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RESUMO

Diabetes mellitus ¢ uma doenga cronica caracterizada por hiperglicemia provocada pelo
defeito absoluto ou relativo na producgéo e/ou acdo da insulina. Durante a gestacao, a
hiperglicemia pode levar a complicacbes maternas e fetais, gerando anormalidades
metabdlicas e reprodutivas. Dessa forma, buscam-se alternativas para tratar o diabete e
prevenir suas complicagdes, e uma dessas alternativas é o uso de plantas medicinais,
como a Morinda citrifolia (familia Rubiacea), conhecida popularmente como Noni.
Portanto, 0 objetivo deste trabalho foi investigar os efeitos do tratamento do extrato
aquoso de M. citrifolia na prenhez de ratas com diabete moderado. Para a realizacdo do
trabalho, ratas Wistar normoglicémicas foram acasaladas e o diabete foi induzido em
fémeas 24 horas ap0s 0 nascimento por meio da administracdo intravenosa de
estreptozotocina na dose de 100 mg/kg, os animais dos grupos nao diabéticos receberam
tampéo citrato. Aos 110 dias de vida foi realizado o teste oral de tolerancia a glicose
(TOTG) e as ratas que apresentaram dois pontos acima de 140 mg/dL com limite
méaximo de 300 mg/dL na curva foram consideradas com diabete de intensidade
moderada, para compor 0s grupos nao diabéticos as ratas tiveram que apresentar pontos
de glicemia inferiores a 140 mg/dL. Em seguida, as ratas foram acasaladas e
randomizadas para comporem 0s grupos experimentais: Ndo-diabético — Ratas tratadas
com agua; Nao-diabético Tratado — Ratas tratadas com a planta; Diabético - Ratas
diabéticas tratadas com &gua; Diabético Tratado — Ratas diabéticas tratadas com a
planta. O tratamento foi realizado por via oral, diariamente durante toda a prenhez, com
0 extrato aquoso do fruto de M. citrifolia na dose de 750 mg/kg. A glicemia foi medida
semanalmente e 0 TOTG foi realizado novamente no 17° dia de prenhez. No 21° dia de
prenhez as ratas foram anestesias com tiopental sodico e foi realizada laparotomia para
retirada do Utero e dos fetos. Além disso, foram coletadas as placentas e o0 sangue
materno para a realizacdo das analises imunoldgicas e o leucograma, respectivamente.
Os resultados mostraram que o tratamento com a planta ndo melhorou o metabolismo
glicémico. Contudo, foi observada diminuicdo na concentracdo das citocinas
interleucina-6 (IL-6), interferon-gama (IFN-y) ¢ fator de necrose tumoral alfa (TNF-a),
no numero de implanta¢des, no ganho de peso materno e fetos com morfologia normal e
aumento nas taxas de perda pré-implantacdo no grupo N&o-diabético Tratado
comparado ao grupo Nao-diabético. O grupo Diabético Tratado apresentou aumento das
citocinas IFN-y, TNF-a e interleucina-10 (IL-10) comparadas ao grupo N&o-diabético
Tratado e aumento de perda pré-implantacdo em relacdo ao grupo N&o-Diabético.
Todos 0s grupos apresentaram aumento de anomalias viscerais comparadas ao grupo
ndo-diabético. Portanto, pode-se concluir que o tratamento com o extrato aquoso de M.
citrifolia na dose de 750 mg/kg administrada durante a prenhez alterou pardmetros
maternos e imunoldgicos, podendo ser prejudicial na gestacéo.

PALAVRAS-CHAVE

Rubiacea, noni, anomalias viscerais, perda pré-implantagéo.



ABSTRACT

Diabetes mellitus is a chronic disease characterized by hyperglycemia resulting of
absolute or relative defect in the production and/or action of insulin. During pregnancy,
hyperglycemia can cause maternal and fetal complications, leading to metabolic and
reproductive abnormalities. Consequently, alternatives are sought to treat diabetes and
prevent their complications, and one of these alternatives is the use of medicinal plants,
such the Morinda citrifolia (Rubiaceae family), known as Noni. Therefore, this study
sought to investigate the effects of treatment with the aqueous extract of M. citrifolia on
pregnancy in rats with mild diabetes. For this study, normoglycemic Wistar rats were
mated, diabetes was induced in females 24 hours after birth by intravenous
administration of streptozotocin at the dose of 100 mg/kg, animals from the non-
diabetic groups received citrate buffer. At 110 days of age, the oral glucose tolerance
test (OGTT) was performed in the rats, and those with two points above 140 mg/dL
(with a maximum limit of 300 mg/dL) were classified as mild diabetes. For the non-
diabetic groups, the rats hads glycemia points lower than 140 mg/dL. After that, the rats
were mated and randomized to compose the experimental groups: Non-diabetic: rats
treated with water; Non-diabetic Treated: rats treated with the plant; Diabetic: diabetic
rats treated with water; Diabetic Treated: diabetic rats treated with the plant. The
treatment was performed daily and orally throughout the pregnancy, with the aqueous
extract of the M. citrifolia fruit at the dose of 750 mg/kg. Blood glucose was measured
weekly and OGTT was performed again on the 17th day of pregnancy. On the 21st day
of pregnancy the rats were anesthetized with sodium thiopental and performed a
laparotomy to remove the uterus and fetuses. In addition, placentas and maternal blood
were collected for immunological analysis and leukogram, respectively. The results
showed that treatment with the plant did not improve glycemic metabolism. However,
when comparing the groups Non-diabetic Treated and Non-diabetic, it was observed
that rats receiving treatment experienced a decrease in the concentration of interleukin-6
(IL-6), interferon-gamma (IFN-y ) and tumor necrosis factor alpha (TNF-a)), number of
implantations, maternal weight gain and fetuses with normal morphology and increase
in preimplantation loss rates. The Diabetic Treated group showed an increase in IFN-y,
TNF-o and interleukin-10 (IL-10) cytokines compared to the Non-diabetic Treated
group and increased of pre-implantation loss compared to the Non-Diabetic. All groups
presented increased of visceral abnormalities compared to the Non-diabetic group.
Therefore, it can be concluded that the treatment with the aqueous extract of M.
citrifolia at the dose of 750 mg/kg administered during pregnancy altered maternal and
immunological parameters and could be harmful during pregnancy.

KEY WORDS

Rubiacea, noni, visceral anomalies, preimplantation loss.
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1. INTRODUCAO

1.1 O diabete

O Diabetes mellitus (DM) é uma doenca cronica e complexa, caracterizada pela
reducdo do controle glicémico, ocasionada pela deficiéncia na producédo de insulina pelo
pancreas ou pela ineficicia do corpo em utilizar a insulina produzida. O
acompanhamento médico e o autocuidado sdo imprescindiveis para prevenir
complicagdes agudas e riscos a longo prazo (AMERICAN DIABETES
ASSOCIATION, 2016; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2016).

O diabete ¢ um importante problema de saude publica e sua prevaléncia tem
aumentado nas ultimas décadas. Estima-se que em 2014 haviam 422 milhdes de adultos
com a doenca em todo o mundo e em 2040 acredita-se que este percentual aumentara
para 642 milhdes, sendo que 1 em cada 10 adultos apresentara a doenca. A taxa de
mortalidade também tem se mostrado alta. Em 2012, 1,5 milhdes de pessoas morreram
em decorréncia da doenca, sendo o0 numero de Obitos maior em paises de baixa renda
com menores condicdes de tratamento. Os fatores de risco como sedentarismo,
sobrepeso e obesidade tém sido associados ao aumento dos indices do diabete
(INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2015; WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2016).

No Brasil hd um grande nimero de pessoas com DM, chegando a 14 milhdes em
2015 e estima-se que em 2040 este indice chegara a 23 milhGes de pessoas. O indice de
criangcas com diabete também ¢é alto, chegando a ser o terceiro pais no mundo com o
maior nimero de criangas com diabete tipo 1 (DM1), sendo que 0s primeiros paises sdo
os Estados Unidos e a India (INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2015).

O impacto econémico global do diabete sobre o sistema de salde é amplo, ndo
se restringindo somente a custos médicos e medicamentos, mas também gastos
relacionados a prevencdo, perda de produtividade, mortalidade prematura, além do
impacto negativo sobre o produto interno bruto (PIB) dos paises, resultando em custos
indiretos associados a doenca (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2016). Com
base em estudos, estima-se que o custo anual com o DM no mundo ultrapasse 825
bilhGes de dblares, sendo que mais da metade dos custos recaem sobre paises de baixa e
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média renda (SEURING et al., 2015; NCD RISK FACTOR COLLABORATION,
2016).

Segundo a Associacdo Americana de Diabetes (2016), o diabete é classificado
em quatro tipos: DM1, Diabete tipo 2 (DM2), Diabetes mellitus gestacional (DMG) e
outros tipos especificos de diabete. O DM1 é decorrente em geral, da destrui¢do
autoimune das células B pancreaticas, levando a uma absoluta deficiéncia de insulina e,
em alguns casos, acarretando em um quadro de cetoacidose. Os mecanismos que
desencadeiam a destruicdo dessas células ainda sdo incertos, mas a predisposi¢cdo
genética e fatores ambientais podem estar envolvidos (INTERNATIONAL DIABETES
FEDERATION, 2015).

O DM2 abrange os individuos que possuem relativa deficiéncia de insulina e/ou
que nédo conseguem utilizar a insulina produzida pelo corpo de forma eficaz. Na maioria
dos casos a doenca é assintomatica, podendo retardar o diagnostico, o tratamento e
ampliar suas complicacdes. E o tipo de diabete que mais vem crescendo mundialmente,
representando aproximadamente 90% do diagndstico de todos os pacientes diabéticos
(SEURING et al., 2015; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2016).

Em outros tipos especificos de diabete estdo incluidas as sindromes
monogénicas do diabete (diabete neonatal), diabete de maturidade com inicio na
juventude (MODY), diabete induzida por produtos quimicos e medicamentos
(glicocorticoides e tiazidicos) e doenca do pancreas exocrino (AMERICAN DIABETES
ASSOCIATION, 2016).

O DMG por muitos anos foi definido como qualquer grau de intolerancia a
glicose com primeiro reconhecimento durante a gestagdo, porém essa definicdo foi
considerada muito imprecisa. Dessa forma, a partir de 2015 passou a considerar DMG
como o diabete diagnosticado no segundo e terceiro trimestre da gestagdo, ndo sendo
claramente caracteristico do DM1 ou DM2 (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION,
2016).

1.2 Bindmio diabete e gravidez

O DM € uma doenca antiga, tendo seus primeiros relatos em papiros egipcios de
1500 a.C. Contudo, a primeira descri¢cdo da associagéo entre diabete e gravidez ocorreu
em 1824 na Alemanha, onde foi relatado polidpsia e glicoslria materna e macrossomia
fetal. Até 1922, antes da descoberta da insulina, era comum a infertilidade em mulheres

diabéticas, sendo descritas diversas causas para o problema. Apos a descoberta da
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insulina, houve um aumento de gestacdes em mulheres diabéticas (NEGRATO &
GOMES, 2013).

O diabete é uma das complicacdes mais comuns durante a gestacdo, podendo
gerar riscos tanto para a mae quanto para o recém-nascido. Os riscos maternos incluem
cetoacidose diabética, suscetibilidade a infecgdes, aumento do risco de pré-eclampsia e
pode acarretar em alteracdes no fluxo uterino placentario, resultando em restri¢cbes nas
trocas maternas e fetais. Além disso, a presenca do DMG pode levar ao
desenvolvimento de DM2 ap6s o periodo de gestacdo (PIETRYGA et al., 2005;
KAMANA et al., 2015; AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2016).

As complicacBes mais comuns em recém-nascidos que foram expostos ao
diabete sdo defeitos congénitos no nascimento, macrossomia devido a hiperinsulinemia
fetal resultante da hiperglicemia materna, nascimentos prematuros e morte fetal
intrauterina (HAWRYLUK et al., 2015). Além disso, a exposi¢do intrauterina ao
diabete pode acarretar riscos futuros para 0s recém-nascidos, como hipertensdo,
obesidade e desenvolvimento do DM2 (BLUE et al., 2015).

Os mecanismos moleculares e celulares da embriopatia diabética ainda nao estéo
claros (WENTZEL et al., 2008). Desta forma, aumentou-se 0 interesse em pesquisar a
associacdo entre o diabete materno e malformacdes fetais, sendo que muitos estudos
tém sido realizados em animais. As pesquisas utilizando ratas com diabete induzido
quimicamente relataram mortes no periodo embrionario (reabsor¢des) e aumento de
malformagdes fetais, ambas decorrentes da hiperglicemia (DAMASCENO et al., 2002;
AL GHAFLI et al., 2004; DAMASCENO et al., 2011). Também foi observado o
aumento de fetos considerados pequenos para a idade de prenhez, alteragdes nas trocas
materno fetais e no fluxo uteroplacentario (AERTS & VAN ASSCHE, 2003;
VOLPATO et al., 2015).

1.3 Diabete em modelos experimentais

Os estudos relacionando os mecanismos responsaveis pelas mudancas causadas
pelo diabete em seres humanos séo limitados, pois alem das razdes éticas, ha um grande
nimero de varidveis ndo controlaveis, tais como comportamento alimentar, nutri¢do,
fatores socioecondmicos e fatores genéticos. Assim, ha uma necessidade de modelos
experimentais apropriados para a realizacdo de pesquisas (LOPEZ-SOLDADO &
HERRERA, 2003). A utilizacdo de animais para estudos experimentais tem sido

crescente, principalmente nos estudos envolvendo drogas, vacinas e investigacdo de
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diagnédstico de doencas. Roedores (ratos e camundongos) tém sido os animais mais
utilizados para essas finalidades (BAUMANS, 2004). Porque usar roedores falar dos
limites e vantagens

Existem diversos métodos para a inducdo do diabete em modelos experimentais,
porém a aloxana e a estreptozotocina (STZ) sdo as substancias quimicas diabetogénicas
mais utilizadas. Ambas sdo drogas citotoxicas seletivas para as células beta
pancreaticas, mas agem por vias diferentes para produzir radicais livres que induzem a
morte celular (LENZEN, 2008). A aloxana é um derivado de pirimidina que impede a
secrec¢do de insulina e provoca o estado diabético pela inibicdo da glicoquinase (sensor
de glicose da célula beta), e pela inducdo da formacédo de espécies reativas do oxigénio
(ROS), que resultam na necrose das células beta pancreaticas. Embora a aloxana possa
induzir o diabete, sua seletividade ndo tem se mostrado satisfatdria, além disso, ela é um
componente instavel, tem sua dose de efeito proxima a dose letal e por ter grande
variabilidade no efeito diabetogénico, leva a uma maior morte de animais e dificulta a
inducdo do diabete (SZKUDELSKI, 2001; LENZEN, 2008; RADENKOVIC et al.,
2016).

A inducdo do diabete utilizando a STZ pode ser feita de diversas formas,
dependendo da dose, via de administracdo, espécie e a idade do animal utilizado
(DAMASCENO et al., 2013a). A STZ é um composto derivado do metabolismo da
bactéria Streptomyces achromogenes utilizado para induzir o modelo severo do diabete
(glicemia superior a 300 mg/dL) e o quadro moderado (glicemia entre 120 e 300 mg/dL)
(DAMASCENO et al., 2013a). Além de destruir as células beta pancreéticas
seletivamente, também prejudica a sinalizacdo do metabolismo mitocondrial das células
beta, inibindo a secre¢do de insulina induzida pela glicose. O uso da STZ para provocar
o diabete grave ja é bem caracterizado e sua faixa de efeito ndo é tdo estreita como no
caso da aloxana (SZKUDELSKI, 2001; WARD et al., 2001; LENZEN, 2008; SAITO et
al., 2010).

Para mimetizar as concentracdes glicémicas relacionadas ao DM2 e ao DMG em
modelos animais, utiliza-se a indugdo por STZ em diferentes doses no periodo neonatal,
desenvolvendo na fase adulta uma hiperglicemia de leve a moderada e gerando um
quadro de resisténcia a insulina (PORTHA et al., 1974; SINZATO et al., 2009; SAITO
et al., 2010; SINZATO et al., 2012; DAMASCENO et al., 2013a; SANTOS et al.,
2015). Apesar dos diversos estudos envolvendo o diabete moderado, os resultados

obtidos sdo divergentes no que se refere a glicemia, insulina, performance reprodutiva
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materna, presenca de macrossomia fetal e peso das placentas. Além disso, pouca
atencdo € dada ao papel de mediadores imunoldgicos, como citocinas, durante a

gestacdo nos modelos de diabete induzido experimentalmente.

1.4 Imunologia no diabete e na gestacao

No periodo gestacional o organismo materno sofre diversas transformacoes,
incluindo o perfil imunoldgico que precisa se adaptar a presenca do feto. O sistema
imunoldgico estd em intimo contato com as células e os tecidos do feto semi-alogénico,
que possui 50% do material genético paterno. Desta forma, ha mecanismos especificos
gue modulam o sistema imunolégico materno para que ndo haja rejeicdo do feto
(HVIID, 2006). Alguns mecanismos sdo sugeridos para que o feto ndo seja rejeitado,
como a separacdo anatomica do feto, a imaturidade antigénica fetal, a baixa resposta
imunoldgica da mde e a tolerdncia imunoldgica. Os mecanismos para que haja a
tolerancia ao feto sdo muitos, podendo agir a distancia ou localmente na placenta, e se
modificam de acordo com o desenvolvimento embrionario (THELLIN & HEINEN,
2003; AAGAARD-TILLERY et al., 2006).

Na gestacdo ha a participacdo de células da imunidade inata e adquirida, sendo
importantes tanto para o desenvolvimento da gestacdo quanto para a protecdo materna e
fetal contra possiveis patdgenos (YEH, et al., 2003; MOR & CARDENAS, 2010). Em
geral, no periodo gestacional € comum se observar aumento da contagem de leucocitos,
principalmente no nimero de granuldcitos, que é decorrente do aumento dos niveis de
estrogeno (BAIN & ENGLAND, 1975; FAAS, et al., 2003). Ja na imunidade
adaptativa, o papel dos linfocitos é essencial, pois secretam citocinas que serdo
responsaveis pelo desenvolvimento da gestacdo (CHAOUAT et al., 2004;
ERLEBACHER, 2013).

Durante a gestacdo, uma elevada quantidade de citocinas e células imunes se
encontram na decidua, como os macrofagos, as células Natural Killer (NK) e as células
T reguladoras (Treg). No primeiro trimestre da gestacdo, células NK, células dendriticas
e macrofagos se acumulam ao redor das células trofoblasticas invasoras e uma elevada
concentracdo de células T helper 1 (Thl) e citocinas pro-inflamatérias como a
interleucina 6 (IL-6), interleucina 8 (IL-8), interferon gama (IFN-y) e o fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a) estdo envolvidos no processo de implantacdo e placentagdo. Para
garantir todas as mudancas no ambiente uterino, é necessdria uma forte resposta

inflamatoria para ocorrer uma reparagdo adequada do epitélio do Gtero e a remocéo de
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detritos celulares (ASHKAR et al., 2003, DEKEL et al., 2010; MOR & CARDENAS,
2010).

No segundo e inicio do terceiro trimestre de gestacéo, a placenta e o feto estéo
em harmonia, h4& um crescimento e desenvolvimento répido do feto e a resposta
imunoldgica predominante é anti-inflamatéria (MOR & CARDENAS, 2010). Os
linfécitos T helper 2 (Th2) secretam interleucina 4 (IL-4) e interleucina 10 (IL-10) que
diminuem a resposta de linfocitos Thl, e consequentemente, das citocinas pro-
inflamatorias, dessa forma, criam um ambiente favoravel para a evolucdo gestacional
(CHATTERJEE et al., 2014). Na ultima fase da gestacdo, o feto ja estd desenvolvido,
assim, o parto ocorre por meio de um processo inflamatorio, com um influxo de células
imunes no miométrio, tendo elevadas concentracfes de interleucina 1 (IL-1), IL-6 e
TNF-a. O ambiente pré-inflamatério promove a contracdo do Utero, a rejeicdo da
placenta e a expulséo do feto (BOWEN et al., 2002; MOR, 2008).

Durante muito tempo os hormdnios produzidos durante a gestacdo foram
considerados 0s principais responsaveis pelo aumento da resisténcia a insulina.
Entretanto, estudos tém mostrado que as citocinas também podem causar alteracfes na
via da glicose em gestantes (RYAN & ENNS, 1988; ATEGBO et al., 2006; GOMES et
al., 2013). Os mediadores pro-inflamatérios, como a proteina C-reativa (PCR), TNF-a,
IL-6, IL-8 e a leptina sdo capazes de interferir na sinalizacdo da insulina, podendo
contribuir para o0 aumento da resisténcia a insulina e levar a alteragdes no metabolismo
da glicose (LAPPAS et al., 2005; ATEGBO et al., 2006; KUZMICKI et al., 2009).

A relagdo do TNF-a com a hiperglicemia em mulheres gravidas tém sido
amplamente descritas (PANTHAM et al., 2015). Os estudos sugerem que esta citocina,
além de inibir a sinalizacdo da insulina, também diminui a expressdo de moléculas
reguladoras no metabolismo da insulina (MOLLER, 2000; KIM et al., 2001; MORELI
et al., 2015). Um estudo de meta-analise associando o DMG e a concentragdo de TNF-a
mostrou que ocorreu uma elevada concentragcdo de TNF-a no soro de mulheres com
DMG quando comparadas a gestantes ndo diabéticas (XU et al., 2014). MORELI et al.
(2015) tambem confirmaram aumento de TNF-a no soro de gestantes com DMG, porém
a concentracdo desta citocina foi mais alta em tecidos placentarios de gestantes com
DM2. A IL-6 também tem sido apontada como um dos agravantes nas gestacGes
complicacdes pelo diabete. Em pessoas ndo gestantes, essa citocina tem sido associada
ao aumento do indice de massa e gordura corporal, como um possivel mediador da

obesidade cronica e inflamagdes com resisténcia a insulina. Foi documentado
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concentracOes séricas aumentadas de IL-6 durante a gestagédo e apds o parto de mulheres
diabéticas (MORISSET et al., 2011).

A IL-10 é considerava um modulador e supressor da resposta imunoldgica
materna para a tolerdncia do semi-enxerto fetal (THAXTON & SHARMA, 2010).
KUZMICKI et al. (2008) observaram diminuicdo na concentracdo de IL-10 em
mulheres com DMG. Por outro lado, foi identificada um aumento sérico de IL-10 em
gestacbes normais quando comparadas as de risco (WU et al.,, 2001). Em ratas
diabéticas prenhes, a IL-10 parece ser responsavel pelo desenvolvimento placentério e
por mudancas no organismo embrionario e fetal (SINZATO et al., 2011). O aumento de
citocinas pro-inflamatdrias sem a contra-regulacdo de IL-10 (para desempenhar um
papel na inflamacdo e no estado de resisténcia a insulina) pode resultar em diversas

disfunc@es bioldgicas durante a gravidez (MORELI et al., 2015).

1.5 O uso de plantas medicinais no tratamento do diabete

Para o tratamento do DML1 é indicado o uso de insulina, j& para 0 DM2 sdo
utilizados hipoglicemiantes orais, porem modificages no estilo de vida, incluindo dieta
e exercicios fisicos tém se mostrado eficiente ndo s6 no tratamento da doenca,
auxiliando na regulacdo da glicemia, mas também como um mecanismo de prevencao
do diabete (FOWLER, 2007; AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2016). Apesar
do progresso dos hipoglicemiantes para o tratamento do diabete, ainda existem
limitacbes nas drogas sintéticas para atingir o controle glicémico perfeito. Assim,
buscam-se novas alternativas para tratar o diabete e prevenir suas complicagfes, e uma
delas € o uso de plantas medicinais (DAMASCENO & VOLPATO, 2008;
ARUMUGAM et al., 2013).

O uso de plantas medicinais para o tratamento de enfermidades vem desde 0s
tempos antigos, tendo seu inicio empirico, visto que ndo havia informag@es suficientes a
respeito do poder curativo das plantas. Com o passar dos anos, 0 uso terapéutico das
plantas foi sendo difundido, abandonando o quadro empirico e baseando-se em estudos
cientificos. O uso de plantas medicinais tem desempenhado um papel essencial na
descoberta de novas terapias para doencas, incluindo agentes hipoglicemiantes para o
tratamento do diabete, como Phyllantus amarus, Ocimum sanctum e Ficus carica
(VOLPATO et al., 2002; JUNG et al., 2006; PETROVSKA, 2012).

Nos paises em desenvolvimento, onde a medicina convencional ndo esta

totalmente disponivel, € comum o uso de plantas medicinais para tratar o diabete e suas
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complicacdes (ARUMUGAM et al., 2013). Algumas plantas utilizadas pela populagado
tiveram o efeito hipoglicemiante e antidiabético confirmado em estudos com seres
humanos e animais (DAMASCENO & VOLPATO, 2008). Contudo, embora as plantas
medicinais sejam consideradas menos prejudiciais em relacdo as drogas sintéticas, ndo
se pode valida-las como eficazes e seguras, pois elas ndo estdo livres de toxicidade e
efeitos adversos (DE SMET et al., 2004; VOLPATO et al., 2008; ARUMUGAM et al.,
2013). Dessa forma, estudos aprofundados sdo necessarios para verificar se 0s
beneficios de sua utilizagcdo superam os riscos.

Sabe-se que é comum o uso de plantas medicinais pelas gestantes (ARAUJO et
al., 2016), embora varios cuidados devam ser tomados na sua utilizacdo, pois nédo
existem dados suficientes sobre seus efeitos sobre o organismo materno e fetal
(OLIAEE et al., 2014; ARAUJO et al., 2016). A atencdo deve ser direcionada também
para a utilizacdo de plantas conhecidas popularmente como hipoglicemiantes, pois
estudos envolvendo o uso de plantas no diabete e na gestacdo sdo escassos, podendo
acarretar danos tanto para a mae quanto para o feto (VOLPATO et al., 2017). Dentre as
plantas utilizadas pela populagdo como hipoglicemiante, que ainda ndo foram testadas
no bindmio diabete e prenhez, estad a Morinda citrifolia.

1.6 Morinda citrifolia

A M. citrifolia € um arbusto, pertencente a familia das Rubiaceae, sendo
conhecida popularmente como “Noni”. E uma planta nativa do sudeste da Asia, sendo
utilizada na medicina tradicional na Polinésia ha mais de 2000 anos. E cultivada em
diversos lugares como India, Polinésia e na América do Sul (SERAFINI et al., 2011).
Seus frutos sdo ovais, possuem um aspecto de relevo e variam sua coloracdo de verde e
amarelo para quase branco, quando amadurecido (Figura 1). Partes da planta como
folhas, casca das raizes e principalmente o fruto sdo consumidos como sucos e
utilizados como medicamentos para o tratamento de diversas doengas por comunidades
em todo o mundo (MCCLATCHEY et al., 2002; CHAN-BLANCO et al., 2006).
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Figura 1 - Fruto de M. citrifolia.

Fonte: Da autora

Em alguns paises da Europa, nos Estados Unidos e no Japdo had um consumo
elevado deste fruto e seus produtos sdo processados como capsulas, chas e sucos e
comercializados como suplemento alimentar em lojas de alimentos saudaveis,
supermercados especializados em alimentos naturais e na internet (EUROPEAN
SCIENTIFIC COMMITTEE ON FOOD, 2002; CHAN-BLANCO et al., 2006;
FRANCHI et al.,, 2013). No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) proibe a comercializagdo do fruto tanto como medicamento, quanto como
alimento, alegando que ha falta de comprovacgédo de sua seguranca. Segundo o artigo 56
do Decreto-Lei n. 986/69, os produtos com finalidade terapéutica ou medicamentos ndo
sdo considerados alimentos, dessa forma ndo ha registro de qualquer alimento contendo
esse ingrediente na ANVISA (BRASIL, 2007).

O potencial terapéutico da M. citrifolia tem sido atribuido a sua variedade de
compostos, presentes em todas as partes da planta. Aproximadamente 160 compostos
fitoquimicos ja foram identificados, sendo encontrados em maior quantidade compostos
fendlicos, acidos organicos e alcaloides. Todavia, a composi¢cdo quimica difere de
acordo com a parte da planta analisada. No seu fruto foi descrito principalmente a
presenca de flavonoides, lignanas e cumarinas (CHAN-BLANCO et al., 2006;
POTTERAT & HAMBURGER, 2007).
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Segundo a medicina tradicional e popular, a M. citrifolia tem sido utilizada para
o0 tratamento e prevencdo de doencas como artrite, asma, hipertensdo, cancer e também
para o diabete (GUPTA & PATEL, 2013; AHMAD et al., 2016). As pesquisas tém
relatado alguns efeitos terapéuticos da planta incluindo atividade antimicrobiana
(BARANI et al., 2014, BABAJI, et al., 2016), analgésica (WANG et al., 2002), anti-
inflamatoria (SERAFINI et al., 2011; HUANG et al., 2014), anticancerigena (WANG
& SU, 2001; FURUSAWA et al., 2003), antioxidante (SERAFINI et al., 2011,
RUHOMALLY et al., 2015), hepatoprotetora (NAYAK et al, 2011) e
imunomodulatéria (HIRAZUMI & FURUSAWA, 1999; WANG et al., 2002;
SASMITO et al., 2015).

Grande parte dos estudos realizados em modelos experimentais sdo feitos com o
extrato fermentando do noni, porém, segundo o uso popular, 0 noni € triturado em
liquidificador com agua, sendo muitas vezes misturados ao suco de uva, devido ao seu
gosto adstringente (CHAN-BLANCO et al., 2006; BRAMORSKI et al., 2010; NAYAK
et al., 2011). Alguns estudos relataram efeito hipoglicemiante do extrato do suco de M.
citrifolia. NAYAK et al. (2011), utilizando extrato fermentado de noni no volume de 2
ml/kg administrado por um periodo de 20 dias, observaram reducdo da glicemia em
ratos machos Sprague-Dawley que receberam STZ na dose de 50mg/kg. LEE et al.
(2012), utilizando camundongos com DM2 tratados por 90 dias com o p6 fermentado de
noni (0,4%) misturado na racdo, observaram reducéo da glicemia, hemoglobina glicada
(HbAZ1c) e aumento da sensibilidade a insulina. NERURKAR et al. (2012) observaram
melhora no metabolismo da glicose em camundongos machos tratados com suco do
fruto de M. citrifolia fermentado no volume de 1,68 mL/kg durante 12 semanas.
NAYAK et al. (2007), administrando o suco de frutos de M. citrifolia fermentado, via
oral (100 ml/kg de peso corporal durante 10 dias) identificaram uma melhora na
cicatrizacdo de feridas e uma reducéo da glicemia em ratos hiperglicémicos (modelo de
diabete grave). MAHADEVA & SUBRAMANIAN (2009) administraram oralmente
extrato etandlico do fruto (300 mg/kg/dia) durante 30 dias em ratos com diabete grave,
observaram diminuicdo da glicemia, hemoglobina glicada, ureia e creatinina séricas e
aumento de insulina plasmatica apés o tratamento, sugerindo um efeito anti-
hiperglicémico. Outros estudos também verificaram atividades benéficas da planta no
metabolismo da glicose (KAMIYA et al., 2008; NGUYEN et al., 2013; NERURKAR et
al, 2015).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Babaji%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27382533
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sasmito%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26839832
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Apesar dos efeitos terapéuticos evidenciados pelas pesquisas, ainda ha davidas
sobre a seguranca da planta, pois a quantidade de publicacdes que avaliam sua
seguranca é limitada (BRASIL, 2007; WEST et al., 2008), principalmente no que se
refere ao seu uso na gestagdo. MULLER et al. (2009) observaram que o tratamento oral
com extrato aquoso de frutos de M. citrifolia em ratas, na dose de 7,5 mg/kg do 8° ao
21° dia de prenhez, provocou efeitos adversos no desenvolvimento pré-natal, danos no
mecanismo de parto in vivo e na contratilidade uterina in vitro, porém este efeito néo foi
observado quando administrado na dose mais alta de de 750mg/dL. MARQUES et al.
(2010) verificaram que o extrato aquoso de frutos de M. citrifolia na dose de 7, 30 e 300
mg/kg de peso corporal administrado entre os dias 7 e 15 de prenhez de ratas (periodo
de organogénese) provocou efeitos adversos sobre o desenvolvimento fetal. Ao
contrario dos estudos apresentados, WEST et al. (2008), administrando o fruto de M.
citrifolia em ratos Sprague-Dawley nas doses de 1,72; 3,43; 6,86 g/kg de peso corporal
do dia 0 ao dia 20 de prenhez, ndao observaram evidéncias de toxicidade no
desenvolvimento embrionario e fetal. WANG et al. (2011) também ndo observaram
efeitos adversos sobre a fertilidade e o desenvolvimento fetal em trés geracbes de
descendentes de camundongos que receberam o suco de M. citrifolia durante o periodo
de prenhez até o desmame.

Os estudos envolvendo a utilizacdo de M. citrifolia no desenvolvimento
materno-fetal sdo controversos. Levando em consideracdo as propriedades citadas,
observa-se a necessidade da exploragdo cientifica sobre os potenciais efeitos da
utilizacdo dessa planta no bindbmio diabete e prenhez, com a finalidade de orientar a
populacdo sobre seus possiveis efeitos na gestacdo diabética. Portanto, nossa hipotese é
de que a M. citrifolia tenha atividade hipoglicemiante, sendo que, seu possivel efeito
toxico no organismo materno-fetal seja suplantado pelos beneficios da diminuicdo da

glicemia.
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2. OBJETIVO

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos imunoldgicos, reprodutivos e fetais do tratamento com extrato
aquoso de M. citrifolia na prenhez de ratas Wistar em modelo de diabete de intensidade

moderada.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Comparar o efeito da M. citrifolia sobre o bindbmio diabete e prenhez em relacéo:

e Ao perfil glicémico materno (glicemia e TOTG);

e Ao leucograma materno completo (contagem total e diferencial);

e Aos efeitos no sistema imunoldgico por meio da dosagem de citocinas na
placenta (IL-6, IL-10, IFN-y e TNF-a);

e Ao desempenho reprodutivo materno;

e Ao desenvolvimento fetal;

e A incidéncia de anomalias fetais.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Obtencéo do extrato da planta

Os frutos de M. citrifolia foram coletados na cidade de Barra do Garcas, Mato
Grosso, Brasil, entre maio e junho de 2015, no periodo da manhd. A planta foi
identificada e autenticada por especialistas do Departamento de Botanica da
Universidade Federal de Mato Grosso (UFMT), onde um espécimes voucher (09018)
foi depositado. Em seguida, os frutos foram lavados e colocados em um processador
para facilitar a retirada das sementes. A polpa foi peneirada e armazenada a -20 °C para
ser liofilizada. A liofilizacdo foi feita no liofilizador LIOTOP L202%, sendo realizada
em uma sala com temperatura controlada a 17°C. Inicialmente foi necessario ligar o
botdo frio, e aguardar 30 minutos para o resfriamento do aparelho, em seguida, foi
ligada a funcdo vacuo até que o liofilizador atingisse 200 uHg. A polpa foi colocada em
frascos com 7,0 cm no adaptador de silicone do aparelho e deixada por 72 horas para
secagem. Em seguida o material seco foi triturado em liquidificador e diluido em agua
sob agitacdo na propor¢do de 20 gramas de p6 da polpa para cada 400 mL de agua
durante 30 minutos. Em seguida o extrato foi passado na peneira € uma amostra foi
separada para a determinagdo de solidos. O extrato foi dividido em aliquotas e
armazenado a -20°C até posterior utilizacdo. A determinacdo de solidos foi realizada
para que se possa calcular a dose em ml que serd administrada para cada animal de
acordo com seu peso. Ela foi feita pela pesagem de 10 de tubos de polipropileno,
adicionado em cada um deles 1 mL de extrato do noni, sendo estes pesados inicialmente
e colocado em estufa até sua secagem total, ao final calculou-se o peso seco do extrato

pela diferenca entre o peso inicial e o peso final do extrato.

3.2 Animais

Foram utilizados ratos da linhagem Wistar (Figura 2), em idade reprodutiva,
pesando entre 190 e 210 gramas, mantidos no Laboratério de Fisiologia de Sistemas e
Toxicologia Reprodutiva (FISIOTOX). Os procedimentos e manuseio de animais foram
realizados de acordo com as orientacdes fornecidas pelo Conselho Nacional de Controle
de Experimentacdo Animal (CONSEA) e foram autorizados pelo Comité de Etica para
Animais de Pesquisa da UFMT, Brasil (Protocolo n® 23108.001991/13-1).
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Figura 2 - Rato Wistar.

Fonte: Da autora

3.3 Sequéncia Experimental
3.3.1 Periodo de adaptacéo
As ratas foram aclimatadas por 7 dias no biotério do laboratério FISIOTOX do
Instituto de Ciéncias Biologicas e da Saude no Campus Universitario do Araguaia da
UFMT, permanecendo em caixas de polietileno forradas com maravalha, contendo no
maximo 4 animais por caixa, sob temperatura (22 + 3°C), umidade (50 + 10%) e
fotoperiodo (ciclo claro/escuro de 12 horas) controlados. A &gua e a racdo foram
oferecidas a vontade. Apdés este periodo, as ratas foram colocadas para acasalarem para
obtencdo dos recém-nascidos.
3.3.2 Periodo de diabetogénese
O diabete foi induzido nas fémeas recém-nascidas no primeiro dia de vida apds o
nascimento, por administracdo subcutanea de STZ (SIGMA Chemical Company®, St.
Louis, MO), diluida em tampao citrato (0,01M, pH 6,0), na dose de 100 mg/kg de peso
corporeo. As ratas dos grupos ndo-diabéticos receberam pela mesma via somente o
tampdo citrato (JAWERBAUM & WHITE, 2010; DAMASCENO et al., 2011;
SINZATO et al., 2011). Apds a inducéo, as ratas recem-nascidas continuaram com suas
mées (maximo de oito fémeas = numero de tetas funcionais para aleitamento) até o
término do periodo de amamentacdo (21 dias). Posteriormente, estes animais ficaram
sob as mesmas condicdes estabelecidas no periodo de adaptacdo até a padronizacéo pelo

critério de inclusao.
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3.3.2.1 Critérios de incluséo e de exclusao
Para o grupo ndo-diabético (controle) - As ratas controle (ndo-diabéticas) foram
submetidas a procedimentos similares as ratas com diabete moderado com relacdo as
vias de administracdo, periodo e volume do veiculo. O grupo de ratas ndo-diabéticas
apresentaram teste oral de tolerancia a glicose (TOTG) normal (pontos com glicemias
inferiores a 140 mg/dL) na vida adulta (110 dias), para que fossem incluidas nos grupos
ndo-diabéticos (SANTOS et al., 2015).
Para o grupo diabete moderado - Como critério de inclusdo, as ratas submetidas
a inducdo do diabete e que apresentaram TOTG alterado (dois ou mais pontos do teste
com glicemia acima de 140 mg/dL tendo limite maximo de 300 mg/dL) na vida adulta
(110 dias de vida) foram incluidas no grupo (SANTOS et al., 2015). As demais ratas
que ndo apresentarem TOTG alterado foram excluidas
Para 0 TOTG, apds seis horas de jejum, foi coletada uma gota de sangue por
puncdo venosa na cauda das ratas para determinacdo glicémica (tempo zero). Logo
apos, as ratas receberam solucdo de glicose (0,2 g/mL) via intragastrica (gavage) na
dose de 2,0 g/kg de peso corpdreo. Decorridos 30, 60 e 120 minutos apos a
administracdo da solucdo de glicose, foram determinadas as glicemias. Tais
mensuracgdes foram utilizadas para se estimar a rea total sob a curva glicémica, usando
matematicamente o método trapezoidal proposto por TAI (1994).
3.3.3 Periodo de acasalamento
As ratas com 110 dias de vida foram distribuidas quatro a quatro em gaiolas de
polietileno, com cama de maravalha, na presenca de um rato macho durante o periodo
da noite. Na manhd subsequente, foi realizado esfregaco vaginal para analise do
material citolégico em microscopia de luz. A presenca de espermatozoides e as
caracteristicas da fase estro do ciclo estral confirmaram o diagndstico de prenhez e este
foi considerado o dia zero de prenhez (VOLPATO et al., 2008). O procedimento para
acasalamento teve duracdo maxima de 15 dias para cada animal e foi realizado até a
obtencdo do numero amostral (n=12 animais/grupo). Em seguida, as ratas prenhes
foram sorteadas para comporem 0S grupos experimentais.
3.3.4 Periodo de tratamento
As ratas prenhes normoglicémicas e diabéticas foram posicionadas em caixas
individuais para acompanhamento e avaliacdo dos resultados da prenhez. Em seguida,
foram tratadas diariamente no periodo matutino (entre as 7:00 e 9:00) com agua ou

extrato da planta. A dose do extrato de M. citrifolia foi de 750 mg/Kg de acordo com a
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metodologia utilizada por MULLER et al. (2009). A administracdo foi feita até o 21°
dia de prenhez, por via oral (Figura 3). A glicemia foi avaliada semanalmente, pela
manhd, até o final da prenhez. As concentracGes da glicemia foram monitoradas por
leitura de glicofita (Blood Glucose Monitoring Teste Strips Ultra Johnson & Johnson®,
HDI Home Diagnostics, Inc., Flérida). A fita contendo sangue obtido por puncdo da
parte distal da cauda da rata foi introduzida no glicosimetro especifico, expressando 0s
valores da glicemia em miligramas por decilitro (mg/dL).

O teste oral de tolerancia a glicose foi realizado no 17° de prenhez para avaliacdo
do desenvolvimento de alteragcdes do metabolismo glicémico. O ganho de peso materno
foi calculado pela diferenca entre os pesos corpéreos observados nos dias 0 e 21 de

prenhez.

Figura 3 — Tratamento, por via oral, com M. citrifolia.

Fonte: Da autora

3.4 Grupos Experimentais
As ratas foram distribuidas de maneira aleatoria para a composi¢do dos 4 grupos
experimentais:
e Nao-diabético: Ratas prenhes ndo-diabéticas tratadas com agua;
e Nao-diabético Tratado: Ratas prenhes ndo-diabéticas tratadas com extrato de
M. citrifolia;

e Diabético: Ratas prenhes com diabete moderado tratadas com agua;
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e Diabético tratado: Ratas prenhes com diabete moderado tratadas com extrato

de M. citrifolia.

3.5 Resolucéo da prenhez e obtencéo de dados

Na manha do 21° dia de prenhez, as ratas de todos os grupos foram anestesiadas
com tiopental sdédico (Thiopenthax®) na dose de 40mg/kg (BRASIL, 2008) e,
posteriormente, decapitadas. Em seguida, foi realizada laparotomia com exposicdo dos
cornos uterinos. Os fetos e suas respectivas placentas foram imediatamente retirados e
pesados. As placentas foram armazenadas a -80°C para posterior dosagem de citocinas.

3.5.1 Leucograma

A contagem total das células leucocitarias materna foi adaptada de DANTAS et
al. (2006) e realizada em camara de Neubauer, a partir de amostras de sangue diluidas
na proporcdo de 1:20 em liquido de Turck. O material obtido foi homogeneizado e em
seguida foi realizada a contagem total de leucdcitos em microscopia de luz.

A contagem diferencial das células leucocitarias materna foi realizada em
esfregacos de sangue fixados e corados com Panoético (Laborclin®) que permite a
diferenciacdo celular. Apos a secagem da lamina foi realizada a contagem diferencial
dos leucécitos em microscopio de luz usando-se objetiva de imersdo em déleo
(DANTAS et al., 2006).

3.5.2 Extracdo e quantificacdo de proteinas

As placentas foram congeladas em nitrogénio e pulverizadas. Foi adicionado nas
amostras 500ul de solucdo tampdo e em seguida homogeneizadas em geladeira
convencional por 2 horas. Posteriormente, foram centrifugadas por 15 minutos a 10.000
rpm a 4°C, sendo o sobrenadante coletado e diluido em agua destilada.

A curva padrdo foi realizada por meio do padrdo de BSA (Albumina de soro
bovino) e ap6s a pipetagem das amostras foi adicionado Bradford para realizar a
quantificacdo proteica. A leitura foi realizada no leitor de microplaca a 595nm. Para
todas as dosagens as amostras foram normalizadas para 1000ug de proteina.

3.5.3 Andlises imunoldgicas

Para a avaliacdo de citocinas, inicialmente foi realizada a extracdo e determinada
a concentracdo de proteinas presentes nas placentas. A quantificacdo de citocinas das
amostras foi realizada, seguida por ensaios imunoenzimaticos (expressdo de IL-6, IL-

10, IFN-y e TNF-a) de acordo com as especificacdes do fabricante (BD Bioscience®).
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O teste consistiu da sensibilizagdo das microplacas de 96 pocos com anticorpo
de captura, diluido em tampéao de revestimento (coating buffer), por 12 horas a 4°C.
Apos a sensibilizacdo lavou-se por cinco vezes a microplaca com tampéo de lavagem
(wash buffer). Foi realizada a etapa de bloqueio com diluente de ensaio (assay diluent)
contendo albumina do soro bovino (BSA) por 1 hora em temperatura ambiente (23 °C),
e lavou-se novamente por cinco vezes a microplaca, conforme descrito acima. As
amostras de tecidos foram adicionadas nos seus poc¢os definidos, assim como o padrdo
da citocina em diluicdo seriada, e ficaram por 2 horas a temperatura ambiente (23 +
2°C). Apos nova etapa de lavagem, adicionou-se o anticorpo de detec¢do dissolvido em
diluente de ensaio por 1 horas em temperatura ambiente (23 + 2°C), e lavou-se
novamente a microplaca. Ap0s isto, a enzima reagente (estreptavidina peroxidase) foi
colocada em diluente de ensaio sendo incubada por 30 minutos em temperatura
ambiente (23 + 2°C), e lavou-se a microplaca sete vezes. Para finalizar, foi adicionado
solucdo de substrato (tetrametilbenzidina e peroxido de hidrogénio) e a reacédo
enzimética foi interrompida ap6s 30 minutos com solugdo de acido sulfurico. A
absorbancia foi determinada no leitor de ELISA em comprimento de onda de 450 nm. A
concentracéo de citocinas foi calculada a partir da interpolacgéo realizada de acordo com
a curva padrao.

3.5.4 Desempenho reprodutivo materno

Foram observados e contados os pontos de implantagdo, reabsor¢do (morte
embrionaria) e nimeros de fetos vivos e mortos. Os ovarios foram retirados para
observacao e contagem de corpos luteos, com auxilio de fotolupa. A porcentagem de
perda pre-implantacdo (taxa de perda de embribes no periodo que antecede a
implantacdo) foi calculada pela seguinte forma: [N°. de Corpos Luteos — N°. de
Implantagdes / N°. de Corpos Luteos] x 100. Também foi calculada a porcentagem de
perda pds-implantacdo (morte dos embrides apds a implantacdo) pela seguinte forma:
[NO°. de ImplantacBGes — N°. de Fetos vivos / N°. de Implantagdes] x 100 (VOLPATO et
al., 2015).

3.5.5 Biomarcadores placentérios e fetais

As placentas foram pesadas em balanca analitica, livres de membrana e corddo
umbilical. A eficiéncia placentaria foi determinada pela razéo entre o peso fetal e o0 peso
placentario (MYATT, 2006). Cada feto foi pesado e realizado a classificacdo dos pesos

fetais de acordo com a média + desvio padrdo (DP) dos pesos corporais fetais obtidos
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no grupo ndo-diabético, que definiu trés classes diferentes de pesos de recém-nascidos
em: AIP - recém-nascidos com peso adequado para idade de prenhez: peso corporeo
compreendido entre a media do peso do grupo ndo-diabético mais ou menos 1,7 x
desvio-padréo; PIP - recém-nascidos pequenos para idade gestacional: peso corpdreo
inferior a média de peso do grupo ndo-diabético menos 1,7 x desvio-padrdo; GIP -
recém-nascidos grandes para idade gestacional: peso corporeo superior a média do peso
de grupo ndo-diabético mais 1,7 x desvio-padrdo (DAMASCENO et al., 2013b).
3.5.6 Anélise das malformacdes externas
Ap0s a pesagem dos fetos, foi realizada a analise das malformacdes externas. Os
recém-nascidos foram examinados externamente, com analise minuciosa de olhos, boca,
implantacdo das orelhas, conformacdo craniana, membros anteriores e posteriores,
perfuracéo anal e cauda (DAMASCENO et al., 2008).
3.5.7 Analise das anomalias viscerais
Aleatoriamente, metade dos recém-nascidos de cada ninhada foi colocada em
solucdo de Bodian para fixacdo das estruturas viscerais e descalcificacdo dos 0ssos.
Completada a fixa¢do, foi utilizado o método de seccdo seriada proposto por WILSON
(1965), para observacao de anomalias viscerais.
3.5.8 Andlise das anomalias esqueléticas e contagem dos pontos de
ossificacao
A outra metade dos recém-nascidos de cada ninhada foi colocada em alcool
(70%) e, ap6s 24 horas, foram eviscerados, diafanizados com hidréxido de potéssio e
corados com alizarina (Figura 4). Para analise das anomalias esqueléticas foi utilizado o
método de STAPLES & SCHNELL (1964). Os centros de ossificacdo foram contados e
analisados usando parametros propostos por ALIVERTI et al. (1979).

Figura 4 - Analise de anomalias esqueléticas.

Fonte: Da autora
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3.6 Anélises estatisticas

ApoOs passarem pelo teste de normalidade, os resultados encontrados foram
estatisticamente analisados pelo teste de Analise de Variancia (ANOVA) seguido do
pos-teste de Tukey para valores médios. Para a comparacdo das porcentagens foi
utilizado o teste Exato de Fisher. Para valores analisados dentro do grupo (2x2) foi
utilizado teste t de Student. As diferencas foram consideradas estatisticamente

significativas quando p<0,05.
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4. RESULTADOS

A glicemia materna das ratas do grupo Nao-diabético Tratado ndo apresentou
diferenca estatistica em qualquer momento da prenhez em relacdo ao grupo N&o-
diabético. Por outro lado, as ratas dos grupos diabéticos apresentaram glicemia superior
ao grupo Nao-diabético no dia 0 de prenhez. Adicionalmente, o grupo Diabético
Tratado apresentou aumento da glicemia em relacdo aos grupos nao-diabéticos no dia

14 de prenhez (Figura 5).
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Figura 5: Médias e respectivos desvio-padrdo da glicemia (mg/dL) de ratas ndo-
diabéticas e diabéticas tratadas com o extrato aquoso de M. citrifolia ou agua.

*p<0,05 - Diferente do Grupo Nao-diabético (ANOVA seguida de teste de Tukey).

#p<0,05 - Diferente do Grupo Nao-diabético Tratado (ANOVA seguida de teste de Tukey).
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A Figura 6 apresenta os resultados da area sob a curva (ASC) do teste oral de
tolerancia a glicose realizados no dia zero e 17 de prenhez. Ndo houve diferenca
estatistica entre os grupos ndo-diabéticos, porém ambos 0s grupos apresentaram reducao
da ASC no 17° dia de prenhez, assim como os grupos diabéticos. Os grupos diabéticos

apresentaram ASC aumentada comparados aos animais ndo-diabéticos.
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Figura 6: Médias desvio-padrdo da area sob a curva (mg/dL/120min) do teste oral de
tolerancia a glicose de ratas ndo-diabéticas e diabéticas tratadas com o extrato aquoso de
M. citrifolia ou agua.

*p<0,05 - Diferente do Grupo Nao-diabético (ANOVA seguida de teste de Tukey).
#p<0,05 - Diferente do Grupo Nao-diabético Tratado (ANOVA seguida de teste de Tukey).

4p<0,05 - Diferente do dia O (teste t de Student).
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A Tabela 1 mostra o perfil leucocitario analisado neste estudo. Os grupos
experimentais apresentaram parametros semelhantes entre si em relacdo ao leucograma
completo.

Tabela 1. Médias e respectivos desvio-padrdo do leucograma completo de ratas nao-

diabéticas e diabéticas tratadas ou ndo com M. citrifolia durante a prenhez.

Grupos
Néio-diabético Né&o-diabético Diabético Diabético
Tratado Tratado
N 13 12 13 15

Leucdcitos (103/mm3) 5,40 + 1,60 6,15+ 1,44 6,35+1,74 5,48 + 1,53
Segmentados (103/mms3) 1,95 + 0,54 2,45 +0,76 1,96 + 0,85 2,23+0,98
(30 - 43%) (32 - 46%) (22 - 40%) (30 — 48%)
Eosindfilos (10%/mms) 0,04 £0,03 0,06 + 0,04 0,07 £ 0,08 0,02 £ 0,03

(0-1%) (0-1%) (0-2%) (0-1%)
Linfécitos (103/mm3) 3,23+1,15 3,41 +0,92 4,08 + 1,20 3,11+0,75
(47 - 67 %) (48 - 62%) (57 — 73%) (48 — 66%)
Mondcitos (103/mm3) 0,18 £ 0,09 0,23+0,11 0,15 £ 0,07 0,12 £ 0,06

(2 — 5%) (2 — 5%) (1-3%) (1-3%)

N= nUmero amostral

p>0,05 — ANOVA seguida de teste de Tukey.
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A Tabela 2 mostra as concentragdes de citocinas placentéarias. O grupo Nao-
diabético Tratado apresentou uma diminuicdo nas concentracfes das citocinas IL-6,
IFN-y ¢ TNF-o comparadas ao grupo Nao-diabético. No grupo Diabético Tratado foi
observado um aumento nas concentragdes de IFN-y, TNF-a ¢ IL-10 em relagcdo ao

grupo Nao-diabético Tratado.

Tabela 2. Média e respectivos desvio-padrdo de citocinas placentarias de ratas nao-

diabéticas e diabéticas tratadas ou ndo com M. citrifolia durante a prenhez.

Grupos
Nao-diabético Diabético
Nao-diabético Diabético
Tratado Tratado
N 7 7 7 7
IL-6 (pg/ml) 837,1 +397,2 318,0 £ 82,6* 527,9 + 2427 691,7+ 105,7
IFN-y (pg/ml) 929,9 + 2454 279,5+ 164,5* 711,8 +£229,4 735,2 +231,7#

TNF-a (pg/ml) 1284,3 £ 303,8 640,4+ 255,0* 1037,1 +253,7  1085,1 £310,5%

IL-10 (pg/ml) 7784 £280,1  4234+1612  8441+2476 9429 +3450"

N= ndmero amostral
*p<0,05 - Diferente do Grupo Nao-diabético (ANOVA seguida de teste de Tukey)
#p<0,05 - Diferente do Grupo Néo-diabético Tratado (ANOVA seguida de teste de Tukey)
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A Tabela 3 apresenta o desempenho reprodutivo materno. Os animais do grupo
Né&o-diabético Tratado apresentaram diminui¢ao no ganho de peso materno e no nimero
de implantagc6es e aumento significativo nas taxas de perda pré-implantagdo em relacéo
ao grupo Nao-diabético. O grupo Diabético Tratado também apresentou aumento nas

taxas de perda pré-implantacdo comparado ao grupo Nao-diabético.

Tabela 3. Desempenho reprodutivo de ratas ndo-diabéticas e diabéticas tratadas ou nédo

com M. citrifolia durante a prenhez

Grupos
gy SO oo s

Prenhez a termo (N) 13 12 13 15
Corpo llteo?
Total (N) 162 140 157 175

Média + DP 125+10 11,7+2,6 121+15 116+1,3
Implanta¢des®

Total (N) 150 113 135 146

Média + DP 115+1,1 9,4+2,0* 104+1,8 9,6 £2,6*
Fetos vivos?

Total (N) 136 101 123 133

Média + DP 105+1,3 84£20 95+£2.2 89+28
Fetos mortos?

Total (N) 1 0 0 0

Média + DP 0,07+0,3 0,0£0,0 0,1+0,3 0,0+£0,0
Reabsorcdes?

Total (N) 13 12 12 13

Média + DP 10+£13 10+11 09+0,9 09+1,2
Proporgdo sexual (M/F)° 72164 58/43 67/56 54/79
Perda Pré-implantacéo (%)° 7,41 23,89* 14,01 16,57*
Perda Pés-implantagéo (%)° 9,33 10,62 8,88 8,90
Ganho de peso materno (g)? 1141+12,4 91,0+12,9* 106,5+9,4 99,9 +19,7
Peso do utero gravidico (g)2 74,6 £10,1 61,17+ 14,0 65,8 + 13,8 63,0 £18,7
Ganho de peso materno menos

39,5+9/7 29,8+125 40,8 +13,1 36,8 £ 8,3

peso do Utero gravidico (g) 2

N= numero. Dados mostrados como média + desvio padrdo (DP) e proporcdes (%). @ ANOVA

seguido de teste de Tukey; ® Teste Exato de Fisher.

*p<0,05 - Diferente do Grupo Nao-diabético
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A Tabela 4 ¢ referente ao peso e classificacdo fetal, peso placentério e eficiéncia
placentaria. Nao foi observada diferenca significativa entre 0s grupos nos parametros

analisados.

Tabela 4. Peso e classificacdo fetal, peso placentério e eficiéncia placentaria de ratas

ndo-diabéticas e diabéticas tratadas ou ndo com M. citrifolia durante a prenhez.

Grupos
Néo-diabético oo DADEICO pigpgricy  Diabetico
N 13 12 13 15
Peso fetal (g) ? 54+04 54+0,6 54+04 53+0,6
Fetos PIP (%) " 52 10,9 8,1 7,5
Fetos AIP (%)P 90,4 83,2 85,5 85,0
Fetos GIP (%)° 4.4 59 2,4 7,5
Peso placentario (g) 2 05+0,1 0,5+0,1 05+0.1 05+0,1
Eficiéncia placentéria
11,2+1,6 115+£2.1 113+1,7 112+£2,2

(x1000) ®

N= ndmero amostral

Dados mostrados como média + desvio padréo (DP) e proporcées (%) . 2 ANOVA seguido de
teste de Tukey; P Teste Exato de Fisher.

p>0,05
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A Tabela 5 mostra os sitios de ossificacdes fetais. Nao houve diferenca entre

grupos experimentais em relacdo aos sitios de ossificagéo.

Tabela 5. Média e desvio-padrédo dos sitios de ossificacdo de fetos de ratas néo-

diabéticas e diabéticas tratadas ou ndo com M. citrifolia durante a prenhez.

Grupos
] ) N&o-diabético ) ] Diabético
N&o-diabético Diabético
Tratado Tratado
N 13 12 13 15

Falanges Anteriores 3,7+0,6 34+05 3,6 +0,6 3,6+0,7
Metacarpos 4,0+0,0 40+0,0 4,0+0,0 3,97+0,1
Falanges Posteriores 2,4+0,9 20+1,1 2,1+0,9 24+11
Metatarsos 49+0,1 50+0,0 49+0,2 49+0,1
Vértebras Caudais 4,7+0,8 4,0+05 47+1,.2 41+0,6
Esternébrios 59+0,1 59+0,1 6,0+0,0 59+0,1
Total 257+19 245+20 2533+24 25,0+2,3

N= ndmero amostral
p>0,05 — ANOVA seguida de teste de Tukey.



37

Na Figura 7 observa-se as frequéncias de anomalias fetais esqueléticas e
viscerais. O grupo Nao-diabético Tratado apresentou um aumento de anomalias
viscerais e uma diminuicao de fetos com morfologia normal em rela¢do ao grupo Nao-
diabético. Os grupos diabéticos mostraram um aumento de anomalias viscerais
comparados ao grupo N&o-diabético. N&o foi observada diferenca significativa entre os

grupos em relacao as anomalias esqueléticas.
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Figura 7: Frequéncia de anomalias fetais de ratas ndo-diabéticas e diabéticas tratadas

com o extrato aquoso de M. citrifolia ou agua.

* p<0,05 - Diferente do Grupo Nao-diabético (Teste Exato de Fisher).
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5. DISCUSSAO

O tratamento com M. citrifolia durante a prenhez de animais nédo-diabéticos
diminuiu a concentragdo de citocinas placentéarias inflamatorias e o numero de
implantacdes, resultando em um aumento nas taxas de perda pré-implantacdo. Além
disso, o tratamento resultou em aumento de fetos com anomalias viscerais. Nos animais
diabéticos tratados também foi observado aumento nas taxas de perda pré-implantacéo.
Entretanto, o tratamento com a planta ndo foi capaz de alterar pardmetros glicémicos
nesses animais.

Os modelos experimentais de diabete sdo fundamentais para o esclarecimento de
suas complicacOes, e diversos grupos de pesquisa tém se empenhado em reproduzir
modelos de diabete que se assemelhem com os tipos de DM em humanos. Desta forma,
o diabete moderado é utilizado em estudos experimentais para mimetizar a glicemia
materna encontrada na gestacdo diabética humana (DAMASCENO et al., 2013b). Os
primeiros relatos da inducdo do diabete moderado em modelo animal surgiram em
1974, utilizando a STZ administrada no periodo neonatal. Apesar da citotoxicidade
especifica da STZ pelas células  pancreaticas, quando administrada nos primeiros dias
de vida do animal, pode ocorrer regeneragdo parcial dessas celulas em um momento
posterior (PORTHA et al., 1974; DAMASCENO et al., 2013b). A recuperacdo celular
apos a administracdo da droga é dependente do tempo e da gravidade inicial do diabete
induzido (PORTHA et al., 1974).

No presente estudo, os animais dos grupos diabéticos apresentaram nivel
glicémico superior comparado ao grupo N&o-diabético, no inicio da prenhez,
confirmando seu estado diabético. O grupo Diabético, ao longo da prenhez, teve uma
reducdo na sua glicemia, sendo resultados préximos aos grupos nao-diabéticos. Outros
estudos também mostraram que neste modelo experimental de diabete, os animais
normalmente ndo apresentam glicemia alterada na vida adulta, mas sim alteragdes no
teste oral de tolerancia a glicose (TOTG), sendo este modelo caracterizado por picos
hiperglicémicos frente a sobrecarga de glicose (IESSI et al., 2010; SANTOS et al.,
2015). O grupo Nao-diabético Tratado ndo mostrou alteragdo nas concentragdes
glicémicas, demonstrando que somente a planta ndo é suficiente para alterar o
metabolismo da glicose, porém quando o tratamento é realizado no estado diabético ha
um aumento da glicemia, como observado no dia 14 de prenhez, sugerindo que a

associacdo entre a M. citrifolia e o estado glicémico alterado, pode intensificar o quadro
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de hiperglicemia na gestacdo. Este trabalho ndo corrobora com outros estudos, em que
foram observados atividade hipoglicemiante do fruto (NAYAK et al., 2007,
MAHADEVA & SUBRAMANIAN, 2009; NAYAK et al., 2011; NERURKAR et al.
2012; LEE et al., 2012; NERURKAR et al., 2015). Contudo, o tipo de inducéo do
diabete, a espécie do animal, a origem da planta, a dose, o tempo de tratamento e a
preparacdo do extrato foram realizados de modos diferentes a estes estudos. Além disso,
neste trabalho o tratamento foi realizado durante a prenhez de ratas. No periodo de
gestacdo ha uma complexa adaptagdo enddcrina-metabdlica no organismo materno para
proporcionar o crescimento fetal, aumentando de forma moderada a glicose no sangue e
diminuindo a sensibilidade a insulina que afeta a disponibilidade e o destino de
nutrientes tanto na mae como no feto (DI CIANNI et al., 2003; MUSIAL et al., 2016).

Os grupos diabéticos apresentaram ASC superior ao grupo Nao-diabético no dia
zero, comprovando a eficdcia do modelo de diabete moderado empregado, no qual se
observa dificuldade na captacdo de glicose pelos tecidos quando é administrada uma
sobrecarga de glicose, gerando um quadro de intolerancia a glicose (IESSI et al., 2010;
SANTOS et al., 2015). Nao foi observado diminuicdo da ASC no grupo Diabético
Tratado mostrando que a planta ndo foi capaz de reduzir o quadro de intolerancia a
glicose, sendo ineficaz sua acdo sobre o metabolismo glicémico na prenhez diabética.
Todos o0s grupos apresentaram uma reducdo da tolerancia a glicose no dia 17 de prenhez
em relacdo ao dia zero. Esse periodo é caracterizado pelo inicio do crescimento maximo
fetal, assim, o feto necessita de mais glicose materna para seu desenvolvimento,
diminuindo a sensibilidade a insulina materna (BUCHANAN & XIANG, 2005;
JOHNSEN et al., 2008; KEELY, 2014).

A contagem total e diferencial de leucdcitos sdo parametros importante que
podem refletir a situacdo inflamatoria de todo o organismo. Os leucécitos podem ser
ativados por produtos de glicagdo, estresse oxidativo e angiotensina Il, que s&o
estimulados pela hiperglicemia. Os estudos clinicos e epidemiolégicos mostraram que a
leucocitose € um preditor de resisténcia a insulina, diabete tipo 2 e sindrome metabdlica
(CHUNG et al., 2005; MORADI et al., 2012). MORADI et al. (2012) relataram que
pacientes com idade mais avancada, que portanto, possuem o diabete por mais tempo,
apresentam aumento na contagem de leucocitos. Neste estudo ndo foi observado nos
grupos diabéticos diferenca estatistica no perfil leucocitario. Provavelmente, o modelo
de diabete moderado utilizado nao levou a um quadro de hiperglicemia que alterasse as

taxas leucocitarias. No presente trabalho ndo houve diferencas significativas na
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contagem total ou diferencial de leucdcitos no tratamento com a planta. WEST et al.
(2009) observaram pacientes que ingeriram 30 mL, 300 mL e 750 ml do suco do fruto
de M. citrifolia por quatro semanas, e também n&o foram observadas alteragdes no perfil
leucocitario.

Durante a gestacdo, o sistema imunolégico materno precisa se manter em
equilibrio e adaptar a presenca fetal. As alteracGes neste equilibrio podem resultar em
quebra das defesas imunitarias contra patdgenos, ou diminuir a tolerancia fetal, gerando
problemas no processo de implantagédo, aborto espontaneo, parto prematuro e restricao
do crescimento intra-uterino (MARTINEZ-VAREA et al., 2014; PUDNEY et al.,
2016). A placenta € um 6rgdo altamente especializado, composto por células maternas e
fetais e tem uma importante funcdo no desenvolvimento fetal no periodo da gestacao.
Ela permite a troca de nutrientes e de gases, eliminacdo de residuos, além de apresentar
uma grande importancia na defesa imunoldgica para o feto contra a rejeicdo materna. A
placenta desde o inicio do desenvolvimento fetal contribui para aumentar citocinas e
moléculas inflamatdrias em nivel local e sisttmico (HAUGUEL, 2006). Neste trabalho,
0 grupo Né&o-diabético Tratado apresentou diminuicdo nas concentracdes de citocinas
pré-inflamatorias IL-6, IFN-y ¢ TNF-a comparado ao grupo Nao-diabético. CHANG et
al. (2013) também observaram diminui¢do de TNF-o. em camundongos machos tratados
com suco do fruto de M. citrifolia por um periodo de quatro semanas. Um efeito anti-
inflamatorio também foi observado por YU et al. (2008), que verificaram que a
escopoletina e quercetina, substancias presentes no fruto do noni, possuem efeito anti-
inflamatorio, inibindo PGE2 (prostaglandina E2), IL1p (interleucina 1 beta) e IL-6 em
modelo de edema em orelha de camundongo. Em gestag6es complicadas pelo diabete, a
placenta sofre uma variedade de mudancas estruturais e funcionais, que estdo
diretamente relacionadas ao nivel de hiperglicemia intrauterino. Esse metabolismo
materno anormal pode estimular células placentérias, resultando no aumento da
producdo de citocinas. Os estudos mostraram que em estados de resisténcia a insulina
pode haver um aumento nas concentracdes de mediadores imunoldgicos, tais como
TNF- a, IL-6, IL-10, IL-17 e IFN-y. (DANDONA et al., 2004; ATEGBO et al.; 2006;
DESOYE & MOUZON, 2007). SINZATO et al. (2011) utilizando o modelo de diabete
moderado ndo observaram alteragdes séricas na concentracdo de TNF- a, porém houve
uma diminuicdo de IL-10 nas ratas diabéticas prenhes. Em nosso estudo ndo foi
observado diferencas nas concentracdes de citocinas placentarias no grupo Diabético.

As concentragdes de citocinas placentarias e sericas podem diferir, pois a transferéncia
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transplacentaria de citocinas da mae para o feto é minima, dessa forma a origem das
citocinas encontradas na circulacdo fetal ou é liberada pela propria placenta ou
sintetizada dentro do feto (ZARETSKY et al., 2004; AALTONEN et al., 2005;
DESOYE & MOUZON, 2007). Foi observado no grupo Diabético Tratado um aumento
nas concentracbes de IFN-y, TNF-a e IL-10 em relacdo ao grupo N&o-diabético
Tratado. Sugere-se que a planta frente ao estado hiperglicémico intensifique a producéo
de citocinas, tendo agédo diferente a encontrada em organismos normais. A acao de uma
substancia € dependente do funcionamento normal de 6rgdos que participam de sua
farmacocinética. Uma patologia pode perturbar ndo apenas a contribuicdo de
determinado Orgdo para a acdo da droga, mas modificar a acdo farmacologica da
substancia, por exemplo, influenciando o nimero de receptores e sua capacidade de
resposta (WILSON & BROMBERG, 1980; TURNER, 1984)

Para o sucesso da gestacdo, € necessario que durante o processo de implantacdo
ocorra processos fisioldgicos e moleculares altamente organizados. Em roedores, o
periodo de implantacdo € limitado, sendo que o blastocisto precisa interagir de forma
adequada ao estado receptivo do Utero. Se os processos ndo ocorrerem de forma
ordenada, a implantagdo podera falhar ou ser defeituosa, neste ultimo caso, podera
ocorrer efeitos adversos durante a prenhez. Devido a questdes éticas e a falta de estudos
mecanicistas sobre interacGes embrionarias e uterinas em humanos, a utilizacdo de
animais tem auxiliando na ampliacdo do conhecimento nos processos de implantacao e
decidualizacdo (CHA et al., 2012). A taxa de implantacdo estd relacionada com o
namero de corpos liteos, sendo de extrema importancia para o sucesso de implantacao
do blastocisto no endométrio (FORD, 1982; SANTOS et al., 2016). Nos grupos tratados
foram observados aumento nas taxas de perda pré-implantacdo em relacdo ao grupo
ndo-diabético, sendo consequéncia da diminui¢do no nimero implantagdes. HORNICK
et al. (2003) verificaram atividade antiangiogénica do suco da M. citrifolia, que inibiu o
crescimento inicial de novos vasos da placenta. Aliado a isto, a atividade inibidora
seletiva da COX-2 pelo Noni foi demonstrada por SU et al. (2001), sendo a COX-2
indispensavel para o processo de implantacao e decidualizacdo (SALLEH, 2014). Esses
fatores sugerem que o fruto da M. citrifolia possa prejudicar o processo de implantacao.
As perdas pds-implantagdo representam a perda reprodutiva total durante a gestacdo
(SANTOS et al., 2016). A gquantidade de embrides implantados depende do nimero de
ovoécitos maduros liberados na ovulacdo, fertilizacdo e do processo adequado de
implantacdo (U.S. ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENCY, 1996). O
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tratamento com M. citrifolia ndo causou perdas embrionarias ap0s o processo de
implantagdo. MULLER et al. (2009), utilizando a mesma dose de suco de M. citrifolia
em ratas prenhes, também ndo observaram alteragdes nas perdas pos-implantagéo.

Durante a gestacdo, devido ao crescimento fetal e as adaptagcbes no organismo
materno, € comum o aumento progressivo do peso durante a gravidez, sendo este um
fator importante para a salde materna e fetal (IESSI et al., 2010; MONTE et al., 2011).
No entanto, o ganho de peso materno no grupo Nao-diabético Tratado foi menor
comparado ao grupo Nao-diabético. Os estudos realizados com o extrato do fruto de M.
citrifolia in vitro verificaram sua capacidade de inibir a lipoproteina lipase, que é
responsavel por catalisar a hidrolise de triglicerideos no sangue, sendo que sua inibicéo
reduz a absorcdo de &cidos graves livres e pode ocasionar a diminui¢cdo do ganho de
peso (SAHIB et al., 2011; SAHIB et al., 2012). Além disso, neste grupo houve aumento
das perdas embrionarias antes do processo de implantacdo, o que também pode ter
contribuido para o0 ganho de peso materno diminuido.

A eficiéncia placentaria € um parametro utilizado para verificar a funcdo da
placenta em relacdo as trocas materno-fetais, sendo um importante determinante do
crescimento intrauterino (FOWDEN et al., 2009; SOARES et al., 2015). Dessa forma, a
capacidade de transferéncia de nutrientes da placenta depende do seu correto
funcionamento, estando relacionado com sua morfologia, tamanho, fluxo sanguineo
adequado e sintese de hormoénios esséncias para a manutencdo da gestacdo. Alteracfes
em qualquer um desses fatores pode afetar o crescimento intrauterino (FOWDEN &
FORHEAD, 2004; FOWDEN et al., 2006; JONES et al., 2007). Neste estudo ndo foi
observada diferenca estatistica entre os grupos no peso fetal e no peso placentario,
consequentemente ndo houve alteragdes na eficiéncia placentaria e na classificacdo fetal

A avaliacdo dos sitios de ossificacdo € um parametro importante nos estudos de
embriotoxicidade e determina o grau de desenvolvimento fetal (ALIVERTI et al.,
1979). SAITO et al. (2010) observaram diminuicdo dos sitios de ossifica¢cdo em fetos de
ratas prenhez com diabete moderado. Por outro lado, IESSI et al. (2010) néo
observaram alteracdo nos sitios de ossificacdo de fetos provenientes de mées com
diabete moderado, corroborando com este trabalho, em que também néo foi observada
imaturidade somatica no desenvolvimento fetal em nenhum dos grupos experimentais.

O periodo de desenvolvimento embrionario € muito sensivel, podendo ser
afetado por diversas substancias quimicas. O grupo N&o-diabético Tratado apresentou

diminuigdo de fetos com morfologia normal e aumento de anomalias viscerais em
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relacio ao grupo Na&ao-diabético, sugerindo que a planta possa prejudicar o
desenvolvimento fetal intrauterino, ocasionando anomalias viscerais. A M. citrifolia
possui a atividade inibidora seletiva da COX-2 (SU et al., 2001), sendo que a exposi¢ado
pré-natal a drogas capazes de inibir a COX pode ocasionar danos fetais como retardo no
crescimento intrauterino e embriotoxicidade, porém os mecanismos ainda ndo foram
estabelecidos (BURDAN et al.,, 2007). Nos grupos Diabéticos também foram
observados aumento de anomalias viscerais. SINZATO et al. (2011) relataram que o
ambiente hiperglicémico materno pode ocasionar alteragbes metabdlicas, como o
aumento do estresse oxidativo, contribuindo para o aumento de anomalias viscerais.
Outros estudos também relataram o aumento de anomalias viscerais na prenhez
complicada pelo diabete, mas com hiperglicemia elevada (DAMASCENO et al., 2002;
VOLPATO et al., 2008).

Os trabalhos que visam avaliar o efeito hipoglicemiante de plantas utilizadas
pela populacdo para o tratamento do diabete sdo de extrema importancia, principalmente
se seu uso for durante a gestacdo, pois as plantas ndo estdo livres de efeitos adversos,
podendo causar danos ao organismo materno e fetal. Segundo Volpato et al. (2017),
embora a populagédo faga uso de plantas medicinais para o tratamento do diabete durante
a gestacdo, ha poucos trabalhos na literatura que avaliam a eficcia e a seguranca dessas
plantas. O tratamento com M. citrifolia foi prejudicial para a gestacdo, demonstrando
que o uso de plantas medicinais, sem estudos cientificos que comprovem sua seguranca

e eficécia pode ser potencialmente perigoso.
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6. CONCLUSAO

O tratamento com M. citrifolia durante a prenhez de animais diabéticos ndo
mostrou melhoras no metabolismo glicémico, mas causou aumento de perda pré-
implantacdo. Nos animais ndo-diabéticos apresentou alteragdes maternas, especialmente
no perfil de citocinas, diminuindo a concentracdo de IL-6, IFN-y € TNF-a, além de
aumentar as perdas embrionarias e as anomalias viscerais. Portanto, o tratamento com o

extrato aquoso de M. citrifolia pode ser prejudicial para a gestagéo.
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ANEXO

ANEXO | - Aprovacio do projeto pelo Comité de Etica para Animais de Pesquisa da
UFMT.

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MATO GROSSO eEU A

COMITE DE ETICA EM PESQUISA ANIMAL  cowe oe erica s umo oe asssr

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo N2 23108.001991/13-1, sobre “Estudo de efeito de
plantas medicinais sobre parametros materno-fetais na prenhez de ratas
diabéticas”, sob a responsabilidade de Prof. Dr. GUSTAVO TADEU VOLPATO &
Col., esta de acordo com os Principios Fticos na Experimentacdo Animal
adotados pela Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de laboratério
(SBCAL), tendo sido aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA)-
UEMT em reunido ordindria de 27/06/2013.

CERTIFICATE

We certify that the protocol N2 23108.001991/13-1, entitled “Study of effect of
medicinal plants on maternal-fetal parameters in diabetic pregnancy in rats”, is
in agreement with the Ethical Principles for Animal Research established by the
Brazilian Society of Science in Animals of Laboratory (SBCAL). This project was
approved by the institutional Committee for Ethics in the Use of Animals

(Federal University of Mato Grosso — UFMT) on Jun 27, 2013.

Cuiaba-MT, 27 de junho de 2013.
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