENAUER, 2006). As plantas medicinais geralmente contém
misturas de compostos quimicos diferentes que podem agir individualmente, aditivamente ou
em sinergia para melhorar a saide (GURIB-FAKIM 2006; FONTELES et al., 2008; LANINI
et al., 2009).

Na fitoterapia, as diversas partes das plantas como raizes, cascas, folhas, frutos e
sementes sdo utilizados sob a forma de infusos ou decoctos (REZENDE e COCCO, 2002). A
maior parte dos fitoterapicos utilizados atualmente ndo possui o seu perfil toxico bem
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conhecido (VEIGA-JUNIOR e MELLO, 2008) e as informacgdes das evidéncias cientificas
sobre efeitos colaterais e intoxicacdes relacionadas ao uso de plantas medicinais dificilmente
chegam a populacdo atendida em servicos de salde publica (SILVA et al., 2006;
ALEXANDRE et al., 2008).

O Brasil possui uma grande variedade de plantas com potenciais medicinais ndo
pesquisadas (FUCK et al., 2005; VEIGA-JUNIOR e MELLO, 2008; LEITAO et al., 2009),
que exigem estudos multidisciplinares envolvendo etnoboténicos, quimicos, farmacdélogos,
agrénomos e outros profissionais de modo a torna-las utilizaveis pela populacao, atendendo as
normas das agéncias reguladoras, como a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) no Brasil e a Food and Drug Administration (FDA) dos Estados Unidos.

A resolucdo da ANVISA, referente a normatizacdo do registro de medicamentos
fitoterapicos € a Resolucédo da Diretoria Colegiada (R.D.C. 48), publicada em 16/03/2004 que
permite o registro como fitoterapico apenas do derivado de droga vegetal, que é o produto de
extracdo da matéria prima vegetal: extrato, tintura, 6leo, cera, exsudato, suco. Exige a
identificacdo botanica das espécies vegetais utilizadas, padrdo de qualidade e identidade e
provas de eficacia e seguranca que validem as indicacdes terapéuticas propostas (BRASIL,
2004a).

Devido ao uso tradicional, poucas plantas medicinais foram analisadas através de
estudos pré-clinicos e clinicos para comprovar a sua eficacia e seguranca (TUROLLA e
NASCIMENTO, 2006).

2.2 Morus nigra L.

Morus nigra L., também conhecida popularmente como amoreira, amora preta ou
negra, é uma espécie vegetal nativa das regides temperadas e subtropicais da Asia, Africa e
América do Norte (WASANO et al., 2009) estando plenamente aclimatizada no Brasil.
Pertence ao género Morus e a familia Moraceae, que apresenta crescimento rapido quando
jovens, porém quando adultas o crescimento torna-se mais lento, ndo excedendo 15 metros de
altura (PAWLOWSKA et al., 2008). E uma arvore com casca ligeiramente rugosa, escura e
copa grande, folhas de coloracdo mais ou menos verde e frutos grandes, ovalados, negros ou

vermelhos brilhantes (llustracédo 1).
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llustracdo 1: Morus nigra L.
(Fontes: A- luirig.altervista.org/schedeit/fo/morus_nigra.htm

B- secuidando.blogspot.com/2008/08/extrato-amora-folhas-morus-nigra-o0.html)

As amoreiras sdo empregadas como arvore ornamental, paisagismo e na arborizacao
urbana (NADERI et al., 2004). As folhas tém grande importancia econémica, pois constituem
0o alimento bésico do bicho-da-seda (Bombyx mori) em exploragbes comerciais
(PAWLOWSKA et al., 2008; ARAMWIT et al., 2010). Os seus frutos podem ser utilizados
para consumo “in natura” e para a producédo de doces caseiros (KOYUNCU, 2004).

Entre os componentes quimicos de espécies do género Morus sp. foram identificados:
acidos graxos, vitamina C, pertencentes ao metabolismo primario das plantas, além de
fenilflavonoide (morusina), (PETLEVSKI et al., 2001); flavondéides (NADERI et al., 2004;
LIN e TANG, 2007; ERCISLI e ORHAN, 2007; PAWLOWSKA et al., 2008; SONG et al.,
2009), compostos fenolicos (ERCISLI e ORHAN, 2007; SONG et al., 2009; KIM et al.,
2010), &cidos organicos (KOYUNCU, 2004), antocianinas, carotentides (DUGO et al., 2001,
HASSIMOTTO et al., 2007), alcaldides (SONG et al., 2009), substancias resultantes do
metabolismo secundério das plantas. Especificamente em Morus nigra foi detectada elevada
concentracdo de fendis e flavonoides em seus frutos (ERCISLI e ORHAN, 2007) além de
quatro tipos de antocianinas (PAWLOWSKA et al., 2008), enquanto que nas folhas foi
identificado a presenca terpendides e esterdides, B-sitosterol (PADILHA et al., 2010).

O estudo realizado por Ercisli e Orhan (2007) demonstrou que os frutos de M. nigra L.
contém maiores teores de substancias fendlicas totais e flavondides do que M. rubra L. e M.
alba L. Também foram quantificados acidos graxos, nitrogénio, fésforo, potéssio, célcio,

magnésio, sodio, ferro, manganés, zinco e cobre .
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Sob o ponto de vista de uso medicinal a espécie Morus nigra tem sido utilizada na
medicina popular como laxante, sedativa, expectorante, refrescante, emoliente, calmante,
diurética, antidiabética, antiinflamatdria, antioxidante, anti-séptica e indicada para dor de
dente, eczema, inflamagdo bucal (gengivite, amigdalite, boca, garganta), tosse e vermes
(ERCISLI e ORHAN, 2007).

Os frutos de Morus nigra L. sdo utilizados em processos inflamatérios, para estancar
hemorragias (KOYUNCU, 2004), como diurético e expectorante. As folhas sdo usadas como
antidoto para envenenamento decorrente de picadas de animais peconhentos além da casca do
tronco ser Util para dores de dentes (NADERI et al., 2004).

O suco dos frutos da amora preta demonstrou atividade anti-estresse em camundongos
possivelmente devido a captura de radicais livres (&nion superoxido, radical hidroxila)
(SAKAGAMI et al., 2006). Naderi et al., (2004) evidenciaram também que extratos da fruta
de M. nigra L. apresentam efeito protetor contra danos peroxidativos a biomembranas e a
biomoléculas in vitro.

Padilha et al., (2010) relataram que o extrato de cloreto de metileno das folhas de
Morus nigra L. apresenta atividade antiinflamatoria, e o extrato diclorometano efeito
analgésico (PADILHA et al., 2009) .

Foi observado que o extrato etanolico das folhas teve efeito hipoglicemiante em ratos
com diabetes induzida por aloxano (PETLEVSKI et al., 2001; ORYAN et al., 2003).

Existem informagdes populares e citagdes na literatura ndo cientifica, de que a infuséo
de Morus sp. é utilizada por mulheres durante o climatério, na substituicdo da terapéutica da
reposicdo hormonal convencional, com efeito semelhante ao obtido com o uso de estrogénio
(SILVA et al., 2003; MIRANDA et al., 2010), além da sua utilizacdo para aliviar sintomas da
tensdo pré-menstrual.

Estudos experimentais, entretanto, sdo controversos quanto aos testes usados para
verificar efeito estrogénico em modelos animais ooforectomizados e puberes (SILVA, et al.,
2003; VANONI, 2006; BOLZAN, 2008; CASTRO, 2010). Silva et al., (2003) avaliou o
potencial estrogénico da infusdo de folhas de Morus sp. em ratas Wistar ooforectomizadas
através de andlise histopatologica e histomorfométrica do Gtero e vagina, resultando em
diferencas ndo significativas na morfologia dos érgdos analisados e na proporcdo de fase
estrogénica, mensurada pela citologia vaginal. Igualmente, VVanoni (2006), avaliou o extrato
hidroalcoolico e a infusdo das folhas de Morus nigra L. em ratas Wistar adultas
ovariectomizadas, pré-puberes e puberes, concluindo que nas doses administradas tanto a

infusdo como o extrato hidroalcoolico ndo apresentaram atividade estrogénica. Além disso,
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Castro (2010), também avaliou a atividade estrogénica do extrato hidroalcodlico (EH) das
folhas de Morus nigra em ratas Wistar ooforectomizadas, demonstrando que o tratamento
crébnico com o EH de Morus nigra nas doses avaliadas ndo apresentou toxicidade.

A atribuicdo popular leva a crer que as propriedades quimicas presentes nas folhas da
amora, possam amenizar os efeitos da menopausa e da tensdo pré-menstrual, efeitos que

sabidamente tém um componente hormonal como causador.

2.3 Menopausa

A menopausa é definida pela Organizagdo Mundial de Salde como a cessagao
permanente da menstruacdo, sendo reconhecida ap6s 12 meses de amenorréia (OMS, 2000).
O climatério delimita a passagem da vida reprodutiva para a nao-reprodutiva, iniciando-se por
volta dos 40 anos e terminando na sexta década, para a maioria das mulheres (SILVEIRA et
al., 2008). O principal aspecto biolégico que ocorre neste periodo é a redugdo da producéao
dos hormonios esterdides sexuais pelos foliculos ovarianos, principalmente estrogénio e
progesterona (VIGETA e BRETAS, 2004).

Devido ao hipoestrogenismo que se instala durante a menopausa, surgem sintomas
vasomotores, atrofia vaginal, disfun¢bes sexuais, fogachos, além do aumento de risco para
doenca cardiovascular e osteoporose. Fatores biopsicossociais podem determinar a ocorréncia
de manifestagdes psiquicas, exteriorizadas por irritabilidade, nervosismo, depressdo e
ansiedade (PEDRO et al., 2003; GALVAO et al., 2007; CHEDRAUI et al., 2007).

Durante a vida reprodutiva da mulher, o estrogénio ocupa um papel fundamental no
desempenho de funcGes de vérios sistemas do organismo, tais como cérebro, coragao, 0ssos,
aparelhos reprodutor e urogenital. Muitos desses efeitos benéficos podem ser estendidos ao
periodo de vida posterior a menopausa, com a instituicdo e manutencdo da terapia de
reposicdo hormonal da menopausa (TRHM), que traz importantes beneficios a saude da
mulher, melhorando a sua qualidade de vida (VIGETA e BRETAS, 2004; MATURANA et
al., 2007).

O principio da TRHM é manter os niveis de estrogénio plasmaticos semelhantes aos
da pré-menopausa, a partir da administracdo de estrogénio no organismo feminino (VIGETA
e BRETAS, 2004; MATURANA et al., 2007).
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2.4 Tensdo pré-menstrual

Mulheres em idade reprodutiva apresentam sintomas cognitivos, emocionais e fisicos
relacionados ao seu ciclo menstrual. Irritabilidade intensa, acompanhada de humor
depressivo, assim como inimeras queixas psicossomaticas sao sintomas recorrentes durante a
fase latea do ciclo menstrual. Esses sintomas tém recebido denominacdo de TPM, tensdo preé-
menstrual (RODRIGUES e OLIVEIRA, 2006; REIBER, 2008). A TPM é um complexo de
sintomas que atinge cerca de 75 a 80% das mulheres em idade fértil, que pode trazer
conseqiiéncias importantes nas areas pessoal, econdmica e para a sociedade (BHATIA e
BHATIA, 2002).

Segundo Dickerson et al. (2003), influéncias genéticas mediadas fenotipicamente
através de neurotransmissores e neurorreceptores parecem ser bastante significativas na
etiologia da TPM, mas a verdadeira causa da TPM ainda nédo esta clara. Contudo ha varias
teorias para explicar os sintomas, todas sendo unanimes em apontar 0 meio hormonal da fase
luteinica do ciclo menstrual, como determinantes do problema (SCHMIDT et al., 1998;
FRACKIEWICZ e SHIOVITZ, 2001).

A fase luteinica do ciclo menstrual corresponde ao periodo apos a ovulagdo, em que o
foliculo ovariano sofre alteracBes estruturais e funcionais, comeca a produzir horménio
progesterona, passando a ser denominado corpo lateo. A progesterona e 0 estrogénio sao
responsaveis pela preparacdo do endométrio para a implantacéo do blastocisto. Se ndo houver
a implantacdo nas duas semanas seguintes a ovulacdo, as taxas hormonais de estrogénio e
progesterona entram em declinio, podendo trazer os sintomas da TPM que ocorre de cinco a
dez dias antes da menstruacdo (VALADARES, 2006). Com a menstruacdo, 0s niveis

hormonais voltam a elevar-se e os sintomas da TPM séo aliviados.

2.5 Estrogénio e sistema reprodutor feminino

Os estrogénios sdo hormonios enddgenos de grande importancia que exercem
profundos efeitos no desenvolvimento, na diferenciacdo e na homeostase metabolica de varios

tecidos, incluindo as mamas, o sistema esquelético e o trato reprodutivo (GRUBER et al,
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2002; NILSSON e GUSTAFSSON, 2002; JORDAN, 2003; FRIEDRICH, 2003; OSBORNE
e SCHIFF, 2005 )

Entre os estrogénios naturais, encontra-se o 17-p-estradiol, estrona e estriol, sendo o0
17-B-estradiol aquele que apresenta maiores concentracdes sanglineas e maior poder de acdo
nos diversos tecidos (GRUBER et al, 2002; GUYTON e HALL, 2008).

A sintese de estrogénios pode ocorrer em diversas partes do corpo como no tecido
6sseo, no musculo esquelético, na pele, no tecido adiposo, foliculos capilares, mas sua
producédo ocorre principalmente nas células da granulosa do foliculo maduro (PETTERSSON
e GUSTAFSSON, 2001).

Nos ovarios, a producdo de estrogénio ocorre a partir dos androgénios sendo regulada
pelo horménio luteinizante (LH) e pelo hormonio foliculo-estimulante (FSH). As células da
teca e as células granulosas dos ovarios interagem para permitir essa sintese (BUSSIERE et
al., 2005). As primeiras possuem receptores para LH desde os foliculos primarios, e as
Gltimas s6 adquirem receptores de FSH em um determinado estagio de desenvolvimento do
foliculo (GRUBER et al, 2002; HALL e PHILLIPS, 2005).

A unido do LH aos receptores tecais produz testosterona, que se difunde pela
membrana basal até as células da granulosa. Nestas o FSH modula a atividade da aromatase,
uma enzima que processa a aromatizacao de testosterona em estradiol, um dos mais potentes
estrogénios do organismo (GRUBER et al, 2002; BUSSIERE et al., 2005). Logo ap6s o
estradiol é transportado no sangue ligado a albumina plasmatica e a globulinas especificas até
atingir os tecidos alvos (SOARES et al.,, 2002; GRUBER et al, 2002). Onde houver
receptores de estrogénio, havera respostas especificas.

No sistema reprodutor feminino, a tuba uterina, Utero e vagina sdo 6rgdos alvos que
sofrem influéncia do estrogénio (HALBE, 2000; GUYTON e HALL, 2008).

Na tuba uterina ocorre o transporte de gametas, maturacdo e capacitagdo dos
espermatozoides, fertilizacdo dos ovocitos, formacdo do zigoto e inicio do desenvolvimento
embrionario (YANAGIMACHI, 1994; MOORE, 2008). O epitélio tubario é composto por
células ciliadas, secretoras e células musculares lisas (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004).
Receptores de estrogénio e progesterona séo identificados no epitélio da tuba uterina, cuja
expressdo varia de acordo com as fases do ciclo ovariano (HARPER, 1994). O estrogénio
induz aumento do nuimero e do tamanho dos cilios das células, além de aumentar a
contratilidade muscular, mecanismos necessarios para 0 transporte de gametas, zigoto e
embribes em fase de pré-implantagdo (HALBE, 2000; GUYTON e HALL, 2008). Alteracoes
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na concentracdo hormonal do estrogénio podem causar falhas nos eventos que sdo realizados
em seu interior.

Em ratas, o Utero é constituido por um par de cornos uterinos independentes entre si.
Caudalmente, esses cornos se unem formando um corpo uterino que se continua com a
cérvice uterina Unica que desemboca na vagina. O endométrio, mucosa uterina, € composto
por um epitélio cilindrico simples, constituido por células secretoras ciliadas e células nao
ciliadas, apoiadas na membrana basal, e pelo estroma (HALBE, 2000; JUNQUEIRA e
CARNEIRO, 2004; MOORE, 2008; GUYTON e HALL, 2008).

Durante a fase estrogénica no endométrio se observa proliferacdo marcante do estroma
e glandula endometriais que posteriormente contribuirdo para a nutricdo do embrido
implantado. No colo uterino, ha incremento na producdo de muco, mais fluido, que facilita a
migracdo dos espermatozoides para o corpo do Utero (HALBE, 2000; JUNQUEIRA e
CARNEIRO, 2004; MOORE, 2008; GUYTON e HALL, 2008).

No Utero, a secrecdo de estrogénios ovarianos € responsavel por tornar o estroma
uterino receptivo para a implantacdo, assim como por estimular a proliferacdo de células
epiteliais do endométrio (PARIA et al., 2000; CARSON et al., 2000; SMITH, 2001; LEE e
DEMAYO, 2004) e a progesterona € responsavel pela implantacdo do blastocisto e
manutenc¢éo da gravidez.

A mucosa vaginal é formada por tecido conjuntivo fibroso e vascularizado, revestido
por um epitélio estratificado pavimentoso. Este epitélio é formado por células basais e
intermediérias nucleadas, e células superficiais em diferentes estagios de queratinizacdo. As
alteracdes das células do epitélio vaginal sé&o ciclicas, variando conforme a dominancia dos
hormdnios estrogénio e progesterona, caracterizando o que é denominado ciclo menstrual em
mulheres e ciclo estral em animais (HALBE, 2000; JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004,
MOORE, 2008; GUYTON e HALL, 2008).

2.5.1 Ciclo estral

Os ciclos reprodutivos das fémeas dos mamiferos sdo caracterizados pela secrecéo
ciclica das gonadotrofinas hipofisarias e dos esterdides ovarianos que regulam a

foliculogénese, induzem a ovulagdo, a formacéao do corpo luteo e dao suporte ao transporte de
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gametas, fertilizacdo e desenvolvimento embrionério e fetal (FREEMAN, 1994; GOLDMAN
et al., 2007).

Ratas sdo animais que apresentam ovulacdo ciclica espontanea independente de
alteracdes sazonais ou atividade sexual, sendo um excelente modelo experimental para os
estudos de reproducdo (SPORNITZ et al. 1999; MARCONDES et al., 2002).

O ciclo reprodutivo de ratas, chamado de ciclo estral, é composto basicamente por
quatro fases proestro, estro, metaestro e diestro, com duracdo de quatro a cinco dias. Estas
fases sdo identificadas pelo acompanhamento dos tipos e quantidade de células que aparecem
no lavado vaginal a fresco, denominado esfregaco vaginal (MARCONDES et al., 2002). No
estro, ha o predominio de células epiteliais cornificadas; no metaestro ha células leucocitarias
juntamente com numero significativo de células epiteliais nucleadas. No diestro héa
predominio de leucécitos e em proestro, observam-se células epiteliais nucleadas
(FREEMAN, 1994; MARCONDES et al., 2002).

O proestro tem duracdo média de 12 a 14 horas e nessa fase ocorrem picos de
hormdnio luteinizante (AGRA et al., 2007), prolactina (PRL) e hormdnio foliculo-estimulante
(FSH). Os foliculos se desenvolvem e o Utero se prepara para uma possivel implantacdo
durante o estro seguinte. O estradiol estd em sua concentragdo maxima, desencadeando um
feedback positivo que promove a liberacdo do hormonio liberador de gonadotrofinas (GnRH),
indispensavel para a ovulacdo (llustracdo 2) (FREEMAN, 1994; LI e DAVIS, 2007).

O estro tem duracdo média de 25 a 27 horas e é o periodo em que fémea esta
receptiva ao macho para a copula e o0 momento em que ocorre a ovulacdo. Nesta fase o
hormdnio progesterona encontra-se no seu nivel maximo, sendo este de origem folicular
(Nustracdo 2) (FREEMAN, 1994; LI e DAVIS, 2007).

O metaestro, as vezes chamado de diestro-1, apresenta uma duracdo de 6 a 8 horas. A
progesterona tem um segundo pico de concentracdo entre 0 metaestro e o diestro, porém esta
é de origem lutea (llustracéo 2). O diestro, com duracao de 55 a 57 horas, representa uma fase
ndo fertil (llustracdo 2). Nesta fase hd a acdo inicial do estradiol sobre o organismo
(FREEMAN, 1994; MARCONDES et al., 2002; L1 e DAVIS, 2007).

Vérios fatores podem influenciar o ciclo estral como idade dos animais, luz,
temperatura, umidade, ruidos, nutri¢do e relacionamento social (L1 e DAVIS, 2007).

A luz é um fator essencial, pois uma vez que roedores sdo expostos a um estimulo
luminoso continuo, podem entrar em estado de estro permanente. Animais mantidos em
curtos fotoperiodos podem apresentar também uma freqiiéncia estral reduzida e menor peso
gonodal (TEIXEIRA et al., 2002; SANTOS et al., 2003).
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llustracdo 2: Laminas a fresco no microscopio demonstrando a citologia vaginal de ratas. (A)-
proestro; (B)-estro; (C)-metaestro; (D)-diestro. Adaptado de Marcondes et al., 2002.

A principal medida para se avaliar a ciclicidade do ovario, em roedores, é o estudo da
modificacdo das células encontradas no esfregaco vaginal (GOLDMAN et al., 2007), um
método exato, sensivel e rapido que possibilita a identificacdo da fase do ciclo sem a
necessidade de eutanasia (STOCKARD e PAPANICOLAU, 1917; LONG e EVANS, 1920).
E utilizado em testes de toxicidade reprodutiva quando se procuram fatores que interferem
com a concentracdo de hormonios ovarianos, uma vez que indicam, indiretamente, o estado
funcional do eixo hipotalamo-hipofise-ovario (GOLDAM et al., 2007; L1 e DAVIS, 2007).

A técnica para realizacdo do esfregaco vaginal consiste na introducéo e aspiracao de
agua destilada na vagina da rata com auxilio de uma pipeta, conta-gotas ou cotonetes de
algoddo umedecidos a fim de se coletar as células da mucosa vaginal. O material colhido é
depositados em laminas de vidro para observacéo a fresco em microscopio optico ou fixadas e
coradas para analises futuras (GOLDMAN et al., 2007).
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2.5.2 Desenvolvimento embrionario inicial

Por facilidade didatica considera-se o periodo embrionario inicial aquele que se inicia
na fertilizacdo e termina na implantacdo do blastocisto na parede do endométrio.

As fases iniciais de desenvolvimento embrionario também sofrem influéncias dos
hormdnios esterdides. A integridade e o tempo de transporte dos gametas e zigoto, fatores
importantes para a fertilizagdo e sobrevivéncia embrionaria, sdo muito suscetiveis a
perturbacdes causadas por compostos quimicos. O transtorno desses processos auxilia na
reducdo da taxa de fertilizacdo e aumento da perda embrionaria precoce, as perdas pré-
implantacdo (EPA, 1996).

O transporte do embrido pela tuba uterina é acelerado sob efeito do estrogénio, devido
ao aumento da contratilidade tubaria (VINIJSAMUN et al., 1990; CROXATTO et al., 1991).
O desenvolvimento dos estagios de zigoto a blastocisto requer a presenca de estrogeno e
progesterona. A concentracdo inadequada destes hormdénios leva a diminuicdo do numero de
embrides e do numero de células por embrido (PARIA et al, 2001). O processo de
implantacdo do blastocisto no endométrio também exige a sensibilizacdo prévia pelo
estrogénio, seguida da decidualizacdo das células do estroma que, por sua vez, é uma etapa
progesterona-dependente.

Em todas estas etapas, além dos hormonios ovarianos, tém papel importante
prostaglandinas, fatores paracrinos produzidos localmente e outros de tal forma que qualquer
interferéncia produzida por um xenobidtico leva a embrioletalidade, mas raramente a
teratogenicidade (BERNARDI, 2002).

2.6 Flavonoides

Os flavondides, biossintetizados a partir da via dos fenilpropandides, constituem uma
importante classe de polifendis, presente entre os metabolitos secundarios de vegetais
(ZUANAZZI, 2000). Sdo os fitoquimicos mais abundantes na dieta humana, sendo
juntamente com outros compostos, responsaveis pela cor e odor de frutas e vegetais. Ja foram
identificados mais de 8000 diferentes flavonoides, sendo suas maiores classes os flavonois,

flavonas, flavanonas, catequinas, antocianinas, isoflavonas, diidroflavondis e chalconas,
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sendo que somente alguns, ou as formas substituidas em que eles se encontram, parecem estar
relacionados a algum efeito bioldgico (YANG et al., 2001; MARCHAND, 2002; CAMPOS,

2008). Na llustracdo 3 observam-se as estruturas dos flavonoides das principais classes ja

estudadas.
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llustracdo 3 : Representacdo esquematica das principais classes de flavonoides. Fonte: Adaptado de
Cerqueira et al., 2007.

Os flavondides sdo compostos presentes em muitas plantas medicinais utilizadas pela
populacdo (KALE et al., 2008). O seu interesse econdémico é decorrente da correlacdo entre
suas estruturas e suas atividades biologicas (QUINTIN et al., 2009; JIN et al., 2007; RUSAK
et al, 2005; BENAVENTE-GARCIA et al., 2005; ABE et al., 2002). Sua acdao sobre 0s
sistemas bioldgicos apresenta diversos efeitos farmacoldgicos e bioquimicos sendo
reconhecidas as suas propriedades antioxidantes, antiulcerogénicas, antialérgicas,
antidiarréicas, hepatoprotetoras, antinociceptivas, anti-anafilaticas, antiviral, antitumoral e
formam quelatos com os metais agindo na alimentacéo, reproducédo e desenvolvimento animal
(OLIVEIRA et al. 1999).

Diversos constituintes flavonicos tém sido estudados, demonstrando sua atividade
estrogénica ou antiestrogénica (SHIRAI, 2002). Substancias derivadas de plantas com acéo
estrogénica ou antiestrogénica sao denominadas fitoestrogénios, dentre estes, encontram-se 0s
flavonoides (KURZER e XU, 1997; CORNWELL et al., 2004). A propriedade agonista ou
antagonista dos fitoestrégenos decorre da sua composi¢do quimica semelhante aos estrogénios
naturais e sintéticos (llustracdo 4) (IBARRETA et al., 2001; JEFFERSON, 2003), permitindo

a ligacdo ao receptores estrogénicos e a competicio com o0s hormonios enddgenos
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(MIKSICEK, 1993; SKIBOLA e SMITH, 2000; IBARRETA et al., 2001) assim como a

inibicdo de enzimas envolvidas no metabolismo hormonal (SKIBOLA e SMITH, 2000).

Quercetina

Genisteina

Estradiol

llustracdo 4: Semelhanca estrutural molecular entre o estradiol e os fitoestrogénios quercetina e
genisteina. Fonte: Adaptado de MENSE et al., 2008.

Os fitoestrogénios sdo geralmente mais fracos que os estrogenos enddgenos, porém,
apresentam uma boa eficacia em concentracdes ideais, capaz de produzir efeito estrogénico
semelhante ao produzido pelo horménio endégeno (MIKSICEK, 1993; IBARRETA et al.,
2001). As propriedades estrogénicas dos fitoestrogenos dependem da concentragdo dos
mesmos, da concentracdo dos esterdides sexuais enddgenos e do 6rgdo alvo especifico
envolvido na interacdo com os receptores de estrogénios (RE). Isto decorre da existéncia de

dois tipos de RE: a e B. Os a-receptores (RE-a) s&o os principais receptores encontrados na



28

mama e no Utero, e os B-receptores (RE-B) no osso e no sistema cardiovascular. Os
fitoestrogenos tém maior afinidade pelos receptores B, enquanto que o estradiol, por ambos
receptores (CLAPAUCH et al., (2002).

As principais classes dentre os flavondides com efeitos estrogénico estdo as
isoflavonas, lignanas e coumestanos (ADLERCREUTZ, 2002; CORNWELL et al., 2004;
MOON et al., 2006) sendo a classe das isoflavonas a mais estudada, e que apresenta como
principais constituintes a genisteina, daidzeina, gliciteina, biochanina A e formononetina.

Na maioria das plantas, os flavondides sdo encontrados na forma de glicosideos
(genisteina e daidzeina), isto é, ligadas a uma molécula de acucar. Em geral, a absor¢do dos
flavonoides glicosilados é baixa, sendo necessaria hidrolise prévia para a sua forma aglicona a
fim de serem mais bem absorvidos (DAY et at., 1998; GEE et al., 1998; GRAEFE et al.,
2001). Quando ha a ingestdo de flavondides glicosilados, a B-ligacdo desses agucares resiste a
hidrélise pelas enzimas pancreéticas, sendo a microbiota intestinal responsavel pela quebra
das ligaces glicosidicas (HEIM et al., 2002).
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3 HIPOTESE

A exposicdo de ratas Wistar ao extrato hidroalcoolico de Morus nigra L. apresenta
atividade estrogénica em ratas adultas, altera a morfologia do sistema reprodutor e o

desenvolvimento embrio-fetal.
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4 OBJETIVOS

4.1 Geral

Investigar o efeito estrogénico de Morus nigra L. no sistema reprodutor de ratas

Wistar (Rattus norvegicus Berkenhout, 1769) e no desenvolvimento embrionario.

4.2 Especificos

a) Identificar indicios clinicos de toxicidade materna;
b) Avaliar a morfologia do sistema reprodutor;

c) Avaliar o desenvolvimento embrio-fetal.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Material

5.1.1 Procedéncia e identificacdo de Morus nigra L.

As folhas de Morus nigra L. foram coletadas no Horto Medicinal da Faculdade de
Farmacia e Bioguimica da Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF), em Juiz de Fora/MG
no més de novembro de 2009. A planta foi identificada pelo Prof. Luiz Menine Neto no
herbario Professor Leopoldo Krieger, onde a exsicata encontra-se depositada sob o nimero
CESJ 48362.

5.1.2 Preparacéo do extrato

O extrato hidroalcoolico de Morus nigra L. (EHMn) foi preparado no Laboratério de
Farmacognosia da Faculdade de Farmécia e Bioquimica da UFJF. Foram tomadas 50 g das
partes aéreas de Morus nigra seca, trituradas e levadas a extragdo com etanol 70% em
aparelho de Soxhlet até o esgotamento total da droga. Posteriormente, uma aliquota do extrato
obtido foi rotaevaporado até residuo total, sendo este mantido em estufa até secagem e peso
constante. A partir desta aliquota, quantificou-se o teor de residuo seco obtido, sendo este
correspondente ao teor de 16%. O extrato restante foi rotaevaporado até eliminacdo completa
de etanol e a solucdo obtida foi filtrada por algodao. Esta solucdo aquosa foi utilizada para
produzir trés extratos. O extrato A cuja concentracdo final foi de 16 mg/mL; o extrato B cuja
concentracédo final foi de 50 mg/mL e o extrato C cuja concentracdo foi de 105 mg/mL. O
extrato A foi utilizado para tratamento de trés grupos experimentais. Ao grupo que deveria
receber a dose de 75 mg/Kg foi administrado 0,7 mL de solugéo; ao grupo que deveria receber
a dose de 50 mg/Kg foi administrado 0,5 mL; e ao grupo que deveria receber a dose de 25

mg/Kg foi administrado 0,25 mL. Ao grupo que deveria receber a dose de 350 mg/Kg foi
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administrado 1 mL do extrato B. Ao grupo que deveria receber 700 mg/Kg foi administrado 1

mL do extrato C.

5.1.3 Screening (triagem) fitoquimica

A anélise fitoquimica da folhas de Morus nigra L. foi realizada, segundo Matos
(1997), a fim de verificar a presenca das seguintes classes de produtos do metabolismo
secundario através de reacdes de identificacdo: flavonoides (reacdo com AICl3, reagdo com
H3BO3, reacdo com NaOH 1N, reacdo de Shinoda), taninos (reacdo com acetato de chumbo,
reacdo com sais de cobre, reacdo com sais de ferro, reacdo com alcaldides e reagdo com
gelatina), cumarinas (reagdo com KOH 5%), heterosideos esterdides (reacdo de Kedde, reacao
de Libermann-Buchard, reacdo de Baljet), saponinas (indice de espuma), alcaloides (reacao de
Bertrand, reacdo de Bouchardat, reacdo de Dragendorff e reacdo de Mayer) e antraquinonas

(reacdo de Borntraeger).

5.1.4 Animais de experimentacéo

Foram utilizadas 105 ratas da linhagem Wistar, nuliparas (Rattus norvegicus
Berkenhout, 1769) provenientes da col6nia do Biotério do Centro de Biologia da Reproducéo
(CBR) da Universidade Federal de Juiz de Fora - UFJF com idade de, aproximadamente, 60

dias e massa corporal variando entre 120 a 170g.

5.1.5 Condicdes de criacdo e manutencao dos animais

Os animais foram mantidos no biotério do CBR-UFJF, sendo alojados em gaiolas de
polipropileno, forradas com camas de maravalha (ndo esterilizada), dotadas de cocho para
racdo do tipo peletizada e local para mamadeira com agua filtrada. As gaiolas foram alojadas
em gabinetes climatizados, dispondo de trocas de ar e umidade relativas controladas (40-
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60%). Os gabinetes climatizados estavam localizados em alojamentos com fotoperiodo
controlado de 12h de ciclo claro/escuro, temperatura 22 °C + 2 °C controlada por aparelhos de
ar condicionado. Cada animal recebeu 25g de racdo comercial da marca Nuvilab diariamente

e 4gua filtrada ad libitum.

5.2 Métodos

5.2.1 Delineamento experimental

Foi seguido o protocolo do International Comite for Harmonization — estégio I, (ICH,
2005) com pequenas modificacOes descritas adiante.

Para a avaliacdo da toxicidade reprodutiva e do desenvolvimento embrionéario de
Morus nigra L., noventa animais foram distribuidos aleatoriamente em seis grupos de quinze
ratas cada, compreendendo: [1] T1(EHMn 25mg/Kg); [2] T2(EHMn 50 mg/Kg); [3] T3
(EHMn 75mg/KQ); [4] T4(EHMn 350 mg/Kg); [5] TS(EHMn 700mg/Kg); [6] Controle (agua
destilada). A dose de 700mg/kg foi baseada naquela utilizado por VANONI (2006) e as
demais doses foram a intervalos decrescentes desta concentracao.

Na avaliacdo da atividade estrogénica quinze animais foram distribuidos
aleatoriamente em trés grupos de cinco animais cada: [7] T6 (EHMn 350 mg/Kg); [8]
T7(EHMn 700mg/Kg); [9] Controle (agua destilada) (llustracéo 5).
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lustragdo 5: Delineamento experimental

5.2.2 Toxicidade reprodutiva e do desenvolvimento embrionario

Apb6s 15 dias de tratamento com o EHMn, administrado diariamente por via
intragastrica, as ratas foram acasaladas com machos de fertilidade comprovada (2 fémeas: 1
macho), mantendo os tratamentos até o 14° dia pds-inseminagdo. Foi considerado o primeiro
dia pos-inseminacdo aquele em que se determinou a presenca de espermatozdides no
esfregacgo vaginal (KESHRI et al., 2003), realizado todos os dias, as 8 horas da manhd, desde
o0 inicio do tratamento, sendo o material coletado através do lavado vaginal examinado a
fresco em microscopio optico ( llustracdo 6)

Durante 60 minutos ap0s o tratamento e, posteriormente, uma vez ao dia as fémeas
foram observadas para identificacdo de indicios clinicos de toxicidade: pélos ericados,
estereotipia, hiper ou hipo-atividade no interior da gaiola, diarréia, sialorréia, politria ou

morte, segundo Christian, (2001).



35

No 15° dia de gestacdo os animais foram eutanasiados por exsanguinacdo, mediante
puncdo cardiaca, realizada sob anestesia com Ketamina 2% (10mg/Kg) e Xilasina 5%
(90mg/Kg) por via intraperitoneal. Apos a laparotomia, trato reprodutor feminino, figado, rins
e bago foram removidos e pesados em balanga de precisdo. Quaisquer alteragdes nos 6rgaos
internos eram anotadas. Os ovérios foram pesados e tiveram os corpos liteos contados sob
microscopio estereoscopico. Os cornos uterinos foram seccionados longitudinalmente para
contagem de fetos vivos (batimento cardiaco presente) e mortos. Os fetos e placentas foram
pesados separadamente, obtendo-se o peso médio da ninhada bem como o peso médio da
placenta. Posteriormente, os fetos foram fixados em Bouin por 60 minutos e observados em
microscépio estereoscopico para identificacdo de alteracbes de membros superiores e

inferiores, morfologia da face e verificacdo do fechamento do tubo neural.

llustracéo 6: Coleta de células através do método de esfregago vaginal

Total de fetos vivos, de corpos luteos, niumero de reabsorcdes e total de implantes

foram determinados para célculo das taxas de implantes por grupo (total de implantes / total
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de corpos luteos) x 100; de perdas pré-implantacdo por grupo (100 — taxa de implantacao), e
de perdas pés-implantacdo por grupo [(total de reabsorcdes + total de fetos mortos) / total de
implantes] x 100 (PARKER, 2006).

Durante todo o periodo de tratamento foi feita a estimativa do consumo de ragdo de
todas as ratas pela diferenca de peso da racdo colocada em um dia (25g) e a sobra obtida no
dia seguinte, assim como a verificagdo da massa corporal de cada animal no inicio do
tratamento e, posteriormente, de cinco em cinco dias até a data da eutanasia.

No sangue coletado foi realizado hemograma completo e dosagem de colesterol,
creatinina, Aspartato aminotransferase (AST) e Alanina aminotransferase (ALT).

Para as analises bioquimicas e hematoldgicas, 0 sangue coletado foi separado em dois
tubos, um contendo anticoagulante etilenodiamino-tetracético-dissodico (EDTA K2), marca
Hemstab (laboratério Labtes) e outro sem coagulante.

Nas analises bioquimicas, as amostras sanguineas sem anticoagulante foram
centrifugadas a 3500 rpm durante 10 minutos para a obtencéo do soro. Foram determinados 0s
niveis séricos de AST ou TGO, ALT ou TGP, creatinina e colesterol, utilizando-se o aparelho
analisador bioguimico Labmax Progress (Labtest), por meio de kits comerciais especificos
(Labtest),

No sangue anticoagulado, os valores totais de eritrocitos (Htm), hematdcrito (Htc) e
leucdcitos, a concentracdo de hemoglobina (Hb), assim como os indices hematimétricos
(VGM - volume globular médio, HGM - hemoglobina corpuscular média, CHGM -
concentracdo de hemoglobina corpuscular média), foram mensurados em contador automatico
de células (CELM CC-550).

As andlises bioguimicas e hematologicas foram realizadas no laboratério de

bioguimica do Centro de Biologia da Reproducao — UFJF.

5.2.3 Avaliacdo da atividade estrogénica

Para avaliar o efeito estrogénico os animais foram tratados durante 15 dias
consecutivos, uma vez ao dia por gavagem, sendo determinado a ciclicidade através da
citologia vaginal, obtida por esfregaco vaginal realizado diariamente as 8 horas da manha. No
162 dia os animais foram eutanasiados por sobredose de anestesia com Ketamina 2%
(10mg/Kg) e Xilasina 5% (90mg/Kg) por via intraperitoneal. Ovérios e Utero foram
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removidos e fixados em formol célcio de Baker, incluidos em parafina, seccionados a 5um e
os cortes, corados com Hematoxilina-Eosina. As laminas foram examinadas em microscopio
optico para avaliacdo da morfologia uterina e do ovario. Foram feitas capturas de imagens
usando microscépio de luz acoplado a uma cadmera de video (AxioCam IcC3, Carl Zeiss, Jena
Alemanha). Em cortes transversais do Utero foi medida a espessura do epitélio, utilizando o
software de analise de imagem (AxioVision 4.7 REL Carl Zeiss, Jena, Alemanha) (llustracédo

6). Foram feitas 8 medigdes em cada corte histologico por grupo.

llustracao 7: Corte histologico do utero de rata demonstrando a mensuracéo da altura do epitélio.

5.3 Analise estatistica

Os dados obtidos foram analisados através do teste ANOVA, seguido do teste de
Dunnett. Para dados ndo homocedasticos e sem distribuicdo normal foi usado teste Kruskal-
Wallis, seguido de Mann-Whitney. O nivel de significancia dos testes foi de 0=0,05.

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacio Animal da

Universidade Federal de Juiz de Fora, Minas Gerais, sob o protocolo de n° 048/20009.
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6 RESULTADOS

6.1 Triagem fitoquimica

Na avaliacdo fitoquimica das folhas de Morus nigra L. foi possivel detectar a presenca

de taninos, flavondides, triterpenos/esterdides e cumarinas.

6.2 Avaliacdo da toxicidade reprodutiva e do desenvolvimento embrionario

Os dados obtidos dos animais tratados durante o periodo de pré-inseminacdo e pés-
inseminacdo, mostraram que a administracdo do extrato hidroalcoolico de Morus nigra L. nas
doses de 25mg/kg, 50mg/kg, 75mg/kg, 350mg/kg e 700mg/kg ndo provocaram alteracdo
significativa no ganho de peso corporal (Gréafico 1) e nem interferiram no consumo de ragéo
(Gréfico 2).

Durante os procedimentos experimentais, nenhuma morte, alteracdo da atividade
locomotora, ocorréncia de piloerecdo ou qualquer outro sinal clinico de toxicidade foram

observados nos animais.
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Grafico 1: Ganho de peso de ratas Wistar controle e tratadas durante o periodo de pré-inseminagao e
pos-inseminacdo com extrato hidroalcoolico de M. nigra L. nas concentra¢des de 25mg/kg, 50mg/kg,

75mg/kg, 350mg/kg e 700mg/kg, v.o., N=15.
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Gréfico 2: Consumo de racdo de ratas Wistar controle e tratadas durante o periodo de pré-

inseminacdo e pos-inseminacdo (1-15° dia)

com extrato hidroalcoolico de M. nigra L. nas

concentracdes de 25mg/kg, 50mg/kg, 75mg/kg, 350mg/kg e 700mg/kg, v.o, N=15.
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Nas varidveis maternas das ratas eutanasiadas no 15° dia pés-inseminacdo, ndo foi
observada alteracdo significativa no peso dos ovarios dos animais tratados com o extrato
hidroalcoolico de M. nigra L. quando comparados aos pesos encontrados nos animais do

grupo controle, assim como nos demais 6rgaos internos, figado, rins e bago (Tabela 1).

Tabela 1: Peso de 6rgdos de ratas Wistar controle e tratadas durante o periodo de pré-inseminagéao e
pbs-inseminacdo (1-15° dia) com extrato hidroalcoolico de M. nigra L. nas  concentracdes de
25mg/kg, 50mg/kg, 75mg/kg, 350mg/kg e 700mg/kg, v.0.
Grupos
T1 T2 T3 T4 T5
Varidveis maternas  Controle  (25mg/Kg)  (50mg/Kg)  (75mg/Kg) (350mg/Kg) (700mg/Kg)

Figado:
peso absoluto (g) 7,72+053 7,44+088 752+056 7,79+093 7,55+050 7,17+0,60
peso relativo 401+020 389%+044 394+0,26 398x+0,32 4,01+0,21 392%0,22

*Rim:
peso absoluto (g) 0,75+0,05 0,71+004 073+006 0,75+0,06 0,71+0,05 0,68+ 0,04
peso relativo 039+0,02 0,37+£0,02 0,38%0,03 0,38+0,02 037+£0,02 0,37£0,01

Bagco:
peso absoluto (g) 0,53+0,07 054+009 052+006 053+0,04 047+0,06 0,48+0,06
peso relativo 0,27+0,03 0,28+£0,04 0,27 0,03 0,27+0,02 0,25+0,02 0,26 +0,02

Ovario:
peso absoluto (mg) 32,32 +2,80 30,86+3,81 3156+4,07 30,76+568 30,73+4,68 27,61+ 4,64

Resultados expressos em meédia + desvio padrdo. N = 15. P>0,05 *peso médio do rim
esquerdo e direito.

Os resultados obtidos das anélises bioquimicas e hemograma dos animais eutanasiados
no 15° dia de gestacéo estdo expressos nas tabelas 2 e 3, respectivamente.

Nas analises bioquimicas pode-se observar um aumento significativo nos valores de
ALT dos animais tratados com extrato hidroalcoolico de M. nigra L. na concentracdo de
700mg/kg quando comparado com o grupo controle. Os demais valores encontrados ndo

diferiram significativamente em relagcdo ao grupo controle.
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Tabela 2: Anélise bioquimica sérica de ratas Wistar controle e tratadas durante o periodo de pré-
inseminagdo e pobs-inseminacdo (1-15° dia) com extrato hidroalcoolico de M. nigra L. nas
concentracdes de 25mg/kg, 50mg/kg, 75mg/kg, 350mg/kg e 700mg/kg, v.o.

Grupos
T1 T2 T3 T4 T5

Variaveis Controle  (25mg/Kg) (50mg/Kg) (75mg/Kg) (350mg/Kg)  (700mg/Kg)
C&'Z?ée[‘;' 48414614 5230+831 4733+519 5383+963 4620+327 4593712

AS.T. 111,08 + 139,92 + 133,50 + 125,25 + 102,53 + 127,53 +

(U/L) 16,98 42,81 33,50 25,39 20,29 37,67

A(L'J-/E) 7258 +9,44 79,61+1530 77,33+1308 8116+1059 72,40+931 96,06 + 24,67 *
C(rrfwagt/lglLr;a 050+004 053+008 051+006  050+0,09 054006 0,54 +0,07

Resultados expressos em média + desvio padrdo. N = 15. * p<0,05 em relacédo ao controle
AST — Aspartato aminotransferase; ALT — Alanina aminotransferase

O hemograma ndo revelou alteracdo significativa nos valores analisados entre 0s

animais do grupo controle e tratado com o extrato hidroalcoolico de Morus nigra.

Tabela 3: Hemograma completo de ratas Wistar controle e tratadas do durante o periodo de pré-
inseminacdo e pos-inseminacdo (1-15° dia) com extrato hidroalcoolico de M. nigra L. nas
concentracdes de 25mg/kg, 50mg/kg, 75mg/kg, 350mg/kg e 700mg/kg, v.o.

Grupos
iAvai T1 T2 T3 T4 T5

Variaveis Controle (26mg/Kg)  (50mg/Kg)  (75mg/Kg)  (350mg/Kg)  (700mg/Kg)
Hb (g/dL) 12,73+0,64 12,46+0,61 12,66+0,63 12,26+0,93 1291+0551 12,72+0,80
Htc (%) 38,84+324 39,15+385 3946+451 38,60+578 3948+193 3916+227
Htm 6564000,00 + 6460000,00 + 6664000,00+ 6273400,00+ 6263800,00+ 6319333,33+

(cel/mm?) 334082,96 327283,18 380146,58 486649,4 403862,81 31244351

Leucdcitos 5260,00 + 5173,33 £ 5293,33 £ 5160,00 + 5060,00 + 5266,66 +

(cel/mm?) 1445,09 1061,31 912,19 1633,05 1329,76 924,01

VGM (fL) 59,50+ 4,06 60,62+344 6088+4,00 61,43+509 63,17+3,16 59,77 +6,44
HGM (pg) 19,50+0,70 19,39+0,70 1891+0,92 19,76+154 19,98+0,78 19,99+0,79
CHGM (%) 33,00+£2,32 32,11+186 31,08+281 32,70+4,19 32,12+159 33,84+ 3,00

Resultados expressos em média + desvio padrdo. N = 15. P>0,05
Hb — hemoglobina; Htc — hematdcrito; Htm — eritrocito; VGM - volume globular médio; HGM -
hemoglobina globular média; CHGM - concentracdo de hemoglobina globular média
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Os dados relativos a capacidade reprodutiva das fémeas tratadas durante os 15
primeiros dias de gestacdo com o extrato hidroalcoolico de M. nigra L. ndo demonstraram
alteracdo em relacdo ao grupo controle (Tabela 4). As varidveis expressam o numero total de
corpos luteos, implantes, fetos vivos, reabsor¢des, perdas pré-implantacdo por grupo e 0s
indices de implantacdo, perdas pré-implantacdo e perdas pds-implantacao.

Tabela 4: Numero total de corpos luteos, implantes, fetos vivos, reabsorcdes, perdas pré-implantacéo,
indice de implantacdo, perda pré-implantacdo, perda pos-implantacdo de ratas Wistar controle e
tratadas durante o periodo de pré-inseminacdo e pds-inseminacdo (1-15°—dia) com extrato
hidroalcoolico de M. nigra L. nas concentracbes de 25mg/kg, 50mg/kg, 75mg/kg, 350mg/kg e
700mg/kg, v.o.

Grupos
T1 T2 T3 T4 T5
Variaveis Controle  (25mg/Kg) (50mg/Kg) (75mg/Kg) (350mg/Kg) (700mg/Kg)
Corpos Luteos 176 166 177 166 176 166
Implantes 167 156 167 153 166 152
Fetos Vivos 161 152 163 148 158 144
Reabsorcdes 6 4 4 5 8 8
Perdas pré-implantacéo 9 10 10 13 10 14
94,88 93,97 94,35 92,16 94,31 91,56

Implantacao/grupo (%) - 167/176) (156/166) (167/177) (153/166) (166/176) (152/166)

Perda pré- 511 6,02 5,64 7,83 5,68 8,43
implantacdo/grupo (%)  (9/176)  (10/166)  (10/177)  (13/166)  (10/176) (14/166)

Perda pos- 3,59 2,56 2,39 3,28 4,81 5,26
implantagdo/grupo (%)  (6/167) (4/156) (4/167) (5/153) (8/166) (8/152)

Resultados expressos em média + desvio padrdo. N = 15. P>0,05

As variaveis fetais, nimero médio de fetos vivos por grupo, peso médio de fetos por
ninhada, peso médio placenta por ninhada, dos animais eutanasiados no 15° dia de gestagéo

nédo apresentaram diferencas significativas em relagdo ao grupo controle (Tabela 5).
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Tabela 5: Variaveis fetais, nimero médio de fetos vivos por grupo, peso médio de fetos por ninhada,
peso médio placenta por ninhada, de ratas Wistar controle e tratadas durante o periodo de pré-
inseminacdo e pos-inseminagdo (1-15° dia) com extrato hidroalcoolico de M. nigra L. nas
concentracdes de 25mg/kg, 50mg/kg, 75mg/kg, 350mg/kg e 700mg/kg, Vv.o.

Grupos
T3
T1 T2 T4 T5

Variaveis Controle (25mg/Kg)  (50mg/Kg) (75mg/Kg) (350mg/Kg) (700mg/Kg)

10,73 £ 10,13 10,86 + 9,86 £ 10,53 + 9,40 £
Fetos vivos/grupo 1,22 1,06 0,99 2,13 1,92 1,40

164,56 £ 164,20 £ 166,91+ 162,61 + 167,33 £ 168,55 +
Peso fetos/ ninhada (mg) 12,95 9,42 11,93 7,10 8,91 9,78
Peso placentas/ninhada 140,29 £ 144,82 £ 140,71+ 14041+ 150,72 £ 145,81 +
(mg) 15,42 20,45 15,68 24,27 15,10 22,24

Resultados expressos em média + desvio padrdo. N = 15. P>0.05.

Os fetos que foram fixados em Bouin para anélise, ndo apresentaram malformacdes

externas grosseiras visiveis a olho nu (llustragéo 7).

C T1 T2 T3 T4 T

lustragdo 8: Fetos com 15 dias fixados em Bouin

5

llustracdo 9: Feto com 15 dias fixado em Bouin demonstrando as estruturas observadas na analise
morfoldgica: (a)- pata dianteira (b)-pata traseira (c)-cauda, (d) tubo neural fechado.
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6.3 Avaliacdo da atividade estrogénica

O estudo da citologia vaginal das ratas Wistar obtido por meio da realizacdo diaria do
esfregaco vaginal e identificacdo dos tipos celulares caracteristico de cada fase (proestro:
células epiteliais nucleadas, estro: células queratinizadas) - fase estrogénica e (diestro: células
do tipo leucécitos) - fase progestacional, durante o periodo de pré-inseminacéo, 1-15° dia,
tratadas com o extrato hidroalcoolico de M. nigra L. nas doses de 25mg/kg, 50mg/kg,

75mg/kg, 350mg/kg e 700mg/kg apresentou ciclos estrais normais consecutivos (Tabela 6).

Tabela 6: Porcentagem total das diferentes fases do ciclo estral de ratas Wistar controle e tratadas
durante o periodo de pré-inseminacdo (1-15° dia) com extrato hidroalcoolico de M. nigra L. nas
concentracdes de 25mg/kg, 50mg/kg, 75mg/kg, 350mg/kg e 700mg/kg, v.o., N=15.

Grupos
T1 T2 T3 T4 T5
Variaveis Controle (25mg/kg) (50mg/kg) (75mg/kg) (350mg/kg)  (700mg/Kkg)

Fase Progestacional 55,11% 53,78% 56,44% 56,89% 49,78% 49,78%

Fase Estrogénica 4499%  46,22% 43,56% 43,11% 50,22% 50,22%

Resultados expressos em porcentagem. Teste qui-quadrado p>0,05

Na avaliacdo da atividade estrogénica dos animais utilizando as doses mais elevadas
do extrato de M. nigra, 350 e 700mg/Kg, ndo foram encontradas altera¢cdes morfoldgicas, nem
da ciclicidade vaginal das ratas do grupo tratado em relagéo ao grupo controle. Foi observado
a presenca de ovocitos na tuba uterina nos corte histologicos dos animais tratado 4,
caracterizando uma ovulacéo (llustracéo 9).

Os cortes histolégicos dos ovarios mostraram a presenca de foliculos ovarianos em
todos os estdgios de desenvolvimento e de corpos luteos. Ndo houve sinais de edema,
foliculos cisticos ou ovaocitos retidos (llustracdo 10), além disso, a altura do epitélio uterino
dos animais tratados com o extrato hidroalcoolico nas concentracGes de 350 e 700mg/Kg, se

apresentou semelhante em relagdo ao grupo controle (Tabela 7).
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Tabela 7: Altura do epitélio uterino de ratas Wistar controle e tratados com Morus nigra L. na
concentracdo de 350mg/Kg e 700mg/Kg durante a fase estrogénica e progestacional.

Grupos
Fase Controle T6 (350mg/Kg) T7 (700mg/Kg)
Estrogénica(um) 23,33+ 1,15 23,56 + 1,64 22,88 £ 1,45
Progestacional(um) 14,49 + 1,28 14,13+ 1,29 14,76 £ 1,29

Resultados expressos em média + desvio padrdo. N =5. p>0.05

lustragdo 10: Tuba uterina do animal do grupo tratado com o extrato hidroalcoolico de M. nigra L.
na concentracdo de 350 mg/Kg (T6) demonstrando a presenca de ovacitos (setas). (10x).
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llustracdo 11: Ovario de ratas Wistar durante a fase progestacional (A, B C) e estrogénica (D, E, F)
demonstrando foliculos em diferentes fases de desenvolvimento. Animais do grupo controle (A e D) e
grupo tratado com extrato hidroalcoolico de Morus nigra L. 350mg/Kg (B e E) (T6), tratado com
extrato hidroalcoolico Morus nigra L. 700mg/Kg (C e F) (T7) (10x).
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7 DISCUSSAO

A utilizacdo de plantas medicinais pela populacdo em forma de “chas”, sucos e
fitoterapicos com a finalidade de aliviar sintomas e doencas é muito comum, principalmente a
partir da crenca de que produtos naturais ndo causam efeitos adversos (MONTANARI e
BEVILACQUA, 2002).

Devido as referéncias de uso popular do cha de folhas de Morus nigra no alivio de
manifestacdes de fogacho e de tensdo pré-menstrual, seria possivel supor que entre 0s
componentes das folhas de Morus nigra L. fossem encontradas substancias capazes de exercer
algum efeito estrogénico ou progesterénico e, de fato, a triagem fitoquimica mostrou a
presenca de taninos, flavonoides, triterpenos/esteroides, polifenois e cumarinas. Sabidamente
flavonoides e triterpenos podem ter efeito semelhante ao estrogénio (IBARRETA et al., 2001;
JEFFERSON, 2003), o que poderia justificar o uso popular

A funcdo reprodutiva da fémea foi avaliada através da citologia vaginal, analise
histoldgica de ovarios e histomorfometria do Gtero. Ciclos em que a alternancia entre as fases
ndo siga a sequéncia proestro, estro, metaestro e diestro sdo considerados irregulares ou
anormais (MARCONDES et al., 2002), cornificacdo vaginal persistente, com consequente
aumento na duracdo do ciclo estral, diestro ou estro prolongado, podem ser indicativo de
bloqueio da ovulagdo (EPA, 1996; GOLDMAN et al., 2007).

Utilizando as doses mais elevadas do extrato, ndo foram encontradas alteracdes
morfoldgicas nem da ciclicidade vaginal das ratas, inclusive observou-se ovulagcdo no grupo
tratado 4, conforme pode ser evidenciado pela presenca de dois ovocitos na tuba uterina
(Nustracéo 9). Substéncias quimicas podem atrasar ou impedir a ovulacéo pela desregulacdo
ovulatéria do horménio luteinizante (LH), ou por interferir com a capacidade da maturacéo
folicular (OECD, 1998). Ndo foram observadas diferencas significativas na morfologia geral
dos ovarios, que exibiam foliculos em diversas fases do desenvolvimento, assim como néo
ocorreu alteracdo na morfologia e espessura do epitélio uterino. Dessa forma, sob o ponto de
vista da metodologia empregada no presente trabalho o extrato hidroalcoolico de Morus nigra
nédo parece ter efeito semelhante aos hormonios ovarianos.

Em mamiferos, a fisiologia materna normal € indispensavel para o desenvolvimento
normal do feto e da prole (CHAHOUD et al., 1999), dessa forma a avaliacdo do peso corporal
materno, peso dos 6rgdos e o consumo de alimento sdo dados considerados importantes para a

avaliacdo das condigBes maternas. Além disso, sinais fisicos que indiquem estresse materno
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como pelos ericados, diarréia, sialorréia, pouca deambulacdo nas gaiolas e outros, podem
acarretar alteracdes de cortisona e afetar o desenvolvimento embrionario (CHRISTIAN, 2001;
HOOD e MILLER, 2006; CHERNOFF et al., 2008). Nenhum desses indicios foi observado
entre os animais dos grupos experimentais, indicando a provével auséncia de toxicidade do
EHMDN, observavel pelos indicios clinicos e morfoldgicos.

Os sinais de toxicidade também podem se expressar por alteraces hematoldgicas e
bioquimicas sanguineas. O tratamento com o extrato de M. nigra, de uma forma geral, ndo
induziu modificagbes no perfil hematolégico e bioquimico das ratas. Contudo, foram
registrados aumentos pontuais, porém significativos para a enzima ALT nos animais do grupo
tratado 5. A enzima ALT € um importante marcador da funcao hepatica, estando alterada em
casos de lesbes hepaticas (VIJAYALAKSHMI et al., 2000). A alteracdo dos niveis de ALT
pode ser justificada pelo fato desta enzima, que é essencialmente citoplasmatica, ser
rapidamente liberada para a corrente sanguinea apds a lesdo hepatica, tornando-a um sensivel
marcador de lesdo celular (AL-HABORI et al., 2002; NAOUM, 2009). Assim, o aumento
significativo nos niveis de ALT, apenas no grupo T5, sugere uma possivel acdo hepatotdxica
dos componentes do extrato de Morus nigra. Born et al. (2000) relata que as cumarinas
apresentam uma acdo toxica para o figado. Porém, apesar do aumento significativo dos niveis
de ALT, ndo houve alteracdes significativas na massa relativa e absoluta do figado dos
animais tratados 5, sendo necessario estudos mais detalhados, através de analises histologicas
e de outros marcadores bioquimicos para comprovar estes dados.

Testes de toxicidade reprodutiva sdo realizados a fim de definir os efeitos diretos de
uma substancia quimica no organismo de mamiferos e, devido aos processos reprodutivos que
envolvem a fertilidade e desenvolvimento embriofetal serem de grande complexidade, a
exposicdo a agentes quimicos pode exercer efeitos negativos sobre a reproducdo
(LEMONICA, 2001).

Ercisli e Orhan (2007) relatam que a M. nigra contém elevado conteudo de fenois e de
flavonoides nos frutos, este Gltimo, relacionado a quercetina. Sabe-se que a quercetina tem
afinidade pelos receptores estrogénicos do tipo beta (HAVSTEEN, 2002), que embora
existam em todas as células endometriais, predominam nas células do estroma subepitelial e
estdo comprometidas com a decidualizagcdo (LI e DAVIS, 2007). Tendo-se encontrado
flavonoides no EHMn poderia ser esperada alteracdo do processo de decidualizacéo e,
consequentemente, do desenvolvimento embrionario. Além disso, sabe-se que a alteracdo do

balango hormonal estrogénio/progesterona pode acarretar alteragdes no processo de transito
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tubario do zigoto/embrido, interferindo no momento preciso da implantacdo no endométrio, o
que pode levar a reducao do nimero de embrides/fetos (CROXATTO et al., 1991).

Pelo que pode ser observado, o indice de implantacdo, que € um indicador do sucesso
da implantacédo do blastocisto no endometrio (TYL e MARR, 2006), foi semelhante em todos
0S grupos experimentais, o que indica que ndo deve ter existido modificacdo nas
concentracbes hormonais necessarias ao transito, desenvolvimento e implantacdo do
blastocisto, o que foi corroborado pelo nimero semelhante de reabsor¢des, que sao indicativas
de falhas no desenvolvimento pds-implantagcdo (KALTER, 1980).

Segundo Chahoud et al., (1999), o crescimento normal dos fetos depende da
combinacéo de fatores imunologicos, nutricionais, vasculares, genéticos, endocrinos e fatores
ambientais, sendo que qualquer alteracdo nestes fatores interrompe o crescimento e
desenvolvimento normal do embrido/feto. Como ja foi relatado, ndo foram observadas
alteragBes clinicas indicativas de toxicidade materna, entretanto, o efeito hipoglicemiante
atribuido as folhas M. nigra (ORYAN et al., 2003) e o relato de atividade antineoplasica
conferida aos compostos fendlicos além da habilidade de modificar a expressdo génica
(TAPIERO, 2002; NAKAMURA et al., 2003), poderia causar alguma perturbacdo no
desenvolvimento embrionario. Os dados observados mostram que ndo ocorreram alteracdes
no numero de fetos obtidos, na massa corporal de fetos, no peso de placenta e nem quaisquer
alteracdes na morfologia externa, o que sugere auséncia de efeitos toxicos ou teratogénicos
durante o desenvolvimento embrionario. Tais dados, entretanto, necessitam de confirmacao
por estudos mais detalhados sobre a organogénese e fetogénese, além do desenvolvimento
poOs-natal das crias.

E importante relatar que os flavondides obtidos no extrato hidroalcodlico de Morus
nigra podem estar na forma de heterosideos e a absorc¢ao dos flavonoides glicosilados € baixa
no organismo, necessitando de hidrélise prévia para que, na sua forma aglicona, sejam
absorvidos (DAY et at., 1998; GEE et al., 1998; GRAEFE et al., 2001). Assim sendo, nao se
pode descartar que por uma absorcdo deficiente a interacdo com os receptores de estrogénio
tenha sido insuficiente para causar alteracdes observaveis, devendo novos estudos ser

realizados para esclarecer a questao.
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8 CONCLUSAO

A administracdo oral do extrato hidroalcoolico de Morus nigra L., no modelo
experimental apresentado, ndo demonstrou toxicidade reprodutiva e no desenvolvimento

embrionario, nem evidenciou atividade estrogénica.
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Resumo:

Morus nigra L., conhecida como amoreira, é utilizada na substituicdo da terapéutica da
reposicdo hormonal convencional e também para aliviar sintomas da tensdo pré-menstrual. A
espécie apresenta elevada concentracdo de fenois, flavondides e antocianinas em seus frutos
além de terpendides e esterdides nas folhas. Nenhum estudo relacionado a atividade
estrogénica em animais inteiros, sobre toxicidade reprodutiva e do desenvolvimento
embrionario foi encontrado, sendo este o objetivo desse trabalho. Os animais foram
distribuidos nos grupos controle e tratados com 25, 50 75, 350 e 700mg/Kg do extrato
hidroalcoolico de Morus nigra L. (EHMn), por gavagem. O tratamento ocorreu durante 15
dias consecutivos, mantendo-se durante o acasalamento e até o 14° dia de gestacdo. Esfregaco
vaginal foi realizado diariamente. A massa corporal das fémeas foi anotada a cada cinco dias.
No 15° dia de gestacédo, as fémeas foram eutanasiadas e rins, figado, baco e ovarios foram
removidos e pesados. Foram contados: implantes, reabsorcdes, fetos vivos e mortos. Obteve-
se a massa corporal de fetos e peso de placentas. Através de cortes histoldgicos dos ovarios e
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mensuracdo da altura do epitélio uterino foi avaliado a atividade estrogénica. Ndo foram
encontradas diferencas significativas nas variaveis estudadas, concluindo-se que o EHMn no
modelo experimental apresentado, ndo demonstrou toxicidade reprodutiva e do
desenvolvimento embrionario, nem evidenciou atividade estrogénica
Palavras chave: Morus nigra L., toxicologia, reproducéo, ratas Wistar

1. Introducéo

Morus nigra L. (Moraceae), conhecida como amoreira, amora preta ou negra
(ERCISLI e ORHAN, 2007; WASANO et al., 2009), € encontrada em diferentes regides do
Brasil e se destaca por suas atividades medicinais. Frutos, folhas, cascas e raizes sdo
utilizados como laxante, sedativo, expectorante, refrescante, emoliente, calmante, diurético,
hipoglicemiante, anti-séptico, antiinflamatorio, antioxidante, no tratamento de eczema,
inflamacdo bucal e analgésico em dor de dente, (ERCISLI e ORHAN, 2007). As folhas de
Morus sp. sdo usadas na China como antioxidante, antimicrobiano e antiinflamatério (SONG
et al., 2009), sendo que as de Morus alba L. possuem atividade citotoxica em células
neoplésicas (DAT et al., 2010). Padilha et al., (2010) demonstraram que as folhas de Morus
nigra apresentam atividade antiinflamatoria, hipoglicemiante (ORYAN et al., 2003; ERCISLI
e ORHAN, 2007), além de ter atividade antioxidante (NADERI et al., 2004).

As folhas de Morus nigra tém sido utilizadas popularmente por mulheres no
climatério, na substituicdo da terapéutica da reposicdo hormonal convencional, com efeito
semelhante ao obtido com o uso de estrogénio (SILVA et al., 2003; MIRANDA et al., 2010)
e também para aliviar sintomas da tensdo pré-menstrual. No climatério o uso do preparado
denominado popularmente de “cha” - decocto ou infusdo das folhas - melhora os sintomas da
menopausa (MIRANDA et al., 2010), particularmente os fogachos (CASTRO, 2010) que séo
relacionados a vasodilatacdo subita que leva ao calor e rubor da pele, em especial do rosto.

Estudos experimentais, entretanto, Sdo controversos quanto aos testes usados para
verificar efeito estrogénico em modelos animais ooforectomizados e puberes (VANONI,
2006; BOLZAN, 2008; CASTRO, 2010), porém Silva et al., (2003), avaliando a atividade
estrogénica da infusdo das folhas de Morus sp. em ratas ooforectomizadas, ndo encontrou
efeito estrogénico.

Entre os componentes ativos de espécies do género Morus sp. foram identificados:

acidos graxos, vitamina C, pertencentes ao metabolismo primario das plantas, além de
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fenilflavonoide (morusina), (PETLEVSKI et al., 2001); flavondides (NADERI et al., 2004;
LIN e TANG, 2007; ERCISLI e ORHAN, 2007; PAWLOWSKA et al., 2008; SONG et al.,
2009), compostos fenolicos (ERCISLI e ORHAN, 2007; SONG et al., 2009; KIM et al.,
2010), &cidos organicos (KOYUNCU, 2004), antocianinas, carotendides (DUGO et al., 2001,
HASSIMOTTO et al., 2007), alcaldides (SONG et al., 2009), substancias resultantes do
metabolismo secundario das plantas. Especificamente em Morus nigra foi detectada elevada
concentracdo de fendis e flavondides em seus frutos (ERCISLI e ORHAN, 2007) além de
quatro tipos de antocianinas (PAWLOWSKA et al., 2008), enquanto que nas folhas foi
identificado a presenca terpendides e esterdides, pB-sitosterol (PADILHA et al., 2010).

Nos componentes detectados na espécie ja foram descritas atividades farmacoldgicas
tais como: anticarcinogenicidade atribuida a substancias fendlicas e ao esteroide p-sitosterol,
(TAPIERO et al., 2002; NAKAMURA et al., 2003; AWAD et al., 2005) e a habilidade para
modificar a expressdo génica (TAPIERO, 2002; NAKAMURA et al., 2003). Alguns
flavonoides tém atividade estrogénica demonstrada (OLIVEIRA et al. 1999) como a
quercetina, com ampla aplicacdo farmacoldgica. As antocianinas inibem a Cox-1 e Cox -2
enzimas envolvidas com a sintese de prostaglandinas (SEERAM et al., 2001).

Foram encontrados estudos relacionados ao possivel potencial estrogénico das folhas
de Morus nigra em ratas Wistar puberes (VANONI, 2006) e ooforectomizadas (SILVA et al.,
2003; VANONI, 2006) e tratamento cronico durante 18 semanas em ratas ooforectomizadas
(CASTRO, 2010).

As atividades mencionadas - anticarcinogenicidade, modificacdo de expressao génica,
interferéncia com producdo de prostaglandinas e inducdo de apoptose - e os fitoestrogénios,
embora exercam funcdo importante, podem alterar o processo reprodutivo seja interferindo
com a sintese de horménios ovarianos e a ciclicidade vaginal (fitoestrogénios); com a
proliferacdo celular do embrido (anticarcinogenicidade), com os mecanismos envolvidos na
expressao génica durante todo o desenvolvimento e diferenciacdo do embrido ou com a
producdo de prostaglandinas a ou E, que estdo relacionadas com diversos mecanismos
reprodutivos, entre eles a ovulagdo (PGF2- a) e a implantac¢do do blastocisto (PGE).

N&o foram encontrados na literatura consultada estudos relacionados a atividade
estrogénica das folhas de Morus nigra em fémeas adultas, a toxicidade reprodutiva e a do

desenvolvimento embrionario, sendo este o objetivo desse trabalho.
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2. Material e métodos

A metodologia deste trabalho foi aprovada pelo Comité de Etica em Experimentagio
Animal (protocolo nimero 048/2009-CEEA, Universidade Federal de Juiz de Fora, MG,

Brasil), que segue 0s principios internacionais de ética na experimentacdo animal.

2.1. Preparo do material vegetal

As folhas de Morus nigra L. foram coletadas no Horto Medicinal da Faculdade de
Farmécia e Bioquimica da Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF), em Juiz de Fora/MG
no més de novembro de 2009. A planta foi identificada pelo Prof. Luiz Menine Neto no
herbario Professor Leopoldo Krieger, onde a exsicata encontra-se depositada sob o nimero
CESJ 48362.

O extrato hidroalcoolico de Morus nigra L. (EHMn) foi preparado no Laboratério de
Farmacognosia da Faculdade de Farmécia e Bioquimica da UFJF. Foram tomadas 50 g das
folhas de Morus nigra seca, trituradas e levadas a extracdo com etanol 70% em aparelho de
Soxhlet até o esgotamento total da droga. O extrato obtido foi rotaevaporado até eliminagao
completa do etanol, sendo a solucdo obtida filtrada em algodao para a eliminagcdo completa da
clorofila. A solucédo final alcancada foi utilizada para produzir os extratos nas concentragdes
desejadas.

Para os extratos de concentracdo 25, 50 e 75mg/Kg, foi utilizado a solugdo cuja
concentracdo final foi de 16mg/mL. Na concentracdo de 350mg/Kg, a concentragdo da
solucdo final foi de 50mg/mL e na concentragdo de 700mg/Kg, a solucdo final apresentou

concentracdo de 106mg/mL.

2.2. Triagem fitoquimica

A andlise fitoquimica das folhas de Morus nigra L. foi realizada, segundo Matos
(1997), a fim de verificar a presenca das seguintes classes de produtos do metabolismo
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secundario através de reacdes de identificacdo: flavondides, taninos, cumarinas, heterosideos,

triterpenos/esterdides, saponinas, alcaldides e antraquinonas.

2.3. Animais

Foram utilizadas ratas Wistar nuliparas adultas, com dois meses de idade, pesando
entre 120-170 g, obtidas na col6nia do Biotério do Centro de Biologia da Reproducao
(Universidade Federal de Juiz de Fora), alojadas em gaiolas de polipropileno, cobertas com
camas de maravalha selecionada (ndo esterilizada), dotadas de cocho para racdo do tipo
peletizada e local para mamadeira com agua filtrada. As gaiolas foram mantidas em armarios
climatizados (Alesco, Brasil), localizados em alojamento com temperatura (22 °C £ 2 °C) e
umidade relativa do ar (40-60%) e regime de luz de 12 h claro/12 h escuro. Os animais
receberam 25 g de racdo comercial (Nuvilab) por dia e dgua ad libitum.

2.4. Desenho experimental —Toxicidade reprodutiva e do desenvolvimento embrionério

Foi seguido o protocolo do International Comite for Harmonization — estagio I, (ICH,
2005) com pequenas modificacOes, descritas adiante.

Noventa animais foram distribuidos aleatoriamente em seis grupos de quinze ratas
cada, compreendendo: [1] T1(EHMn 25mg/Kg); [2] T2(EHMn 50 mg/Kg); [3] T3 (EHMn
75mg/KQ); [4] T4(EHMn 350 mg/Kg); [5] T5(EHMn 700mg/Kg); [6] Controle (Agua
destilada). A dose de 700mg/kg foi baseada naquela utilizado por VANONI (2006) e as
demais doses foram a intervalos decrescentes desta concentracao.

Apbs 15 dias de tratamento com o EHMn, administrado diariamente por via
intragastrica, as ratas foram acasaladas com machos de fertilidade comprovada (2 fémeas: 1
macho), mantendo os tratamentos até o 14° dia pés-inseminacdo. Foi considerado o primeiro
dia pés-inseminacdo aquele em que se determinou a presenca de espermatozoOides no
esfregaco vaginal (KESHRI et al., 2003), realizado todos os dias, as 8 horas da manha, desde

o inicio do tratamento.
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Durante 60 minutos ap6s o tratamento e, posteriormente, uma vez ao dia as fémeas
foram observadas para identificacdo de indicios clinicos de toxicidade (pélos ericados,
estereotipia, hiper ou hipo-atividade no interior da gaiola, diarréia, sialorréia, politria ou
morte, segundo Christian, (2001).

A estimativa do consumo de racdo foi feita pela diferenca de peso da ragdo colocada
em um dia (25g) e a sobra obtida no dia seguinte e a massa corporal de cada animal foi obtida
no inicio do tratamento e, posteriormente, de cinco em cinco dias até a data da eutanasia.

No 15° dia de gestagdo os animais foram eutanasiados por exsanguinagdo, mediante
puncdo cardiaca, realizada sob anestesia com Ketamina 2% (10mg/Kg) e Xilasina 5%
(90mg/Kg) por via intraperitoneal. Apos a laparotomia, trato reprodutor feminino, figado, rins
e baco foram removidos e o0s trés ultimos pesados em balanca de precisdo. Os ovarios foram
pesados e tiveram 0s corpos lateos contados sob microscopio estereoscopico. Os cornos
uterinos foram seccionados longitudinalmente para contagem de fetos vivos (batimento
cardiaco presente) e mortos. Os fetos e placentas foram pesados, obtendo-se 0 peso médio da
ninhada bem como o peso médio da placenta. Posteriormente, os fetos foram fixados em
Bouin por 60 minutos e observados em microscopio estereoscopico para identificacdo de
alteracdes de membros superiores e inferiores, morfologia da face e verificacdo do
fechamento do tubo neural.

Total de fetos vivos, de corpos luteos, numero de reabsorcbes e total de implantes
foram determinados para célculo das taxas de implantes por grupo (total de implantes / total
de corpos lateos) x 100; de perdas pré-implantacdo por grupo (100 — taxa de implantacédo), e
de perdas pés-implantacdo por grupo [(total de reabsorcdes + total de fetos mortos) / total de
implantes] x 100 (PARKER, 2006).

2.5. Avaliacgao de efeito estrogénico

Para avaliar o efeito estrogénico quinze animais foram distribuidos aleatoriamente em
um grupo controle (n =5) e dois grupos tratados com o EHMn nas concentragdes de (T6) 350
(n=5) e (T7) 700 mg/kg (n=5), durante 15 dias consecutivos, determinando-se a ciclicidade
através da citologia vaginal, obtida por esfregaco vaginal realizado diariamente as 8 horas da
manhd. No 162 dia os animais foram eutanasiados por exsanguinagdo, mediante puncao

cardiaca, realizada sob anestesia com Ketamina 2% (10mg/Kg) e Xilasina 5% (90mg/Kg) por
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via intraperitoneal. Ovarios e Utero foram removidos e fixados em formol calcio de Baker,
incluidos em parafina, seccionados a 5um e os cortes, coradas com Hematoxilina-Eosina. As
laminas foram examinadas em microscopio Optico para avaliacdo da morfologia uterina e do
ovario. Foram feitas capturas de imagens usando microscopio de luz acoplado a uma camera
de video (AxioCam IcC3, Carl Zeiss, Jena Alemanha). Em cortes transversais do Utero foi
medida a espessura do epitélio, utilizando o software de analise de imagem (AxioVision 4.7
REL Carl Zeiss, Jena, Alemanha) (FIGURA 1). Foram feitas 8 medi¢gdes em cada corte

histoldgico por grupo.

Figura 1: Corte histolégico do Utero de rata demonstrando a mensuragéo da altura do epitélio.

2.6. Analise estatistica

Os dados obtidos foram analisados através do teste ANOVA, seguido do teste de
Dunnett. Para dados ndo homocedasticos e sem distribuicdo normal foi usado teste Kruskal-
Wallis, sequido de Mann-Whitney, o = 0,05.

3. Resultados

a) Triagem fitoquimica
Na avaliagdo fitoquimica das folhas de Morus nigra L. foi possivel detectar a presenca

de taninos, flavondides, triterpenos/esterdides e cumarinas.
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b) Toxicidade reprodutiva e do desenvolvimento embrionario

Durante todo o experimento ndo foi verificada a ocorréncia de mortes e nem
detectados sinais de toxicidade nos grupos experimentais estudados. A estimativa de consumo
de racdo (GRAFICO 1) assim como o ganho de peso corporal (GRAFICO 2) se mostrou

semelhante entre todos os animais dos grupos tratado e controle.
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Grafico 1: Consumo de racdo de ratas Wistar controle e tratadas durante o periodo de pré-
inseminacdo e poés-inseminagdo (1-15° dia) com extrato hidroalcoolico de M. nigra nas
concentracdes de 25mg/kg, 50mg/kg, 75mg/kg, 350mg/kg e 700mg/kg, v.o, N=15.

A avaliacdo da citologia vaginal através dos esfregacos vaginais apresentou-se
semelhante entre 0s grupos experimentais (dados ndo apresentados).

Os cortes histolégicos dos ovarios mostraram a presenca de foliculos ovarianos em
todos os estdgios de desenvolvimento e de corpos lateos. N&o houve sinais de edema,
foliculos cisticos ou ovdcitos retidos (Figura 2). A altura do epitélio uterino dos animais
tratados ndo apresentou alteracdes significativas quando comparadas com o grupo controle:
fase estrogénica (C= 23,33 = 1,15 uym; T6=23,56 + 1,64 pm; T7=22,88 £+ 1,45 pum); fase
progestacional (C=14,49 + 1,28 um; T6=14,13 + 1,29 um; T7= 14,76 + 1,29 um).

A Tabela 1 apresenta os dados do peso absoluto e relativo de figado, rins, bago e
ovarios, enquanto que o total de corpos lUteos, fetos vivos e reabsor¢do; de implantes e perdas

pré e pds-implantagdo, total de fetos vivos e mortos por grupo; o peso médio de fetos e de
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placentas por ninhada esta representado na Tabela 2. Ndao ocorreram alteracdes significativas
para essas variaveis (p>0,05), além de néo ter sido detectada nenhuma malformacéo externa

durante a analise macroscopica dos fetos.
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Grafico 2: Ganho de peso de ratas Wistar controle e tratadas durante o periodo de pré-
inseminagdo e pos-inseminagdo com extrato hidroalcoolico de M. nigra nas concentragdes de
25mg/kg, 50mg/kg, 75mg/kg, 350mg/kg e 700mg/Kkg, v.o., N=15.

Tabela 1: Peso de drgdos de ratas Wistar controle e tratadas durante o periodo de pré-
inseminacado e pds-inseminacdo com extrato hidroalcoolico de M. nigra nas concentracGes de
25mg/kg, 50mg/kg, 75mg/kg, 350mg/kg e 700mg/Kkg, v.o.

Grupos
T1 T2 T3 T4 T5
Varidveis maternas  Controle  (25mg/Kg) (50mg/Kg) (75mg/Kg) (350mg/Kg) (700mg/Kg)

Figado:
peso absoluto () 7,72+0,53 7,44+0,88 7,52+056 7,79+0,93 7,55+0,50 7,17 +0,60
peso relativo 401+0,20 3,89+044 394+0,26 398+0,32 4,01+£0,21 3,92+0,22

*Rim:
peso absoluto (g) 0,75+0,05 0,71+0,04 0,73+0,06 0,75+0,06 0,71+0,05 0,68 0,04
peso relativo 0,39+0,02 0,37+0,02 0,38+0,03 0,38+0,02 0,37+0,02 0,37+0,01

Baco:
peso absoluto (g) 0,53+0,07 0,54+0,09 0,52+0,06 053+0,04 0,47+0,06 0,48+0,06
peso relativo 0,27+0,03 0,28+0,04 0,27+0,03 0,27+0,02 0,25+0,02 0,26+0,02

Resultados expressos em média + desvio padrdo. N = 15. P>0.05 *peso meédio do rim
esquerdo e direito
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Tabela 2: Total de corpos luteos, fetos vivos, implantes e reabsorc¢des, indice de implantacéo,
perda pré-implantacdo, perda pds-implantacdo, média de fetos vivos por grupo, peso médio de
fetos e de placenta por ninhada em ratas Wistar, controle e tratadas durante o periodo de pré-
inseminacado e pds-inseminacdo com extrato hidroalcoolico de M. nigra nas concentracfes de
25mg/kg, 50mg/kg, 75mg/kg, 350mg/kg e 700mg/kg, v.o.

Grupos
T1 T2 T3 T4 T5
Variaveis Controle  (25mg/Kg) (50mg/Kg) (75mg/Kg) (350mg/Kg) (700mg/Kg)
Corpos Luteos 176 166 177 166 176 166
Implantes 167 156 167 153 166 152
Fetos Vivos 161 152 163 148 158 144
Reabsorcoes 6 4 4 5 8 8

\mplantaciolgrupo (%) 9488 9397 9435 9216 9431 9156
plantacaoigrupo o) 167/176) (156/166) (167/177) (153/166) (166/176) (152/166)
Perda pré- 5,11 6,02 5,64 7,83 5,68 8,43
implantagao/grupo (%
implantagdo/grupo (%) (9/176)  (10/166) (10/177) (13/166) (L0/176) (14/166)

Perda pos- 3,59 2,56 2,39 3,26 4,81 5,26
implantagdo/grupo (%) (6/167) (4/156) (4/167) (5/153) (8/166) (8/152)

Fetos Vivos/aruoo 1073+ 1013+ 1086+ 986+ 1053+ 9,40+
grup 1.22 1.06 0,99 213 1.92 1.40
16456+ 16420+ 16691+ 162,61+ 16733+ 16855+

Peso fetos/ ninhada (mg) ™ )'gg 9.42 11,93 710 8.91 9.78

140,29+ 144,82+ 140,71+ 140,41+ 150,72+ 14581 %

Peso placentas /ninhada (mg) ™ 45 4, 20,45 15,68 2427 1510 2224

Resultados expressos em média + desvio padrdo. N = 15. P>0,05
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Figura 2: Ovario de ratas Wistar durante a fase progestacional (A, B C) e estrogénica (D, E,
F) demonstrando foliculos em diferentes fases de desenvolvimento. Animais do grupo
controle (A e D) e grupo tratado com extrato hidroalcoolico de Morus nigra 350mg/Kg (B e
E), tratado com extrato hidroalcoolico Morus nigra 700mg/Kg (C e F).
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Figura 3: Tuba uterina do anial do grupo tratado com o extrato hidroalcoolico de M. nigra
na concentracdo de 350 mg/Kg (T6) demonstrando a presenca de ovacitos (setas) (10x).

4. Discussao

Devido as referéncias de uso popular do cha de folhas de Morus nigra no alivio de
manifestacdes de fogacho e de tensdo pré-menstrual (MIRANDA et al., 2010), seria possivel
supor que entre os componentes das folhas de Morus nigra L. fossem encontradas substancias
capazes de exercer algum efeito estrogénico ou progesteronico e, de fato, a triagem
fitoquimica mostrou a presenca de taninos, flavondides, triterpenos/esterdides, polifendis e
cumarinas. Sabidamente flavondides e triterpenos podem ter efeito semelhante ao estrogénio
(IBARRETA et al., 2001; JEFFERSON, 2003), o que poderia justificar o uso popular.

A funcgdo reprodutiva da fémea foi avaliada através da citologia vaginal, analise
histoldgica de ovarios e histomorfometria do Utero. Ciclos em que a alternéncia entre as fases
ndo siga a sequéncia proestro, estro, metaestro e diestro sdo considerados irregulares ou
anormais (MARCONDES et al., 2002), cornificagdo vaginal persistente, com consequente
aumento na duracdo do ciclo estral, diestro ou estro prolongado, podem ser indicativos de
bloqueio da ovulagao (EPA, 1996; GOLDMAN et al., 2007).

Utilizando as doses mais elevadas do extrato, ndo foram encontradas alteracdes
morfologicas nem da ciclicidade vaginal das ratas, inclusive observou-se ovulagdo no grupo
tratado 6, conforme pode ser evidenciado pela presenca de dois ovdcitos na tuba uterina

(FIGURA 3). Nao foram observadas diferencas significativas na morfologia geral dos ovarios,
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que exibiam foliculos em diversas fases do desenvolvimento, assim como ndo ocorreu
alteracdo na morfologia e espessura do epitélio uterino. Dessa forma, sob o ponto de vista da
metodologia empregada no presente trabalho o extrato hidroalcodlico de Morus nigra néao
parece ter efeito semelhante aos hormdonios ovarianos.

Em mamiferos, a fisiologia materna normal € indispensavel para o desenvolvimento
normal do feto e da prole (CHAHOUD et al., 1999), dessa forma a avaliagdo do peso corporal
materno, peso dos 6rgdos e o consumo de alimento sdo dados considerados importantes para a
avaliacdo das condigdes maternas. Além disso, sinais fisicos que indiquem estresse materno
como pélos ericados, diarréia, sialorréia, pouca deambulagcdo nas gaiolas e outros, podem
acarretar alteracdes de cortisona e afetar o desenvolvimento embrionario (CHRISTIAN, 2001;
HOOD e MILLER, 2006; CHERNOFF et al., 2008). Nenhum desses indicios foi observado
entre 0s animais dos grupos experimentais, indicando a provavel auséncia de toxicidade do
EHMDN, observavel pelos indicios clinicos e morfoldgicos.

Ercisli e Orhan (2007) relatam que a M. nigra apresenta elevado contetido de fenois e
de flavonoides nos frutos, este Ultimo, relacionado a quercetina. Sabe-se que a quercetina tem
afinidade pelos receptores estrogénicos do tipo beta (HAVSTEEN, 2002), que embora
existam em todas as células endometriais, predominam nas células do estroma subepitelial e
estdo comprometidas com a decidualizacdo (LI e DAVIS, 2007). Tendo-se encontrado
flavonoides na triagem fitoquimica de M. nigra poderia ser esperada alteracdo do processo de
decidualizacéo e, consequentemente, do desenvolvimento embrionério. Além disso, sabe-se
que a alteragdo do balango hormonal estrogénio/progesterona pode acarretar alteraces no
processo de transito tubario do zigoto/embrido, interferindo no momento preciso da
implantacdo no endométrio, o que pode levar a reducdo do numero de embrides/fetos
(CROXATTO etal., 1991).

Pelo que pode ser observado, o indice de implantacdo, que é um indicador do sucesso
da implantacéo do blastocisto no endométrio (TYL e MARR, 2006), foi semelhante em todos
0S grupos experimentais, o que indica que ndo deve ter existido modificacdo nas
concentragfes hormonais necessarias ao transito, desenvolvimento e implantacdo do
blastocisto, o que foi corroborado pelo numero semelhante de reabsor¢oes, que sdo indicativas
de falhas no desenvolvimento pos-implantacdo (KALTER, 1980).

Segundo Chahoud et al., (1999), o crescimento normal dos fetos depende da
combinacéo de fatores imunologicos, nutricionais, vasculares, genéticos, endocrinos e fatores
ambientais, sendo que qualquer alteracdo nestes fatores interrompe o crescimento e

desenvolvimento normal do embrido/feto. Como ja foi relatado, ndo foram observadas
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alteragdes clinicas indicativas de toxicidade materna, entretanto, o efeito hipoglicemiante
atribuido as folhas M. nigra (ORYAN et al., 2003) e o relato de atividade antineoplasica
conferida aos compostos fendlicos além da habilidade de modificar a expressao génica
(TAPIERO, 2002; NAKAMURA et al., 2003), poderia causar alguma perturbacdo no
desenvolvimento embrionario. Os dados observados mostram que ndo ocorreram alteraces
no numero de fetos obtidos, na massa corporal de fetos, no peso de placenta e nem quaisquer
alteracdes na morfologia externa, o que sugere auséncia de efeitos toxicos ou teratogénicos
durante o desenvolvimento embrionario. Tais dados, entretanto, necessitam de confirmacao
por estudos mais detalhados sobre a organogénese e fetogénese, além do desenvolvimento
pos-natal das crias.

Além disso, os flavondides obtidos no extrato hidroalcoodlico de Morus nigra podem
estar na forma de heterosideos e a absorcdo dos flavondides glicosilados é baixa no
organismo, necessitando de hidrolise prévia para que, na sua forma aglicona, sejam
absorvidos (DAY et at., 1998, GEE et al., 1998, GRAEFE et al., 2001). Consequentemente,
pode ser que uma absorcao deficiente tenha resultado na pouca ou nenhuma interacdo com 0s
receptores estrogénicos.

Em conclusdo, o extrato hidroalcodlico de Morus nigra, no modelo experimental
apresentado, ndo demonstrou toxicidade reprodutiva e no desenvolvimento embrionario, nem

evidenciou atividade estrogénica.
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