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APRESENTACAO

Esta tese esta apresentada na forma de dois artigos descritos nos itens
5.1 e 5.2. Os itens materiais e métodos, resultados, discussao e referéncias
encontram-se em cada artigo e representam a integra deste trabalho.

Na tese, o item 6, discussao, apresenta comentarios gerais a respeito
dos resultados obtidos nos dois artigos. No item 7, Conclusbes, sé&o
apresentadas as conclusdes gerais da tese. As Referéncias, item 8, refere-se

as citacbes que aparecem na introducao e na discusséo da tese.
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RESUMO

Tropaeolum majus L.(Tropaeolaceae) € uma planta medicinal popularmente
utilizada no Brasil para o tratamento de processos inflamatorios e doencas
cardiovasculares. Apesar de alguns dados da literatura demonstrarem sua
eficacia com atividade diurética, hipotensora e anti-hipertensiva dependente da
participacdo das prostaglandinas e inibicdo da enzima conversora de
angiotensina (iIECA) respectivamente, existem ainda poucos estudos em
toxicologia descrevendo a seguranga desta planta. Desta forma, o objetivo do
presente trabalho foi o de avaliar a atividade (anti) androgénica e (anti)
estrogénica dos extratos hidroetanodlicos liofilizados obtidos das folhas de
Tropaeolum majus (HETM), bem como a possibilidade de seus efeitos sobre a
contratilidade uterina e durante periodos criticos da gestacdo. Para estes
estudos, trés doses do extrato hidroetandlico de HETM (3, 30 e 300 mg/kg) ou
veiculo (agua destilada 5 mL/kg) foram utilizados. Nos testes in vivo
(Hershberger e uterotrofico) realizados para deteccdo de atividades em orgaos
hormonio/dependentes n&o foram verificadas alteragcGes significativas. Da
mesma forma, também ndo foram observadas interferéncias na contratilidade
uterina induzida por ocitocina ou acido araquidénico. Para melhor avaliacdo do
risco toxicoldgico, ratas Wistar prenhas foram tratadas diariamente por via oral
em dois periodos criticos: pré-implantacdo (do 1° ao 7° dia de prenhez), ou
periodo de poés-implantacédo (do 8° ao 20° dia de prenhez). Ao final de cada
periodo de gestacdo, as ratas foram eutanasiadas e avaliados os seguintes
parametros reprodutivos: Periodo pré-implantacdo: numero de corpos luteos e
implantes, peso absoluto e relativo do Gtero, ovarios, rins e supra-renais e
niveis séricos de estradiol e progesterona. Periodo pds-implantacdo: pesos
absoluto e relativo do figado e atero, tamanho da ninhada, pesos fetais,
namero de fetos viaveis, numero de reabsorcdes e parametros histologicos dos
rins de fetos. Os resultados obtidos nestes estudos demonstraram no periodo
pré-implantacao significativas perdas de pré-implantes e aumento dos niveis de
estradiol em todos os tratamentos quando comparados com 0 grupo controle.
No periodo pés-implantacéo foi observada uma reducéo significativa no peso
fetal (g) em machos e fémeas e alteragbes morfoldégicas nas andlises
histoldgicas dos rins dos fetos (tubulos dilatados e cistos em tufos glomerulares
em todas as doses utilizadas). Desta forma, concluimos que os extratos de
Tropaeolum majus ndo interferiram na contratilidade uterina ao término da
gestacdo, assim como nao demonstraram atividade (anti) estrogénica ou (anti)
androgénica. Entretanto, a exposicao acarreta riscos ao feto durante todo o
periodo gestacional verificada em periodos distintos através da reducdo do
namero de implantes e aumento dos niveis plasmaticos de estradiol nas
progenitoras (periodo pré- implantacdo), e restricdo do crescimento fetal e
alteracdes morfologicas nos rins dos fetos (periodo pés-implantacédo), em todas
as doses utilizadas. Os dados aqui apresentados suportam a hipotese de que a
Tropaeolum majus apresenta grande potencial farmacolégico, entretanto
necessita de profunda avaliagdo de seguranca no caso de sua indicacdo
terapéutica incidir sobre o periodo gestacional.
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ABSTRACT

Tropaeolum majus L.(Tropaeolaceae) is a medicinal plant popularly used in
Brazil for the treatment of inflammatory processes and cardiovascular diseases.
Even though some literature data demonstrate its efficacy in diuretic,
hypotensive and anti-hypertensive activity depending on prostaglandin
participation and inhibition of angiotensin converting enzyme (iIACE)
respectively, there are still few studies in toxicology describing the safety of this
plant. In this way, the objective of the present work was to evaluate the (anti)
androgenic and (anti) estrogenic activity of the lyophilized hydroethanolic
extract obtained from Tropaeolum majus leaves (HETM), as well as its possible
effects on uterine contractility and during critical periods of gestation. For these
studies, three doses of the hydroethanolic extract of T. majus (3, 30 and 300
mg/kg) or vehicle (distilled water 5mL/kg) were used. In the in vivo assays
(Hershberger and uterotrophic) performed for the detection of activities in
hormone dependent organs no significant alterations were observed. Still, no
interferences were observed in uterine contractility induced by oxytocin or
arachidonic acid. For a better evaluation of toxicological risk, pregnant Wistar
rats were treated daily by oral route in two critical periods: pre-implantation
(from 1% to 7" gestational day), or post-implantation (from 8" to 20" gestational
day). At the end of each gestational period, the female rats were killed and the
following reproductive parameters were evaluated: Pre-implantation period:
number of implant and corpora lutea, absolute and relative weight of the uterus,
ovaries, kidneys and adrenal glands, and serum levels of estradiol and
progesterone. Post-implantation period: absolute and relative weights of liver
and uterus, offspring size, fetal weight, number of viable fetuses, number of
resorptions and histological parameters of fetuses kidneys. The results obtained
in these studies demonstrated that in the pre-implantation period there were
significant pre-implantation losses and increase in estradiol levels in all
treatments when compared to control group. In the post-implantation period it
was observed a significant reduction in fetal weight (g) in males and females
and morphologic alterations in histological analyses of fetuses’ kidneys (dilated
tubules and cysts in glomerular tufts in all doses used). In this way, we conclude
that extracts of Tropaeolum majus did not interfere with uterine contractility at
the end of gestation, and showed no activity (anti) estrogenic or (anti)
androgenic. However, the exposure brings risks to the fetus during the whole
gestational period seen in different periods through the reduction of implant
number and increase in plasma level of estradiol in the dams (pre-implantation
period), and fetal growth restriction and morphologic alterations of the kidneys
(post-implantation period), in all doses used. The data here presented support
the hypothesis that Tropaeolum majus presents great pharmacological
potential, however deep safety evaluation is needed for its therapeutic
indication during pregnancy.
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1 INTRODUCAO

As plantas medicinais séo utilizadas mundialmente para o tratamento de
varias doencas e através delas novas drogas estdo sendo pesquisadas e
desenvolvidas. Existem mais de 20.000 espécies sendo utilizadas na medicina
tradicional e estas sao potenciais reservatorios da descoberta de novas drogas
(Gupta et al., 2008).

Historicamente, na medicina popular, diferentes grupos étnicos tém
utilizado terapias alternativas para tratamento de doencgas ou como suplemento
alimentar. O uso popular de plantas medicinais por parte destes povos é
creditado aos supostos baixos niveis téxicos por serem de origem natural (Ling
et al., 2008). Entretanto, plantas medicinais podem causar efeitos adversos ou
podem interagir com outros medicamentos (Gadano et al., 2006). E importante
ressaltar que o uso terapéutico de plantas pode estar relacionado a um amplo
espectro de efeitos toxicos, incluindo disturbios metabdlicos, alteracbes do
sistema imune e enddcrino, hepatotoxicidade e disturbios comportamentais
(Buttar e Jones, 2003; Jurgens, 2003).

Vaérias plantas com atividade medicinal tém sido utilizadas para o
tratamento de diversas doencas como cancer, diabetes mellitus, asma,
distarbios intestinais, irregularidades no fluxo menstrual, arteriosclerose e artrite
reumatoide (Kim et al., 2007). O interesse pela descoberta de novas moléculas
com potencial farmacolégico tem motivado as pesquisas com extratos de
plantas em modelos animais. Dentro deste contexto, os produtos naturais
apresentam-se como potenciais candidatos, pois 80% da populacdo mundial
utilizam plantas medicinais para o tratamento de suas enfermidades (Chechinel
Filho e Yunes, 1998; Sartori et al., 2003; Santos et al., 2011).

No Brasil, 20% da populacdo consomem 63% dos medicamentos
disponiveis, enquanto o restante busca tratamentos alternativos (Reis e Mariot,
2001; Rodrigues et al., 2011). Contudo, o uso popular ou tradicional é
insuficiente para validar eticamente as plantas medicinais como medicamentos
eficazes e seguros. Os produtos naturais tém sido reconhecidos como

importantes fontes de novos medicamentos terapeuticamente efetivos, sendo
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gue, de 520 novas drogas aprovadas entre 1983 e 1994, cerca de 39% foram
obtidas a partir de produtos naturais ou seus derivados (Francischi, 2005).

Uma das grandes preocupacdes sobre consumo de plantas medicinais é
de que as mesmas, na maioria dos casos, sdo utilizadas sem orientacédo
médica (Rodrigues et al.,, 2011). Do ponto de vista cientifico, algumas
pesquisas mostraram que muitas dessas plantas possuem substancias nocivas
e por essa razdo devem ser utilizadas com cuidado, respeitando seus riscos
toxicoldgicos (Veiga Junior et al., 2005).

Os efeitos mais preocupantes do uso indiscriminado de plantas
medicinais, além dos efeitos adversos comuns descritos em relacdo as suas
varias formas de utilizacdo, € o0 seu uso durante a gestacdo, uma vez que 0S
constituintes quimicos da planta podem atravessar a placenta, chegar ao feto e
podem gerar efeitos teratogénicos, embriotoxicos e abortivos (Veiga Junior et
al., 2005; Rodrigues et al., 2011). Este fator € relevante, pois 0 uso de plantas
medicinais € comum na gestacao e neste periodo a mulher esta especialmente
sensivel na sua vida e no seu comportamento, abrangendo dimensodes
socioculturais, historicas e afetivas (Lacroix et al., 2000., Rangel e Braganca,
2011).

Assim como toda a populacdo, as gestantes também utilizam plantas
medicinais com frequéncia. As causas da inclusdo desta terapéutica durante a
gestacdo evidenciam o tratamento das manifestacdes clinicas da prépria
gravidez (Brum et al.,, 2011). Diante deste contexto, deve ser levado em
consideracdo o risco/beneficio da terapia medicamentosa utilizada, pois se
para muitos medicamentos as informacfes disponiveis sdo escassas, essa
falta de estudos pode ser ainda mais acentuada em relacdo as plantas
medicinais (Macena et al., 2012).

O objetivo primordial do uso de produtos naturais ndo é substituir
medicamentos comercializados e ja registrados, mas sim aumentar a opcao
terapéutica de medicamentos com custo reduzido aos encontrados no mercado
farmacéutico, com espectros de acdo mais adequados e com indicacbes
terapéuticas complementares as medicacdes ja existentes (Francischi, 2005).

Neste aspecto, o Brasil e a América do Sul destacam-se pela riqueza de
sua flora, sendo encontradas inumeras familias de plantas com potencial

farmacoldgico a ser investigado. A Tropaeolum majus € uma planta nativa dos
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Andes, e conhecida popularmente com o nome de chaguinha, capuchinha e
nasturcio. Recentes estudos pré-clinicos realizados em ratos com extratos das
folhas de Tropaeolum majus mostraram o seu potencial farmacolégico, com
destaque para sua atividade anti-trombinica (De Medeiros et al., 2000; Santo et
al., 2007), anti-inflamatoria (Lourenco et al., 2011), diurética e anti-hipertensiva
(Gasparotto Junior et al., 2009; 2011b). Além disso, folhas e flores frescas de
Tropaeolum majus séo utilizadas na alimentacao, pois possuem uma excelente
fonte do carotenoide luteina e vitamina ¢ (Vaz; Jorge, 2006).

Frente as informacfes sobre os efeitos terapéuticos de Tropaeolum
majus anteriormente descritos, e considerando que a literatura possui escassas
evidéncias sobre 0 uso seguro desta planta, o objetivo do presente trabalho foi
realizar estudos pré-clinicos de seguranca, principalmente durante a gestacao

e durante periodos criticos de desenvolvimento.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 USO DE PLANTAS MEDICINAIS

A utilizacao de plantas com finalidade terapéutica, para tratamento, cura
e prevencao de doencas é uma das mais antigas formas de pratica medicinal
da humanidade (Veiga Junior et al., 2005). A histéria revela que um numero
crescente de espécies utilizadas na medicina tradicional vem sendo
incorporado as prescricbes médicas para o tratamento dos agravos a saude.
Estima-se que o0 numero de espécies vegetais superiores descrito possa
chegar a 750.000 e que 119 substancias quimicas extraidas de plantas
indicadas para fins medicinais sdo obtidas aproximadamente de 90 espécies.
Desses compostos quimicos, cerca de 75% derivam de plantas utilizadas na
medicina tradicional (Rangel e Braganca, 2009).

A descoberta de medicamentos a partir de vegetais, o desenvolvimento
da etnofarmacologia, da farmacologia experimental e da quimica de produtos
naturais levou ao isolamento, a determinacdo de estruturas e identificacdo dos
mecanismos de acdo de principios ativos de substancias como atropina e
hioscina  (antiespasmddicos), colchicina  (anti-reumatico),  digitalicos
(cardiotbnicos), O6pio (potentes analgésicos), metformina (antidiabético),
pilocarpina (antiglaucoma), salicilatos (analgésicos e antiinflamatorios) e
reserpina (hipotensor e sedativo) (De Smet, 2004).

Devido ao desenvolvimento de grandes laboratérios farmacéuticos e dos
farmacos sintéticos, as plantas medicinais permaneceram como forma
alternativa de tratamento em varias partes do mundo. Porém, observou-se nas
ultimas décadas a revalorizacdo do emprego de preparacdes fitoterapicas.
Assim, alguns grupos farmacéuticos passaram a desenvolver esforcos voltados
para o aprimoramento de fitoterapicos e sua produgdo em escala industrial,
diferentemente das formas artesanais que caracterizaram 0s estagios iniciais
de sua utilizacao (Turolla e Nascimento, 2006). Um indicio do renascimento de
farmacos derivados de fontes vegetais € o progresso com pesquisas clinicas
no campo dos agentes anticancerigenos (taxol, podofilotoxina e camptotecinas)
e do antimalarico (artemisina) (Veiga Jr e Pinto, 2005).
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Analisando o custo desta categoria de produtos, 0s paises com menor
desenvolvimento tecnoldgico como o Brasil, oferecem integrativa terapéutica
bastante promissora para a populacéo. O pais é visto em destaque por possuir
um terco da flora mundial, além se ser a Amazonia a maior reserva de produtos
naturais com acdao fitoterapica do planeta. Esta intensa presenca vegetal faz
com que as pesquisas e o0 proprio desenvolvimento de medicamentos
fitoterapicos possam ocorrer como destaque no cenario cientifico mundial
(Franca et al., 2008; Santos et al., 2011).

Nos ultimos anos, a comercializacdo de plantas medicinais vem
crescendo 20% em relacdo aos medicamentos utilizados na medicina
convencional (Howell et al., 2006). Mesmo com a globalizacdo da industria
quimica e a utilizacdo de medicamentos sintéticos, os produtos derivados de
plantas medicinais ainda detém uma significativa parcela do mercado mundial,
14 bilhées de um total estimado de 280 bilh6es de dolares, cerca de 5% do
mercado mundial de produtos farmacéuticos (Rangel e Braganca, 2009).

Em um estudo realizado no Canada, 9% dos pacientes que chegam as
clinicas médicas mencionaram j& ter utilizado algum tipo de medicamento
fitoterapico (Xu e Levine, 2008). Nos Estados Unidos da América, este
mercado representa 5 bilhdes por ano, sendo o setor de mais rapido
crescimento no mercado farmacéutico norte americano (Aschwanden, 2001;
Destro et al.,, 2006 ). Além disso, estudos mostram que cerca de 37% da
populacdo adulta deste mesmo pais utilizam medicamentos fitoterapicos
(Destro et al., 2006). Porém, em outros paises de baixo poder econémico como
na Africa, 80% da populacdo dependem do uso de fitoterapicos, os quais
representam uma alternativa frente ao elevado custo dos medicamentos
sintéticos (Turolla e Nascimento, 2006).

O crescimento mundial do consumo de fitoterapicos estimulou o
desenvolvimento de pesquisas etnobotanicas com o intuito de monitorar o seu
uso pelas populacbes. Estas pesquisas, além de abordarem populacdes
tradicionais como indigenas e caicaras, também investigam populacdes de
cidades e pequenos nucleos urbanos com origem rural. Nestas populagdes,
tem sido observada a utilizacdo das plantas como um dos poucos recursos
terapéuticos para tratar suas doencas mais frequentes (Albuquerque e
Hanazaki, 2006).
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Apesar do sistema de saude oficial gratuito atualmente estender-se a
zona rural, ele ndo atende adequadamente a demanda e estas popula¢gdes nao
possuem poder aquisitivo para ter acesso a um profissional de saude. Além
disso, algumas classes de medicamentos industrializados sdo caras e as
pessoas se rendem a facilidade de se obter as plantas medicinais, que muitas
vezes sdo cultivadas nos quintais de suas casas (Pilla et al., 2006).

Um estudo descritivo realizado pela Universidade Estadual da Paraiba
na cidade de Campina Grande verificou o nivel de conhecimento dos
herbolérios em relacdo as orientagdes comunicadas a populacdo sobre o uso
adequado de plantas medicinais. A pesquisa revelou que 21% dos herbolarios
obtiveram o conhecimento através do convivio do dia a dia com os amigos; 7%
com parentes; 57% receberam as informacbes dos pais; 7% com pessoas
idosas e 7% de forma autbnoma, devido ao contato com outros individuos nos
locais de trabalho (Franca et al., 2008).

Além disso, outra pesquisa realizada no estado do Rio de Janeiro,
envolvendo a analise de formularios preenchidos pela populacdo usuaria do
sistema de saude local e profissionais da area de saude, permitiu verificar que
63% dos entrevistados utilizam as plantas medicinais como forma de
tratamento, mesmo com a disponibilidade de medicamentos sintéticos. Nesta
mesma pesquisa foi constatada a utilizacdo de plantas como automedicacao
antes da consulta ao médico, concomitante com o medicamento sintético (55%)
e, em muitos casos, substituindo-o (52%), sem o conhecimento do médico
(Floréncio e Junior, 2008).

Atualmente, grande parte da comercializacdo de plantas medicinais é
feita em farmacias e lojas de produtos naturais, onde preparacdes vegetais sao
comercializadas com rotulacdo industrializada. Em geral, essas preparacdes
nao possuem certificado de qualidade e s&o produzidas a partir de plantas
cultivadas, o que descaracteriza a medicina tradicional que utiliza, quase
sempre, plantas da flora nativa (Veiga Junior e Pinto, 2005). Esta facilidade na
aquisicdo de plantas medicinais, desperta em seus usuarios uma ideia
equivocada em relacdo ao seu uso, pois acreditam que as plantas sejam
in6cuas a saude (Macena et al.,, 2012). Entretanto, podem ocorrer possiveis
efeitos toxicos com a utilizacdo de pequenas quantidades de plantas

medicinais, provavelmente, devido a um excessivo humero de componentes
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ativos da planta, independentemente de suas formas toxicas (Al Quara, 2005;
Ling et al., 2008, Balbino e Dias, 2010).

Os efeitos toxicos produzidos por medicamentos a base de plantas
medicinais pode parecer trivial, quando comparada com medicamentos
convencionais, entretanto € um sério problema de saude publica, pois as
plantas medicinais podem desencadear reacdes adversas pelos proprios
constituintes quimicos, devido a interagbes com outros medicamentos ou
alimentos, ou ainda relacionados a caracteristicas do paciente (idade, sexo,
caracteristicas genéticas, condi¢fes fisiologicas e gestacdo) (Balbino e Dias,
2010).

2.2 PLANTAS MEDICINAIS NA GRAVIDEZ

O uso de plantas medicinais é uma alternativa terapéutica comum em
populacdes consideradas sensiveis ou vulneraveis ao uso de medicamentos
como idosos, criancas e gestantes. Além disso, diversas plantas sdo utilizadas
durante a gestacdo e a lactacdo para o tratamento de distirbios como
ansiedade, hipertensao, cdlicas, enj6o, depressao poés-parto e disturbios do
sono (Allaire et al., 2000; Buttar e Jones, 2003).

Em relacdo ao uso de qualquer medicamento sintético utilizado durante
a gestacdo, deve sempre ser levada em consideracgao a relagao risco/beneficio.
No entanto, esse mesmo cuidado néo é aplicado ao uso de plantas medicinais,
podendo desencadear riscos & mae e ao feto durante todo o periodo
gestacional (Mengue et al., 2001).

Apesar destes riscos, 0 uso de medicamentos e plantas medicinais
durante a gestacdo é um evento frequente, e as causas de sua utilizagdo
incluem o tratamento das desordens clinicas que ocorrem durante o periodo
gestacional, doencas crbnicas ou intercorrentes e a propria automedicacéo
(Brum et al.,, 2011). Além disso, € importante ressaltar que varias plantas
medicinais sdo completamente desconhecidas quanto ao potencial toxico e que
além do vegetal em si, S&0 necessarios outros parametros para a seguranc¢a do
uso de plantas medicinais. Mesmo assim, a frequéncia do uso de plantas

medicinais e seus derivados durante a gestacdo muitas vezes sao apoiadas em
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propagandas que prometem beneficios seguros (Jurgens, 2003; Silva et al.,
2011).

Neste sentido, diversas areas das ciéncias estdo envolvidas na pesquisa
de novas substancias oriundas de plantas como a fitoquimica, que trabalha no
isolamento, purificacdo e caracteriza¢do de principios ativos; a etnobotanica e
a etnofarmacologia, buscam informagdes a partir do conhecimento de diversos
povos e etnias; e a farmacologia estuda os efeitos farmacoldgicos de extratos e
dos constituintes quimicos isolados (Albuquerque e Hanazaki, 2006).

O uso de plantas medicinais pelas gestantes deve seguir rigorosamente
0s mesmos cuidados dos medicamentos alopaticos, ou seja, sempre com 0
conhecimento médico prévio, ja que se pdde observar em achados literarios o
fator embriotdxico, teratogénico e abortivo de muitas espécies (Rodrigues et al.,
2011).

A embriotoxicidade se refere a perturbacdo no desenvolvimento
embrionario ou fetal, a custa de efeitos que n&do afetam o organismo materno
(Araujo, 1998). O efeito teratogénico sobre o embrido ou feto em
desenvolvimento depende de diversos fatores, destacando-se o estagio de
desenvolvimento do concepto, relacdo entre dose e efeito, gendtipo materno
fetal e mecanismo patogénico especifico de cada agente (Pastusazk et
al.,1997; Rodrigues et al., 2011). O aborto é a interrupcédo da gravidez pela
morte do embrido ou feto. A ingestao de plantas para induzir o aborto envolve o
risco de intoxicacdo grave que pode resultar ndo s6 a morte, mas também
futuras complicacdes reprodutivas (Moreira et al., 2001; Roehsig et al., 2011).

Dentre as plantas encontradas com efeitos abortivos, embriotoxicos e
teratogénicos comprovados, as partes comumente utilizadas séo folhas, frutos,
cascas dos galhos, flores e raizes variando de planta para planta e de acordo
com a sua constituicdo (Rodrigues et al., 2011). Neste sentido, estudos
experimentais realizados em modelos animais, mostram que os periodos
criticos a serem evitados sdo os periodos pré-implantacéo, pés-implantacéo e
organogénese (Hiremath et al., 1997; Elbetieha et al., 1998; Zeichen de Sa et
al., 2000; Boareto et al., 2008; Muller et al., 2009; Marques et al., 2010).

Algumas plantas como angélica (Angelica archangelica), sucuuba
(Himathantus sucuuba), alecrim (Rosmarinus officinales), arnica (Arnica

montana), canfora (Cinnamomum canphora), confrei (Symphytum officinale L.),
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eucalipto (Eucaliptus globulus) e sene (Cassia angustifolia e Cassia acutifolia)
sao abortivos, pois podem estimular a motilidade uterina. (Mengue et al., 2001;
Veiga Junior et al., 2005).

Estudos realizados em animais durante o periodo gestacional mostraram
gue a arruda (Gonzales et al., 2007), barbatimao, cambara, chapéu-de-couro,
falso boldo, vidreira, Rhazya stricta e Senecio latifolius apresentam efeitos que
podem ser prejudiciais a gestante e ao concepto; principalmente a arruda (Ruta
graveolens), que € uma planta abortiva contra indicada durante a gravidez,
pois exerce fortes contragdes no utero (Mengue et al., 2001; Roehsig et al.,
2011; Rodrigues et al., 2011).

Embora as pesquisas realizadas caracterizem o0s riscos de varias
plantas medicinais utilizadas durante a gestacdo, o0 seu uso ainda continua
frequente. Uma pesquisa realizada com 139 gestantes demonstrou que as
espécies que elas mais utilizaram foram: erva cidreira (Cymbopogon citratus)
(79%), boldo (Peumus boldus) (41%), erva-doce (Pinpinella anisum L.) (28%), e
camomila (Matricaria recutita L.) (28%) (Rangel e Braganca, 2009).

A grande maioria dos efeitos toxicos observados durante a gestagéo se
devem aos grupos de substancias presentes nas plantas medicinais.
Antraquinonas, furanocumarinas, alcaldides pirrolidinicos, quinonas,
glicosideos cianogénicos e flavonodides, sdo as principais classes envolvidas
nos processos embriotdxicos, teratogénicos e abortivos (Capasso et al., 2000).

Varios destes compostos naturais sdo amplamente distribuidos no reino
vegetal e podem promover seus efeitos toxicos, além dos ja anteriormente
descritos, através de atividades estrogénicas e antiestrogénicas. Entre estes
compostos, destacam-se os flavonoides, pois sdo encontrados em abundancia
na familia das leguminosas (Leguminosae) (Breinholt et al., 2000). Estudos
experimentais mostraram que os flavonoides podem promover alteragdes no
perfil hormonal de fémeas, interferindo com a fertilidade, tanto in vitro quanto in
vivo (Breinholt et al., 2000; Maciel et al., 2002; Yao et al., 2008).

Os flavonoides séo capazes de alterar a atividade das monooxigenases
e consequentemente o metabolismo dos hormoénios esteroidais (Lima et al.,
2001). Estudos de estrogenicidade in vivo realizados com diversos flavonoides
demonstraram a capacidade destas substancias em alterarem a distribuicdo do

receptor alfa do estrogeno (ERa) em uteros (Breinholt et al., 2000). Além disso,



28

alguns flavonoides também promoveram efeitos inibitérios na reducdo de
progesterona para 20a- hidroxiprogesterona em figado de ratos (Shimada et
al., 2005; Nunes et al.,2010).

As fases de desenvolvimento pré e perinatal sdo consideradas
particularmente criticas, porque as alteragcbes morfolégicas e funcionais
induzidas nessas fases s&o normalmente irreversiveis. Além dos efeitos
teratogénicos induzidos in utero, que na maioria das vezes sao diagnosticados
precocemente ainda durante a gestacdo ou ao nascimento, existe uma grande
preocupacdo com distirbios que podem se manifestar tardiamente, como
alteracbes comportamentais, disturbios neurodegenerativos, alteragcbes
metabdlicas e disfun¢des reprodutivas (WHO, 2002).

Nos ultimos anos, extensa atencdo tem sido atribuida a exposicao
perinatal a medicamentos e contaminantes quimicos ambientais como base
para o surgimento de doencas na fase adulta. Devido a isso, a elevada
exposicdo a substancias quimicas capazes de interferir com o0 sistema
endocrino (desreguladores enddcrinos) tem sido apontada como um dos
fatores envolvidos no aumento de distlrbios reprodutivos e comportamentais
em humanos (Tilson, 1998; Skakebaek et al., 2001; Sharpe, 2001, 2003;
Colborn, 2004; Rodrigues et al., 2011).

Estudos realizados com animais indicam que alteracbes do
desenvolvimento sexual podem resultar da exposicdo a substancias capazes
de mimetizar ou antagonizar horménios naturais ou interferir com os
mecanismos que regulam a disponibilidade desses horménios (Dalsenter et
al.,1997; Gray, 1998; Baker, 2001; Sharpe, 2001, 2003). Nesse contexto, é
importante salientar que o0s processos reprodutivos como a gestacao,
parturicdo, lactagdo e desenvolvimento sexual envolvem uma série de
alteracdes fisiologicas que nao limitam as mudancas hormonais, mas envolvem
a participacdo de uma variedade de mediadores quimicos, como citocinas
inflamatorias, Oxido nitrico e fatores de crescimento, que podem ser
modificados pela exposicdo a substancias quimicas (Antunes — Rodrigues e
Favaretto, 1999; Norman et al., 2007).
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2.3 LEGISLACAO

As normas que regulamentam o uso de medicamentos a base de plantas
medicinais sdo de extrema importancia para garantir sua eficacia, seguranca e
gualidade. Os padrdes de controle de qualidade das agéncias reguladoras
ainda ndo estdo bem estabelecidos. Varias preparacdes que utilizam plantas
medicinais ainda necessitam de estudos cientificos mais detalhados, incluindo
padronizacdo quimica, testes biolégicos in vitro e em modelos animais e
avaliacéo clinica (Souza-Moreira et al., 2008).

E reconhecido que dados de eficacia e seguranca de varias plantas
medicinais ainda ndo sao suficientes para dar suporte ao seu uso, por vezes
devido a falta de metodologias adequadas de avaliacdo destas plantas. E, em
se tratando de composi¢cdo, muitas vezes ndo se tem estabelecido o principio
ativo ou toxico, sua concentracdo e seu conhecimento farmacoldgico e
toxicoldgico (Barata, 2005; Santos et al., 2011).

A busca por marcadores baseia-se na suposi¢cao de que qualquer planta
POSSUi um Ou poucos constituintes responsaveis por sua atividade e que,
portanto, substituiriam o0 uso da planta na sua totalidade, permitindo
doseamentos precisos e determinacdo das variagcbes de bioatividade
(Phillipson, 1995; Springfield, 2005). Contudo, varios séo os exemplos de que a
bioatividade pode ser o resultado do sinergismo entre 0s constituintes de uma
determinada planta. J& foram relatados casos de constituintes tidos como
ativos que, quando isolados, apresentaram-se toxicos para uso humano ou
com solubilidade limitada (Liang et al., 2004; Santos et al., 2011).

Com a expanséao da utilizacédo de plantas medicinais por grande parte da
populacdo, houve um crescimento nas discussdes sobre a seguranca do seu
uso. Na Unido Européia quando os produtos a base de plantas medicinais sao
utilizados com finalidade terapéutica, estas plantas sdo classificadas como
medicamentos regulares. Na Alemanha, 40% das prescricdes médicas contém
algum derivado de plantas medicinais. Nestes paises, para que ocorra este
volume de prescrigfes, sado exigidas comprovacdes de qualidade, eficacia e
seguranca destes produtos pela European Medicines Agency-EMEA (Scialli,
2008; Santos et al., 2011).
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Nos Estados Unidos da América (EUA), os produtos naturais sao
considerados suplementos alimentares e as empresas que os fabricam sé&o
responsaveis pela sua seguranca. Entretanto, quando estes produtos sdo
utilizados como medicamentos a regulamentacédo é feita pela Food and Drug
Administration —FDA (Wu, 2008; Marles, 2010).

A populacdo em geral confunde a fitoterapia com o uso de plantas
medicinais. A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) considera os
derivados de plantas medicinais (extratos, tinturas, 6leos e outros) como
medicamentos fitoterapicos aqueles obtidos exclusivamente de matérias primas
de origem vegetal, com qualidade constante e reprodutivel e que tantos os
riscos quanto a eficacia sejam caracterizados por levantamentos
etnofarmacologicos, documentacfes técnico cientificas em publicacbes ou
ensaios clinicos (Anvisa, 2000; Nicoletti et al., 2007; Santos et al., 2011). Estas
normas sao baseadas em protocolos de agéncias regulamentadoras
internacionais, como Organization for Economic Coorporation Development —
OECD, FDA, EMEA e WHO (Anvisa, 2000, 2010a).

No Brasil, a dispensacéo de plantas medicinais é privativa das farmacias
e ervanarias, observados o acondicionamento adequado e a classificacdo
botanica, entretanto ndo podem constar indicacées do seu uso terapéutico nas
embalagens (Anvisa, 2009; Balbino e Dias, 2010). Além disso, plantas
medicinais e seus derivados podem ser obtidos na forma de produtos
manipulados, industrializados cadastrados como alimentos e cosméticos ou
registrados como medicamentos fitoterapicos e medicamentos dinamizados,
seguindo as resolugdes RDC n°267/2005, RDC n°277/2005, RDC n°278/2005 e
RDC n°219/2006 (Balbino e Dias, 2010).

No Brasil, em 2004, foi aprovada a RDC n°48, da ANVISA que dispGe
sobre o registro de medicamentos fitoterapicos e, entre outros pontos, abrange
as etapas de controle de qualidade da droga vegetal, do produto acabado e da
importacédo de fitoterapicos (Anvisa, 2004). Esta RDC foi revogada em 2010 e
atualmente encontra-se em vigor a RDC n° 14/2010, que normatiza o registro
de medicamentos fitoterapicos. Enquanto a RDC n°4/2009, dispGe as normas
de farmacovigilancia que notificam as informacdes referentes aos efeitos

adversos relacionados a medicamentos (Anvisa, 2009, Anvisa 2010b).
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Dentro deste contexto, foi criada a Politica Nacional de Plantas
Medicinais e Fitoterapicos, aprovado pelo Decreto Presidencial de n°5813, de
2006, elaborada pelo Grupo de Trabalho Interministerial (GTI) o qual contempla
diretrizes que vao desde a cadeia produtiva de plantas medicinais até os
produtos fitoterapicos (Brasil 2006). Essa politica fez surgir um novo GTI para
elaborar o Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos cuja
proposta foi submetida a consulta publica e aprovado em 2008, por meio da
portaria interministerial n°2960, que além de criar esta GTI, criou o Comité
Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos com a missdo de monitorar
avaliar a implantacdo da Politica Nacional (Santos et al., 2011).

Com a finalidade de instituir o programa Farmacia Viva no Sistema
Unico de Saude (SUS) em 2010 foi aprovada a Portaria n°886 do Ministério da
Saude. O programa foi o primeiro de assisténcia farmacéutica baseado no
emprego cientifico de plantas medicinais desenvolvido no Brasil, tendo por
objetivo produzir medicamentos fitoterapicos acessiveis a populacao e realizar
todas as etapas de cultivo, coleta, processamento, armazenamento de plantas
medicinais, manipulagdo, dispensacdo de preparacdes magistrais até oficinas
de plantas medicinais e produtos fitoterapicos (Simoni, 2011).

De acordo com a RDC n°14/2010, na obtencdo do registro de
medicamentos fitoterapicos devem ser apresentadas informacfes através de
um relatério técnico sobre a planta incluindo a forma de producédo, dados do
controle de qualidade, eficicia e seguranca do mesmo. Os estudos de eficacia
e seguranca podem ser comprovados através de pontuacdo em literatura
técnico-cientifica; ensaios pré-clinicos e clinicos, tradicionalidade do uso e
presenca na “Lista de medicamentos fitoterapicos de registro simplificado”
(Anvisa, 2010b).

Pesquisas conduzidas na éarea de toxicologia reprodutiva e de
desenvolvimento s&o, portanto, necessarias na avaliacdo dos riscos
associados ao uso de plantas medicinais e compostos derivados. A ANVISA
tem publicado uma série de normas que dispdem sobre os estudos de
seguranca e eficacia necessarios para 0 registro de medicamentos
fitoterapicos, sendo que a avaliacdo da toxicidade reprodutiva e do
desenvolvimento é parte integrante dos testes complementares de toxicidade
pré-clinica (ANVISA, 1996, 2004a, 2004b).
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A Portaria n° 116, de 08 de agosto de 1996 da ANVISA propds um
roteiro para os estudos toxicoldgicos de fitotergpicos, e em 16 de margo de
2004 foi publicada no diario oficial da Unido a Resoluc¢do n°® 90: Guia para a
realizacdo de estudos de toxicidade pré-clinica de fitoterapicos. Este guia
contém os parametros minimos para realizagdo de toxicologia pré-clinica
(ANVISA, 1996; ANVISA, 2004), e os testes Complementares fazem parte
desse roteiro.

Estédo descritos como complementares 0s seguintes testes:

» Determinagdo de efeitos adversos sobre a fertilidade e a performance
reprodutiva causada por drogas administradas durante a gametogénese e
fecundacao (uma espécie de mamifero).

» Determinacao de efeitos adversos sobre fetos durante a vida intra e extra
uterina, por drogas administradas durante a gestacdo (duas espécies de
mamiferos).

» Determinacdo de efeitos adversos, sobre a méde e o produto, durante os
ultimos estagios da prenhez, parto e desenvolvimento pods-natal, por drogas
administradas durante este periodo (uma espécie de mamiferos).

» Determinacdo de mutagenicidade, se a droga em estudo:

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

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

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

d) deprimir a gametogénese ou reduzir a fertilidade.

e) produzir efeitos cancerigenos.

Deste modo, aqueles medicamentos desenvolvidos a partir de plantas
medicinais devem comprovar sua eficacia e seguranca através da realizacao
de ensaios farmacologicos pré-clinicos, clinicos e procedimentos de controle de
gualidade em toda a sua cadeia produtiva, para que possa garantir seu uso

seguro sem riscos a saude humana.
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2.4 Tropaeolum majus L.

Tropaeolum majus L. pertence a familia Tropaolaceae e é uma
importante trepadeira anual semi-perene, de habito herbaceo, com caule
circular, folhas inteiras, peltadas, alternas e verdes, com flores axilares em
forma de campéanula, zigomorfa, ciclicas e hermafroditas grandes e vistosas,
variando do amarelo ao vermelho (Figura 1) (Ribeiro et al., 2011). Sua estrutura
atinge em média 4,5 x 4,0 cm, e podem chegar a 17,5 x 15,0 cm. O peciolo é
afilado para o apice, atinge em média 9,0 x 0,5 cm na base e 0,2 cm no apice,
possui superficie estriada, insercdo central e é circular em seccao transversal
(Zanetti et al., 2004). Suas folhas e flores compdem saladas sofisticadas,
atraindo a atencdo pela ampla gama de atividades medicinais que apresenta
(Santo et al., 2007) .

B

7Y

Figura 1 — Tropaeolum majus L. (Foto do Horto de Plantas medicinais da

Universidade Paranaense — Unipar).
2.4.1 Distribuicao
Tropaeolum majus é uma importante planta medicinal, amplamente

distribuida pelo mundo, sendo esta conhecida popularmente no Brasil como

capuchinha, chaguinha ou nasturcio (Lorenzi e Matos, 2002; Ferreira et al.,
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2004; Sangalli et al., 2004). Esta planta é frequentemente encontrada em
centros de diversidade priméaria do sul do México até a Patagbnia na Argentina
e parte norte do Brasil, sendo cultivada pela rusticidade e a facilidade de
adaptacdo a climas variados (Pivoto et al., 2010). No Brasil, esta espécie
vegetal faz parte do projeto de “Producdo, processamento e comercializagao
de plantas medicinais, condimentares e aromaticas” da Empresa Brasileira de
Pecuaria e Agricultura (EMBRAPA), onde os agricultores recebem treinamento
técnico sobre o plantio e o cultivo desta planta para fins alimentares e

medicinais (Vaz; Jorge, 2006).

2.4.2 Composicao quimica

Estudos fitoquimicos demonstraram a presenca de acidos graxos (acido
erarico, acido oléico e linoleico) benzil isotiocianato e flavondides
(isoquercitrosideo, quercetol 3-triglicosideo e kaemferol) nas sementes e folhas
de Tropaeolum majus (De medeiros et al., 2000; Mietkiewska et al., 2004;
Sangalli et al., 2004; Zanetti et al., 2004). Glicosinolatos (benzillglicosinolatos)
foram também isolados das folhas desta planta como a glucotropaeolina,
sinalbina e triterpeno tetraciclico. (Kjaer et al.,1978; Lykkesfeld e Meller, 1993;
De medeiros et al., 2000; Griffiths et al., 2001).

Os glicosinolatos séo B — D — S - glicosideos aniénicos encontrados em
16 familias de espécies de plantas dicotiledéneas, incluindo as espécies
comestiveis. Em sua forma nativa, os glicosinolatos possuem baixa atividade
bioldgica, mas eles sempre coexistem, em diferentes compartimentos da planta
com a mironase que apos o dano tecidual hidrolisa-os a compostos bioativos,
chamados isotiocianatos. Estes podem ser tdoxicos contra fungos, bactérias,
insetos e nematodides contidos na planta (Wielanek e Urbanek, 2006).

2.4.3 Estudos em farmacologia e toxicologia com Tropaeolum majus
Toda a planta tem sido utilizada ha séculos pela medicina popular. As

folhas secas ou em infusdo da Tropaeolum majus sdo usadas popularmente no

Brasil para o tratamento de varias doencas, incluindo desordens
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cardiovasculares, infeccbes do trato urindrio, asma e constipacdo. (Correa,
1978; Ferreira et al., 2004; Sangalli et al., 2004; Ferro, 2006).

Varios estudos retrospectivos em farmacologia experimental foram
conduzidos com Tropaeolum majus. De Medeiros et al. (2000), reportam
atividade antitrombinica de extratos das folhas de Tropaeolum majus,
preparados com metanol ou cloreto de metileno. Binet (1964) demonstrou que
o benzil isoticianato possui efeito antibidtico em infec¢cdes do trato urinario.
Pintdo et al. (1995) provou que benzyl glicosinolatos demonstram atividade
anticancerigena in vitro, contra uma variedade de linhagens de células tumorais
em humanos. Picciarelli et al. (1984) e Picciarelli e Alpi (1987) descreveram
que o tritepeno de curcubitacina possui atividade antineoplasica.

Nos ultimos anos, tem sido crescente a realizacdo de investigacdes
sobre o potencial farmacoldgico desta planta. Santo et al. (2007) demonstraram
atividade anticoagulante através da analise do tempo de trombina (TT) a partir
dos extratos preparados das folhas e flores de Tropaeolum majus. Lourenco et
al. (2011), descreveram atividade antiflamatéria em modelos de inflamacéo
aguda. Gasparotto Junior et al.( 2009, 2011a, 2011b, 2012) mostraram o
potencial diurético, hipotensor e anti-hipertensivo através da inibicdo da enzima
conversora de angiotensina (ECA) e atividade antioxidante das folhas de
Tropaeolum majus, utilizando o seu extrato bruto, fragdo purificada e o seu
composto majoritario, a isoquercitrina.

No mesmo periodo em que foram observados os efeitos terapéuticos
obtidos por esta planta, paralelamente foram realizados estudos de toxicologia
aguda, subcrbnica e um ensaio de atividade anti (androgénica) e ou anti
(estrogénica), que demonstraram a auséncia de toxicidade nos parametros
avaliados, caracterizando em parte a sua seguranca (Zanetti et al., 2003;
Gasparotto Junior et al., 2009; Lourencgo et al., 2012; Gomes et al., 2012).
Entretanto, outra espécie da mesma familia, o Tropaeolum tuberosum, foi
relatada como sendo capaz de reduzir a funcdo testicular em ratos apos
tratamento com extratos preparados a partir de suas raizes (Cardenas-Valencia
et al., 2008). Além disso, tem sido relatado que alguns flavonéides, que sdo os
principais componentes do extrato hidroetandlico de Tropaeolum majus, séo
potenciais compostos ativos que possuem atividade no sistema endocrino (Le
Bail et al., 1998).
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Estes achados revelam uma ampla variedade dos efeitos de eficacia da
Tropaeolum majus nos modelos experimentais estudados indicando que esta
planta pode se tornar uma importante opcao terapéutica. Entretanto,
substancias que interferem no sistema renina angiotensina (SRA), como
inibidores da enzima conversora de angiotensina e antagonistas dos receptores
AT, e AT,, séo classificadas como substancias teratogénicas e tem seu uso
restrito durante a gestacao (Ganong, 1995; Mastrobattista, 1997; Speth et al.,
1999; Alwan et al., 2005)

2.5 RISCOS DO USO DOS INIBIDORES DA ENZIMA CONVERSORA DE
ANGIOTENSINA DURANTE A GESTACAO

Inibidores da ECA séo efetivos e geralmente bem tolerados grupos de
medicamentos utilizados para o controle da hipertensao e nefropatia diabética
(Cooper et al., 2006; Citrin-Diav et al., 2011). Aléem disso, sdo descritos como a
primeira linha de medicamentos para o controle da hipertensdo em mulheres
nao gravidas, embora os blogueadores dos receptores da angiotensina sejam
amplamente utilizados nos ultimos anos (Moretti et al., 2011). Por outro lado, os
inibidores da ECA séo contra indicados durante o segundo e terceiro trimestre
de gravidez por estarem associados com caracteristicas de efeitos adversos
fetais (Cooper et al., 2006; Moretti et al., 2011) Estudos in vitro tem
demonstrado que os inibidores da ECA atravessam a barreira placentaria de
humanos e ovelhas. Existem evidéncias em estudos realizados com animais de
que a administracdo de inibidores da ECA durante a gestacao esteja associada
com toxicidade fetal e 0 aumento de Obito dos animais ao nascimento (Citrin-
Diav et al., 2011).

Os efeitos adversos relacionados ao feto incluem anormalidades fetais
esqueléticas no cranio, falha e disfuncdo renal no feto e em neonatos,
oligoidramnio, hipoplasia pulmonar, hipotenséo fetal e neonatal e restricao do
crescimento intrauterino (Mastrobattista, 1997, Citrin-Diav et al., 2011). Estes
efeitos estdo associados a participacdo dos receptores da angiotensina | (AT1)
e angiotensina Il (AT2) que possuem um importante papel no desenvolvimento

e crescimento fetal, pois o receptor AT, € amplamente expresso nos tecidos
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para o desenvolvimento fetal, mas rapidamente diminui apdés o nascimento
(Speth, 1999; Alwan et al., 2005).

Existem trabalhos mostrando que o uso dos inibidores da ECA utilizados
durante o primeiro trimestre de gestacdo nao estdo relacionados a todos os
efeitos adversos descritos nos segundo e terceiro trimestres de gestagéo
(Mastrobattista, 1997; Cooper et al., 2006). No primeiro trimestre sdo descritos
somente andria e oligoidramnio, com consequente prejuizo da funcao renal
(Cooper et al.,, 2006). Entretanto, estudos recentes realizados no primeiro
trimestre de gestacdo descrevem um aumento do risco de malformagdes no
sistema cardiovascular e no sistema nervoso central em filhos de maes que
fizeram uso dos inibidores da ECA no periodo descrito (Alwan et al., 2005;
Citrin-Diav et al., 2011).

Outras correntes de estudos mostraram que os efeitos adversos que
ocorrem no primeiro trimestre de gestacéo, descritos anteriormente, ndo séo
tdo evidentes comparados aos demais periodos gestacionais porque a
conversdo da Ang | para Ang Il ocorre de forma independente da ECA, pois
existe a participacdo de uma via alternativa para este processo que envolve a
participacdo da enzima aminopeptidase (APA) e enzima conversora de
agiotensina do tipo 2 (ECA 2) (Alwan, 2005; Harata et al., 2006). Atualmente os
inibidores da ECA séo classificados, segundo a FDA, com fator de risco D
durante a gestacdo que é caracterizado por riscos ao feto e outros grupos de
drogas que atuam no SRA como os bloqueadores dos receptores da Angll e os
inibidores de renina, possuem risco equivalente em relacdo aos efeitos

adversos ao feto anteriormente descritos (Podymow e August, 2008).
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Angiotensina ll APA s> ANGIV
receptores AT1 receptores AT2
Estimulo do crescimento Apoptose

Inducao da superfamilia TGF-

Formacao da matrix extracelular

W
Moléculas de adesa

Desenvolvimento tubular

Figura 2: Esquema dos efeitos de Angiotensina Il no desenvolvimento
tubular renal: ATi:: Receptor da angiotensina do tipol. AT,: Receptor da
angiotensina do tipo2. TGF-B: Fator de transformacéao do crescimento. ANG IV:

Angiotensina IV.

Fonte: Wolf (2002).
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3. HIPOTESES

A hipétese deste trabalho foi baseada principalmente nas evidéncias dos
efeitos antiinflamatorios, hipotensores e antihipertensivos dos extratos obtidos
das folhas de Tropaeolum majus e do seu metabdlito primordial isoquercitrina,
descritos na literatura através de mecanismos envolvendo a via da lipoxigenase
e a inibicdo da ECA, pois até o presente momento, ndo existem informacdes
sobre o seu uso seguro em ensaios de desregulacdo endocrina, seus efeitos
na contratilidade uterina, ou durante o periodo gestacional e suas
consequéncias sobre o feto.

Em relacdo aos ensaios de atividade (anti) estrogénica ou (anti)
androgénica, nés propomos que 0s extratos ndo interfiram nestes ensaios, pois
a planta apresenta varios constituintes quimicos além do flavondide majoritéario
que podem impedir sua ligagdo aos receptores hormonais. Sobre seu efeito
sobre a contratilidade uterina, nés acreditamos que 0os mecanismos da planta
propostos nao inibam a sintese de prostaglandinas, pois 0s mecanismos
biolégicos descritos da planta envolvem a inibicdo da lipoxigenase e da ECA,
que inibem a sintese de leucotrienos e aumentam a sintese de prostaglandinas
respectivamente. Porém, se 0s extratos de Tropaeolum majus inibirem a ECA,

espera-se que eles produzam efeitos toéxicos durante a gestacao.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Investigar possiveis atividades desreguladoras enddcrinas de
Tropaeolum majus, seus efeitos sobre a contratilidade uterina, e seus possiveis

efeitos adversos durante a gestagao.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Investigar o possivel efeito de Tropaeolum majus sobre a contratilidade
uterina; ex vivo;

e Investigar a possivel agdo estrogénica ou antiestrogénica de Tropaeolum
majus através do teste uterotrofico;

e Investigar a possivel acdo androgénica ou antiandrogénica de
Tropaeolum majus através do teste de Hershberger;

e Investigar os possiveis efeitos adversos sobre a gestacdo, além de
possiveis alteragbes hormonais nas progenitoras expostas a

Tropaeolum majus durante a gestacao;
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5 MATERIAIS, METODOS E RESULTADOS

No presente estudo determinamos as doses utilizadas a partir da maior
dose (300mg/kg) em que o extrato hidroetandlico de Tropaeolum majus
(EHTM) apresentou atividade farmacologica (diurética) em ratos (Gasparotto
Junior et al., 2009). Todo o material utilizado, as metodologias e as técnicas
empregadas, bem como o0s resultados e a discussao especifica dos dois
estudos que compdem esta tese estdo descritos nos manuscritos apresentados
nos itens 5.1 e 5.2.

Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica
Institucional da UFPR (nimero de autorizagcdo 389).
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5.1 - Artigo 1 - Screening for in vivo (anti) estrogenic and (anti) androgenic
activities of Tropaeolum majus L. and its effect on uterine contractility.
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Abstract

Ethnopharmacological relevance: Tropaeolum majus L. (Tropaeolaceae) is a
medicinal herb popularly used in Brazil for treatment of inflammatory and
cardiovascular diseases. Despite some published data on its efficacy, there are
still few toxicological data describing the safety of this plant. The aim of this
study was to evaluate the (anti)estrogenic and (anti)androgenic activity of the
hydroethanolic extract obtained from Tropaeolum majus L. (HETM), as well as
its possible effects on uterine contractility.

Material and methods: Three experimental protocols were performed, (a)
uterotrophic assay, (b) Hershberger assay and (c) an ex vivo test to investigate
the effects of maternal administration of HETM on uterine contractility at the end
of pregnancy. In all protocols three doses of the HETM were administered to
Wistar rats: 3, 30 and 300mg /kg.

Results: In vivo tests for detection of (anti)androgenic and (anti)estrogenic
activities did not show any significant alterations. Similarly, no alterations were
observed on uterine contractility induced by oxytocin and arachidonic acid.
Conclusions: HETM was unable to produce (anti)estrogenic or (anti)androgenic
activities in the short-term in vivo screening assays performed. In addition, there
was no evidence that HETM can affect uterine contractility following gestational

exposure of rats.

Keywords: Tropaeolum majus; reproductive toxicology; medicinal herbs; rats
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1. Introduction

Medicinal herbs are widely used for treatment of several diseases, as
well as for research and development of new drugs. There are over 20.000
species being used in traditional medicine and these are potential sources for
discovery of new therapeutic compounds (Gupta et al., 2008). Historically, in
folk medicine, different ethnic groups have used alternative therapies for
treatment of diseases or as alimentary supplement. The widespread use of
medicinal plants is partly due to the low toxicity attributed to these natural
products (Ling et al., 2008). However, medicinal plants may cause a series of
toxic effects, including metabolic disorders, alterations in immune and endocrine
system, hepatic toxicity and behavioral effects (Buttar and Jones, 2003;
Jurgens, 2003 Gadano et al., 2006). Due to this evidence, the FDA (Food and
Drug Administration) describes that when a plant is used to heal, treat or
prevent some human disease, this will be classified as a drug, and the suppliers
must provide scientific evidence that the product is effective and safe for human
use (Wu et al., 2008).

Tropaeolum majus L. (Tropaeolaceae) is a native plant of the Andes in
South America and it is widely distributed around the world. In Brazil, it is
popularly known as “chaguinha”, “capuchinha” and “nasturcio” (Ferreira et al.,
2004; Ferro, 2006). It has been used by the population in form of tea made from
its leaves for treatment of several conditions, including inflammatory processes,
high blood pressure, edema and genitourinary tract infections (Corréa et al.,
2001; Lorenzi and Matos, 2002).

Phytochemical studies detected the presence of fatty acids, benzyl
isothiocyanate and flavonoids in seeds and leaves of Tropaeolum majus (T.
majus) (De Medeiros et al., 2000; Mietkiewska et al., 2004; Zanetti et al., 2004).
Glucosinolates were isolated from leaves of this plant, as well as tetracyclic
triterpenes (Lykkesfeldt and Moller, 1993; De Medeiros et al., 2000; Griffiths et
al.,, 2001; Kleinwachter et al.,, 2008). Several studies in experimental
pharmacology have been performed with T. majus L or compounds isolated
from it. Binet (1964) demonstrated that benzyl isothiocyanate possesses
antimicrobial activity in genitourinary infections. Pintdo et al. (1995) showed that

benzyl glucosinolate isolated from T. majus have in vitro anticancer activity in
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several human tumor cell lineages. Likewise, Picciarelli et al. (1984) and
Picciarelli and Alpi (1987) demonstrated that the triterpene curcubitacin has
antineoplastic activity. De Medeiros et al. (2000) described antithrombotic effect
of some extracts of T. majus L. leaves. More recently, studies from Gasparotto
Junior et al., 2009; 2011a; 2011b demonstrated diuretic and antihypertensive
activity of the ethanolic extract of Tropaeolum majus (HETM), purified fraction
and a flavonoid, isoquercitrin, from the leaves of T.majus L. Nevertheless,
despite many studies on the pharmacological properties of T. majus L., several
aspects of its safety have not yet been thoroughly studied (Wielanek and
Urbanek, 2006). Recently, another species of the same family, T. tuberosum,
was reported as being able to reduce testicular function in rats following
treatment with extracts prepared from the roots (Cardenas-Valencia et al,
2008). In addition, it has been reported that some flavonoids, which are major
components of the hydroethanolic extract of T. majus, are potential endocrine
active compounds (Le Bail et al., 1998).

In the last decades, there has been growing concern over the effects of
either synthetic or natural products on the endocrine systems of humans and
wildlife. The so-called endocrine disruptors can affect development,
reproduction, metabolism, immunity and several other hormonally dependent
processes. Identification of potential endocrine disruptive properties of
medicinal herbs has become significantly important, particularly because of the
wide acceptance and use of such products by sensitive populations, including
children and pregnant women. The aim of the present study was to investigate
the possible (anti)estrogenic and (anti)androgenic activities of the
hydroethanolic extract from leaves of T. majus (HETM) in short-term in vivo
screening tests, as well as the effects of the extract in an ex vivo assay of

uterine contractility.



47

2. Materials and methods

2.1. Animals

Wistar rats were obtained from the Federal University of Parana and
maintained in controlled conditions at 22+2°C and a constant 12h light/dark
cycle. Standard pellet food (Nuvital, Curitiba/PR, Brazil) and tap water were
available ad libitum. All animal studies were carried out in accordance with the
Guide for Care and Use of Laboratory Animals adopted by the Federal
University of Parana (Protocol number: 383).

2.2. Plant Material

T. majus L. leaves were collected in June 2009 from the botanical garden
of University Paranaense (UNIPAR), at 430m altitude above sea level
(S23°47°55-W53°18°48). The plant was identified and voucher specimens were

deposited at the Herbarium of this University under number 2230.

2.3. Preparation of the hydroethanolic extracts of T. majus (HETM)

T. majus L. leaves were air — dried in an oven at 40°C for 4 days and the
resulting dry plant was cut and pulverized. This plant material was macerated
for 7 days using 90% ethanol as solvent. The solvent was then eliminated by a
rotary vacuum evaporator under reduced pressure and lyophilized, representing

a yield of 15.5% of the dry material extracted.

2.4. Drugs

17-a-ethynylestradiol (95% pure; C2oH240,) and testosterone propionate
(97% pure; C,2H3,03) was obtained from Sigma—Aldrich (Steiheim, Germany).
Tamoxifen (tamoxifen citrate, 99.5% pure; CysH29NO) was obtained from
Galena Laboratory (Curitiba/PR, Brazil) and Flutamide was purchased from
Galena (Sao Paulo/SP, Brazil).
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2.5 Uterotrophic assay

The uterotrophic assay have been routinely used to investigate possible
(anti)estrogenic activities of different compounds (Ashby et al., 1997; Odum et
al., 1997). Immature female rats, aged 21 £ 1 day, were randomly assigned to
different experimental groups and were treated daily for three consecutive days
with HETM (3, 30 and 300 mg /kg/ day). In addition, one group was treated with
distilled water to serve as negative control, while another group received 17-a-
ethynylestradiol (dose of 0.4 mg /kg /day by gavage) and was used as a
positive control for estrogenicity (Andrade et al., 2002). The possible
antiestrogenic activity was tested by administration of the same three doses of
HETM (3, 30 and 300 mg /kg /day) to female rats previously treated with 17-a-
ethynylestradiol. The last group received tamoxifen (dose of 10 mg /kg /day by
gavage) after 17-a-ethynylestradiol and served as positive control for
antiestrogenicity. Twenty-four hours after the last treatment, animals were
weighed and sacrificed by cervical dislocation (AVMA, 2007). Uteri were
excised, trimmed free of fat, pierced, and blotted to remove fluid. The body of
each uterus was cut just above its junction with the cervix and at the junction of
the uterine horns with the ovaries. Wet uterus weight was determined and

expressed as relative weight (wet uterus weight x 100 /body weight).

2.6. Hershberger assay

For the Hershberger assay, 7-week-old male rats were castrated via the
scrotum (midline incision) under anesthesia (ketamine 75 mg /kg/ and xylazine
1.5 mg /kg; i.p). Chemical treatment was not commenced until 7 days after
castration to allow for complete recovery. Seven-week-old rats (peripubertal)
were chosen as this is the typical age used in several studies (Ashby and
Lefevre, 2000; Yamada et al., 2001).

The HETM was given daily for 7 consecutive days by either oral gavage
(p.0.) or subcutaneous injection (s.c.). For assessment of (anti) androgenicity,
three doses of HETM (3, 30 and 300 mg /kg/ day) were administered orally to
castrated animals and to testosterone-treated males (testosterone propionate
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0.25 mg/ kg/ day; s.c.). For detection of androgenicity, the same doses of the
HETM were administered orally to castrated males treated with vehicle (canola
oil 1.0 mL/ kg/ day; s.c.). Animals treated with the vehicle by either oral gavage
(5.0 mL/ kg/ day) or subcutaneous injection (1.0 mL/ kg /day) were used as
negative controls for androgenicity, while castrated rats administered
testosterone propionate (0.25 mg /kg/ day; sc) and vehicle (5.0 mL /kg/ day
p.0.) were used as positive controls for androgenicity. Flutamide (10.0 mg /kg/
day; s.c.) given to castrated, testosterone-treated males (testosterone
propionate 0.25 mg /kg /day; sc), which also received the vehicle (canola oil 5.0
mL /kg/ day; p.o.), was used as a positive control for antiandrogenicity. The
dosing volume for all solutions was 5.0 mL /kg when using the oral route and
1.0 mL /kg when using subcutaneous injections. One day after the final
administration, all rats were weighed and sacrificed by cervical dislocation after
deep anesthesia (Ketamine). At necropsy, the prostate, seminal vesicle without
fluid, levator ani/bulbocavernosus muscle (LABC) and glans penis were
carefully dissected free of adhering fat and weighed. All organs were weighed

and their masses expressed as relative weights (organ weight /body wt x 100).

2.7 Effect on the contractility of isolated pregnant rat uterus

Adult female rats were mated for three hours during the dark cycle at the
proportion of three females to each male. Vaginal smears were collected daily
and the day of sperm detection was considered as day O of gestation. Pregnant
rats were treated daily from day 8 to 21 of pregnancy with HETM (3, 30 and 300
mg /kg /day) and sacrificed at day 21 of pregnancy by deep ketamine
anesthesia. The uterus was immediately removed, placed in nutritional liquid
Krebs-Henseleit, and cleaned of fat and excessive connective tissue. The
uterus and the myometrium were transversally sectioned in strips of
approximately 5 mm of length at the central portion of each uterine horn, and
each of the two obtained strips was submitted to different experimental
conditions. Uterine strips were placed in a 10 mL organ bath containing
nutritional liquid Krebs-Henseleit maintained at 32 ‘C and continuously aerated
with 95% O, and 5% CO,. Uterine strips were subjected to an optimal resting

force of 1g and 60 minutes of stabilization. The uterine strips were initially
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submitted to contraction with KCI (80 mM) to verify the viability of the tissue,
and the response was considered as 100%. After 30 min, tissues were directly
stimulated with arachidonic acid (0.3 mM) or oxytocin (10 mUIl/ ml). In between
curves, a time of 30 min was respected and the nutritional solution was
renewed every 10 min. Contractile isotonic responses of uterine strips were
recorded using a Kymograph and converted into percentage, compared with
KCI response. This procedure was repeated twice to allow a medium value for
the contraction induced by oxytocin and arachidonic acid. The nutritional liquid
Krebs-Henseleit presents the following composition (concentrations in mM):
NaCl (133), KCI (5.0), CaCl, (2.5), MgSO,4 (1.3) KH,PO4 (1.2), NaHCO3 (20)
and glucose (10).

3. Statistical analysis

Parametric data were analyzed by variance analysis (ANOVA) and
differences between groups were assessed by Bonferroni’s test. Nonparametric
data were analyzed by Kruskals-Wallis followed by Dunn's test. Differences
were considered to be statically significant at a probability level of 5% (p <
0.05). Preparation of graphs and statistical analysis was carried out using
GraphPad Prism version 5.0 for Windows (GraphPad Software, San Diego, CA,
USA).
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4. Results

4.1. Uterotrophic assay

Regarding the relative weight of the uterus there were no significant
differences between the groups that received HETM and vehicle (Figure 1 A).
Administration of 17-a-ethinyl estradiol (positive control) significantly increased
uterine weight, but coadministration with HETM was unable to block this
uterotrophic activity (Figures 1A and 1B). On the other hand, coadministration of
17-a-ethinyl estradiol and tamoxifen resulted in a significant reduction in uterine

weight when compared to the group receiving only 17-a-ethinyl estradiol.
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Figure 1 — Test for estrogenicity and antiestrogenicity (uterotrophic assay).
Columns represent mean * standard error of the relative uterus weight of
immature females rats. (n= 11 animals per group).**p < 0.01 and *** p < 0.001
(one-way ANOVA followed by Bonferroni test). Est= Estradiol (1 pg/kg); Tam=

Tamoxifen (10 mg/kg); HETM= Hydroethanolic Extract of Tropaeolum majus.
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4.2. Hershberger assay

The data in Figure 2 A-D illustrate the results of Hershberger test. The
results demonstrate that the weight of androgen dependent organs (seminal
vesicle, prostate, LABC and glans penis) of HETM groups did not differ from
vehicle control group. HETM was also unable to block the testosterone-induced
growth of these tissues. Anti-androgenic effects were observed only when
testosterone-treated animals were co-treated with flutamide, a classic androgen

receptor antagonist.
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Figure 2 — Test for androgenecity and antiandrogenicity (Hershberger assay).
Columns represent mean * standard error of the seminal vesicle, ventral
prostate, levator ani/bulbocavernosus muscle and glans penis relative weights.
(n= 8 - 11 animals per group). ** p < 0.001 (one-way ANOVA followed by
Bonferroni test). Test= Testosterone (0.25 mg/kg); Flut= Flutamide (10 mg/kg).
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4.3. Effect on the contractility of isolated pregnant rat uterus

The treatments performed with HETM in pregnant female rats from
gestational day 8 to 21 did not alter the response of uterine contractility induced

by oxytocin or arachidonic acid in all tested doses, indicating lack of modulatory

effects of HETM on rat uterus. (Figure 3 A and B).
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Figure 3 - Effect of the HETM on uterine contractility induced by arachidonic
acid (0.3 mM) (A) and oxytocin (10muUl/ml) (B). Female rats were exposed to
HETM from day 8 to 21 of pregnancy. Columns represent mean + standard

error of the percentage relative to KCI response. (n =5 animals per group)

(Kruskals-Wallis followed by Dunn’s test).
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4. Discussion and conclusions

In the last decade, several studies have reported some important
biological effects of T. majus L. On the other hand, few studies have given
emphasis on possible toxic effects caused by this species. In this regard,
recently was demonstrated that oral administration of up to 5 g /kg of infusion or
hydroethanolic extract obtained from the leaves of T. majus did not cause signs
of acute toxicity in normotensive rats (Zanetti et al., 2003; Gasparotto Junior et
al., 2009). Thus, the objective of the present work was to extend the safety data
of this species through investigation of possible (anti)estrogenic and
(anti)androgenic activities of the hydroethanolic extract obtained from the leaves
of T. majus L. (HETM), as well as its effect on uterine contractility.

Some studies performed in vivo and in vitro with Tropaeolum tuberosus,
a member of the Tropaeolaceae family, showed reductions in testosterone
levels, as well as decreased binding of estradiol to its receptor, when the extract
obtained from the roots of this species was tested (Johns et al., 1982;
Cardenas-Valencia et al.,, 2008). In addition, root extracts of Tropaeolum
tuberosus reduced the testicular function of adult rats after 12, 21 and 42 days
of treatment (Cardenas-Valencia et al., 2008). On the other hand, benzyl
isothiocyanate, a major component T. majus, T. tuberosus and cruciferous
vegetables, did not change pregnancy outcomes following rat exposure during
pre- and post-implantation periods (Adebiyi et al., 2004). Corroborating these
findings, the results obtained here did not demonstrate any changes in tissues
that are sensitive to the action of sex steroid hormones in males and females
rats.

A recent pharmacological and phytochemical study performed with T.
majus L. revealed that flavonoids, particularly isoquercitrin, are major
components of the hydroethanolic extract (Gasparotto Junior et al.,, 2011b).
Previously, in vitro studies performed with flavonoids in lineages of breast
cancer MCF-7 cells (hormone dependent), in the absence or presence of
estradiol, revealed estrogenic and antiestrogenic responses, depending on
flavonoid and concentration tested (Le Bail et al., 1998). Isoquercitrin, the major
flavonoid in the HETM, did not produce a clear dose-dependent curve, but

reduced MCF-7 cell proliferation at the highest concentration tested (50 puM)



55

either alone or in the presence of estradiol (Le Bail et al., 1998). More recently,
a research performed with the same MCF-7 cells and isoquercitrin confirmed
this antiproliferative effect (Yang and Liu, 2009).

In the past years, several in vitro and in vivo studies have demonstrated
the anti-inflammatory potential of isoquercitrin (Fernandez et al., 2005; Rogerio
et al.,, 2007). These studies, associated with the popular use of T. majus L.
leaves to treatment of acute inflammation, make its use in pregnant women an
appealing possibility (Rehecho et al.,, 2011). In the same way, Gasparotto
Junior et al. (2009) suggest that the effect of one or more active components of
T. majus partially facilitates the release of renal prostaglandins in male and
female rats. This information led us to investigate the possible effects of the
HETM on the contractility of isolated pregnant rat uterus. With demonstrated,
the data indicate that treatment of pregnant rats with HEMT does not affect the
ex Vvivo uterine contractility induced by oxitocin or arachidonic acid.

The uterotrophic assay did not reveal any change in uterine weight
following treatment with HETM at 3, 30 and 300 mg /kg/ day either isolated or in
combination with estradiol, when compared to appropriate controls. These
results indicate lack of in vivo estrogenic or anti-estrogenic activity of the HETM.
At the end of pregnancy there is a rise in estrogen levels and a decline in the
amount of progesterone, which ultimately result in upregulation of oxitocin
receptors in the uterus, increased production of prostaglandins and increased
uterine contractility (Muller et al., 2009). Taken together the results indicate that
T. majus does not modulate estrogen responses in vivo, as well as has no
obvious influence on uterine contractility.

In addition to absence of effects in the uterotrophic assay, the results
with castrated male rats (Hershberger assay) indicate that the HETM is unable
to elicit androgenic activities at tested doses. Also, HETM cannot block the
effects of testestorone on androgen-sensitive tissues such as prostate, seminal
vesicle, glans penis and levator ani/bulbocavernosus muscle. However, it is
important to mention that in addition to substances that disturb the normal
interaction of hormones and their receptors, adverse effects in the reproductive
tract can be elicit by compounds that induce alterations in synthesis, storage,
release, transport or excretion of endogenous hormones (US EPA, 1996). Most

in vitro and in vivo assays designed to screen endocrine disruptors, including
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the uterotrophic and Hershberger assays, are mainly suitable to detect classic
receptor-mediated activities and may fail to recognize substances that change
endogenous hormone bioavailability to responsive cells (Andrade et al., 2002).
Despite the presence of flavonoids, which have been reported as
potential endocrine active compounds, HETM was unable to produce
(anti)androgenic or (anti)estrogenic activities in the short-term in vivo screening
assays performed in the present study. In addition, there was no evidence that
HETM can affect uterine contractility following gestational exposure of rats.
Additional studies should be performed with T. majus L. and its major flavonoid,
isoquercitrin, to fully determine the absence of reproductive and developmental

toxicity.
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Abstract

Ethnopharmacological relevance: Tropaeolum majus L. (Tropaeolaceae) is a
medicinal herb popularly used in Brazil that has its hypotensive effect by
inhibiting the angiotensin-converting enzyme (ACE). The aim of the present
study was to investigate the effects of the hydroethanolic extract obtained from
Tropaeolum majus L. (HETM) during critical periods of pregnancy in Wistar rats-
Material and methods: Pregnant Wistar rats (x 90 days old) were treated orally
with HETM at doses of 3, 30 and 300 mg/kg and reproductive assessment in
the pre-implantation (from day 1° to 7° of gestation) and post-implantation (from
day 8° to 20° of gestation) period was investigated. At the end of each period of
gestation the rats were euthanized and evaluated the following reproductive
parameters. Pre-implantation period: number of corpora lutea and implants,
absolute and relative weight of the uterus, ovaries, kidneys, adrenals, serum
estradiol and progesterone levels. Post-implantation period: absolute and
relative weights of liver and uterus, litter size, fetal weights, number of viable
fetuses, number of resorptions and histological parameters of the kidneys of
fetuses.

Results: In pre—implantation period were observed significant pre-implant losses
and increased levels of estradiol in all treatments when compared with the
control group. In post-implantation period were observed a significant reduction
in fetal weight in males and females. Additionally, kidney histological analysis

showed dilated tubules and cysts in glomerular tufts.

Conclusions: The toxic effects of hydroethanolic extract of Tropaeolum majus
(HETM) during the pre-implantation period may be associated with increased
levels of estradiol. Furthermore, the observed changes in fetal weights and
renal morphology observed in pos-implantation period are due to a possible
reduction in the levels of angiotensin Il that has an important role in proto-

oncogenes activation and renal maturation.

Keywords: Tropaeolum majus; reproductive toxicology; teratology; pregnancy



65

1. Introduction

A series of epidemiological studies on the use of medicinal herb in pregnancy
show the risk of exposure to the fetus. The risk factor increases when medicinal
plants are used as alternative therapy for disorders that occur during pregnancy
as abdominal pain, cramps, anxiety, depression and hypertension. In addition,
there are few studies of efficacy and safety that have the documentation of the
quality needed to be able to restrict the use of plants in critical periods of
gestation (Holst et al., 2009; Louik et al., 2010). Recent data show that
approximately 75-80% of the population worldwide uses medicinal plants,
especially in developing countries due to easy access and the belief that this
type of therapy does not cause serious adverse effects (Tabassum, 2011).

Hypertension is one of the most prevalent medical disorders that occur
during pregnancy. The National High Blood Pressure Education Program of the
NHLBI classifies hypertensive disorders of pregnancy into following categories:
gestational  hypertension, chronic  hypertension, preeclampsia, and
preeclampsia superimposed on preexisting hypertension (Podymow and
August, 2008; Mustafa et al., 2012). In the literature is well described the risks
that some groups of antihypertensive drugs cause when used during
pregnancy; among these, stand out diuretics and inhibitors of renin angiotensin
system. However, these drugs can still be used depending on the clinical risk
factor for hypertension diagnosed during pregnancy (Podymow and August,
2008). Because of this evidence, there is an increasing use of natural products
during the pregnancy, not only because of hypertension, but also as sedatives,
vasodilators, among others (Conover, 2003; Louik et al, 2010).

Recent in vivo and in vitro studies conducted with medicinal plants show
diuretic, hypotensive and vasodilators effects. In addition, many species can
inhibit the activity of the renin angiotensin system additionally to other
pharmacological properties. However, several studies do not have the
information necessary for its safe use during pregnancy (Nordeng et al., 2010;
Tabassum, 2011).

Tropaeolum majus L. (Tropaeolaceae) is a native plant of the Andes in
South America and it is widely distributed around the world. In Brazil, it is

popularly known as chaguinha (Ferreira et al., 2004; Ferro, 2006). Recently, in
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vivo studies with hydroethanolic extract obtained from Tropaeolum majus
(HETM) leaves showed the diuretic and hypotensive effect by inhibiting the
angiotensin converting enzyme (ACE) (Gasparotto Junior et al., 2009; 2011).
Furthermore, pre clinical toxicology studies conducted with HETM in trials of
endocrine disruption or sub chronic exposure, do not showed sign of toxicity in
all parameters evaluated (Gomes et al., 2012; Lourenco et al., 2012).
Angiotensin converting enzymes inhibitors (ACEIs) are a group of
compounds used for the control of hypertension. However, there is evidence
that the toxic effects of ACEIls during pregnancy are associated with fetal
toxicity and an increase in stillbirths. The use of ACEls in humans during late
pregnancy has been associated with a characteristic fetopathy including renal
dysplasia, oligohydramnios, hypocalvaria, limb contractures, pulmonary
hypoplasia and intrauterine growth restriction (Citrin-Diav et al., 2011).
Moreover, some studies over the years have reported the physiologic
involvement of the renin-angiotensin system in the reproductive system of
mamals. In this sense, the renin, angiotensinogen, ACE and its related peptides
(angiotensin Il and Il including their receptors AT1 and AT2) can play an
important regulatory role in the ovary on thecal and granulosa cells (Ganong,
1995; Sepht et al.,, 1999; Pena et al., 2010), including steroidogenesis, ion
fluxes, follicular growth and maturation, ovulation, angiogenesis and
neovascularization and apoptosis (Speth et al., 1999; Pena et al., 2010).
Although the primary data of literature describing the relative safety of using
Tropaeolum majus in both males and females rats, there are no evidence about
the risk of toxicity during pregnancy. So, the aim of present study was to
investigate the effects of HETM during critical periods of pregnancy in Wistar

rats.
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2. Materials and methods

2.1. Animals

Female Wistar rats were obtained from colony of Federal University of
Parana and maintained in controlled conditions at 22+2-C and a constant 12h
light/dark cycle. Standard pellet food (Nuvital, Curitiba/PR, Brazil) and tap water
were available ad libitum. All experimental procedures adopted in this study
were previously approved by the Institutional Ethics Committee of the Federal
University of Parana (Protocol number: 383).

2.2. Plant Material

Tropaeolum majus leaves were collected from the botanical garden of
University Paranaense (UNIPAR), at 430m altitude above sea level
(S23°47°55-W53°18°48). The plant was identified and voucher specimens were
deposited at the Herbarium of this University under number 2230.

2.3. Preparation of the hydroethanolic extracts of Tropaeolum majus (HETM)

Tropaeolum majus leaves were air — dried in an oven at 40°C for 4 days
and the resulting dry plant was cut and pulverized. This plant material was
macerated for 7 days using 90% ethanol as solvent. The solvent was then
eliminated by a rotary vacuum evaporator under reduced pressure and

lyophilized, representing a yield of 15.5% of the dry material extracted.
2.4. Substances and doses

The HETM was dissolved in distilled water and administered by gavage
in a volume of 5 mL/kg. In each study, three doses of HETM were used (3, 30
and 300 mg/kg/day). Dose selection was based on previous studies showing
diuretic and antihypertensive effects of HETM at 300 mg/kg/day in
normotensive and SHR rats (Gasparotto Junior et al., 2009; Gasparotto Junior
et al., 2011Db).



68

2.5. Mating procedure

Three female rats were placed in a cage with one male during the dark
period for mating. On the subsequent morning, vaginal smears were obtained
from all females and examined. Females showing sperm in the vaginal smears

were housed in individual cages, and this was considered day 0 of pregnancy.

2.6. Evaluation of the implantation period GD (gestational days) 1-7

Female rats were weighed daily during pregnancy following HETM
treatment during GD 1-7 and clinical signs of intoxication were also monitored
during the treatment period. Immediately after euthanasia (sodium pentobarbital
150 mg/ kg; i.p.) at the 8° pregnancy day, selected organs were removed and
weighed, including the uterus, liver, kidneys and adrenal glands. Organ weights
were reported as absolute and relative weights (organ weight/body weight x
100). The uterus was examined macroscopically with the aid of a magnifying
glass to record the number of implantation sites and were counted and the
number of corpora lutea. The percentage of pre-implantation losses was
calculated as the number of implants by subtracting the number of corpora

lutea.
2.7. Evaluation of the post implantation period GD 8-20

Maternal body weights were measured on 0, 5, 10, 15 and 20 pregnhancy
days and the dams were evaluated for gain of corporal mass (considering that
mass of day 0 of pregnancy as 100%). At the 20° pregnancy day the dams were
euthanized, and selected organs were removed and weighed (liver and uterus),
being reported as absolute and relative weight. The following data also were
recorded: pregnancy length, implantations number, resorption number and fetus
weight. In addition, post implantation losses ([number of implants—number of

live offspring] x 100/number of implants) were evaluated.
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2.8. Processing of kidneys fragment and histopathological analyses

The kidneys were removed from the fetus at the end of 20 pregnancy days
and stored immediately in neutral buffered formalin (10%). These tissue
samples were dehydrated in alcohol, cleared with xylen and embedded in
paraffin. Later, they were sectioned (5 pum), stained with hematoxilin and eosin
and examined under light microscope. The samples were analyzed to identify
general structural changes in this organ. The analyses were focused on
immature tubules and glomeruli, concentric rings, dilated tubules, cystic
glomeruli, mitotic figures, cortical/medullary differentiation, apoptose and cystic
glomerular tufts. All experimental findings were classified as score: absent (-),

discrete 1-5 (+), moderate 6-10 (++), and evident > 10 (+++).

2.9. Dosage of estradiol and progesterone

Pregnant rats were treated daily with HETM on GD 1-7 and euthanized
on GD 8 for blood collection. Blood was collected after decapitation and heparin
was used as anticoagulant. Plasma was removed after centrifugation and kept
at —20 -C until analysis. Estradiol and progesterone was measured using a
microparticle enzyme immunoassay (AXSYM Abbott). Kits were purchased from
Abbott Laboratories (Abbott Park, IL, USA). The results were expressed as
pg/ml and ng/ml respectively.

2.10. Statistical analysis

Parametric data were analyzed by one-way analysis of variance (ANOVA)
followed by Bonferroni's test. Nonparametric data were analyzed by Kruskals-
Waills followed by Dunn's test. Parametric data was expressed as mean *
standard error of mean (S.E.M) and the non-parametric data, was expressed as
proportion or percentage. Proportions were evaluated by the chi-square test
(chi2-test). Differences were considered to be statically significant at a

probability level of 5% (p < 0.05) and 1% (p < 0.01). Preparation of graphs and
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statistical analysis was carried out using GraphPad Prism version 5.0 for
Windows (GraphPad Software, San Diego, CA, USA).

3. Results

3.1. HETM induces pre-implantation losses and increases estradiol levels in GD

1-7 period

Dams treated with HETM did not show any sign of maternal toxicity.
Expected weight gain occurred in all groups during pregnancy (data no shown).
Organ weight (uterus, ovaries, liver, kidneys and adrenal gland) did not differ
significantly among groups (Table 1). Furthermore, no clinical or behavioral
changes were observed in the animals treated with all doses of HETM.
Moreover, in pre—implantation period were observed significant pre-implant
losses (Figurel) and increased estradiol levels (Figure 2A) at all doses tested
(HETM 3, 30 and 300 mg/kg).



Table 1: Female Wistar rats outcome of dams treated daily with Troapeolum
majus extract from day 1 to 7 of pregnancy.

71

Tropaeolum majus extract (mg/Kg)

Variable Vehicle
3 mg/Kg 30 mg/Kg 300 mg/Kg
Parturient Dams 15 11 13 15
Body weights (g) 261+4.25 259+4.81 265+4.84 258+3.84
ABSOLUTE ORGANS
WEIGHTS
Liver (g) 10.1+0.21 9.51+0.27 10+0.18 9.77+0.30
Kidneys (g) 0.81+0.01 0.7940.02 0.78+0.01 0.80+0.02
Adrenals (mg) 19.4+1.18 18.5+£1.42 16.6+£1.15 18.4+1.18
Ovaries (mg) 27.1+0.93 29.1+2.44 27.1+1.12 27.6+1.36
Uterus (mg) 731+44.15 665+63.15  707456.23 663+44.09
RELATIVE ORGANS
WEIGHTS
Liver (%) 3.86+0.05 3.66+0.09 3.77+0.06 3.78+0.09
Kidneys (%) 0.31+0.01 0.30+0.01 0.29+0.01 0.31+0.01
Adrenals (%) 0.01+0.01 0.01+0.01 0.01+0.01 0.01+0.01
Ovaries (%) 0.01+0.01 0.01+0.01 0.01+0.01 0.01+0.01
Uterus (%) 0.28+0.01 0.025+0.02 0.26+0.02 0.025+0.02

Values are means = S.E.M
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Pre-implantation losses

30- *k
* *
204 7 =1 Control
S / EX HETM 3 mg/kg
ol T / 3 HETM 30 mg/kg
/ O HETM 300 mg/kg
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Figure 1 - Percentage of pre-implantation losses in relation to the total number
of corpora lutea in female Wistar rats treated orally with HETM from day 1 to 7
of pregnancy (n= 10 - 14 animals per group). = p<0.01 and *p <0.05 (chi —
square test).

A Estradiol

IMNN\Ngx

I
Vi

B Progesterone

3 Control

E1 HETM 3 mg/kg
HETM 30 mg/kg
[0 HETM 300 mg/kg

.

Figure 2 — Plasma estradiol (A) and progesterone (B) levels of female Wistar
rats treated orally with HETM (3, 30 and 300 mg/Kg) from day 1 to 7 day of
pregnancy (n= 10-14 animals per group). 'p<0.05 (one-way ANOVA followed by
Bonferroni test).
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3.2. Overall weight of the fetus is affected after treatment with HETM in GD 8-20

The data in Table 2 and 3 illustrate the results in post-implantation period. The
results demonstrate that HETM did not alter body weight gain or absolute and
relative weight of uterus and liver of rats during pregnancy (Table 2).
Additionally, the data show no difference in the number of implants, total
resorption and post-implantation losses (Table 3). While not affecting the
anterior genital distances (AGD) (Table 3), HETM treatment reduced the weight
of the fetus (males and females) at doses of 30 and 300 mg/kg, and similarly
reduced the weight of male and female fetuses when evaluated each gender

separately.

Table 2: Female Wistar rats outcome of dams treated daily with Troapeolum
majus extract from day 8 to 20 of pregnancy.

Tropaeolum majus extract (mg/Kg)
Variable Vehicle
3 mg/Kg 30 mg/Kg 300 mg/Kg
Partuient Dams 10 11 12 10
Body weights (g) 388+6.56 370+8.79 361+12.22 354+8.38
ABSOLUTE ORGANS
WEIGHTS
Liver (g) 15.8+0.53 15.4+0.32 14.7+0.88 14.1+0.64
Uterus (Q) 68.6+2.04 63.6+3.57 52.846.13 62.5+2.69
RELATIVE ORGANS
WEIGHTS
Liver (%) 4.07+0.09 4.15+0.08 4.04+0.14 3.95+0.12
Uterus (%) 17.6+0.45 17.1+0.03 14.2+1.46 17.6+£0.64

Values are means = S.E.M.
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Table 3: Fetuses from dams treated with Tropaeolum majus 8-20 day of

pregnancy.
Tropaeolum majus extract (mg/Kg)
Variable Vehicle
3 mg/Kg 30 mg/Kg 300 mg/Kg
Partuient Dams 10 11 12 10
Number of implants 12.4+0.37  11.5+0.69 10.4+1.02 11.9+0.65
Total Resorption
_ 0 0.09+0.09 0.66+0.35 0.10+0.10
(mean/Litter)
Post-implantation
0 0.78+0.20 7.20+0.38 0.85+0.17
losses (%)
WEIGHT OF FETUS
Fetuses Males (Q) 3.42+0.02  3.38+0.02 3.24+0.02*°  3.27+0.03"
Fetuses Females (g)  3.20£0.03  3.22+0.02  3.09+0.03°  3.06+0.03*"
A.G.D/males (um) 3.30+0.02  3.30+0.02 3.2910.02 3.22+0.02
A.G.D/Females (um) 1.53+0.02  1.53+0.02 1.55+0.02 1.50+0.03

Values are expressed as mean = S. E. M. of 10 to 12 rats in each group in comparison
with the control (a) or when compared with the hydroalcoholic extract of T. majus 3 mg/kg
(b) using one-way ANOVA followed by Bonferroni test (p*<0.05). (AGD) Anogenital

distance

3.3. Morphology of the fetal kidney is changed after treatment with HETM

Histopathological alterations in the kidneys of the fetuses were observed

at all doses of HETM (Table 4). The histological sections showed marked

morphological alterations such as dilated tubules and several cysts in the

glomerular tufts of fetuses exposed to HETM during pregnancy (Figure 3).
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Table 4: Kidneys of fetuses exposed to Tropaeolum majus 8-20 day of

pregnancy.

Renal histological

Tropaeolum majus extract (mg/Kg)

Vehicle
parameters 3 mg/Kg 30 mg/Kg 300 mg/Kg
Immature tubules (++) (++) (++) (++)
Immature glomeruli (+) (++) (++) (++)
Concentric rings +) (++4) (+++) (++4)
Dilated tubules ) ) (++) (++)
Cystic glomeruli ) (++) (+4) (+4)
Mitotic figures (++) +) (++) (++)
Cortical medullary/
_ o no yes yes yes
differentiation
Apoptose no no yes yes
Cystic Cystic
Other no no glomerular glomerular
tufts tufts

Score: absent (-), discrete 1-5 (+), moderate 6-10 (++) evident > 10 (+++)
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Figure 3 — A) Image of the kidneys of fetuses in the control group; H-E. Obj
10x; B) Moderate dilation tube (asterisks) and immature tubules area (row)
consisting of columnar epithelial cells in the periphery of the cortical
region.(HETM 30 mag/Kg) H-E. Obj 10x; C) Dilatation of the urinary spaces
moderate number of clusters (asterisks) (HETM 30 mag/Kg). H-E. Obj 20x; D)
Moderate amount of concentric rings (arrowheads) in the spinal region. (HETM
30 mag/Kg) H-E. Obj 10x; E) Dilatation of glomerular tufts (asterisks) (HETM
30 mag/Kg). H-E. Obj. 40x.
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4. Discussion and conclusions

Several studies in the literature have demonstrated the absence of
acute and subchronic toxicity of the Tropaeolum majus extracts in animal
models (Zanetti et al., 2003; Gasparotto Jr et al., 2009, Gomes et al., 2012).
Likewise, Tropaeolum majus was unable to produce (anti)estrogenic or
(anti)androgenic activities in the short-term in vivo screening assays performed
(Lourenco et al., 2012). However, despite Tropaeolum majus to possess anti-
inflammatory and diuretic activity in Wistar rats (Lourengco et al.,, 2011;
Gasparotto Junior et al., 2009;), their effects on pregnancy had not yet been

evaluated.

More recently, studies with the HETM and its primary metabolite
Isoquercitrin showed that the hypotensive and antihypertensive effect could be
due to inhibition of ACE (Gasparotto Junior et al., 2011a; 2011b). Is well
described in the literature that ACE inhibitors cause disturbances in the ovarian
renin-angiotensin system and can be the cause or the result of such
reproductive disorders as polycystic ovary syndrome, ovarian hyperstimulation
syndrome, ovarian tumors, and ectopic pregnancy (Yoshimura, 1997; Pena et
al., 2010). Additionally, investigations carried out with the use of ACE inhibitors
showed that they can cross the placenta easily and may interfere with normal
parturition (Mastrobattista, 1997).

In the present work, we observed significant alterations in the variables
investigated during critical periods of pregnancy after exposure to different
doses of HETM. Firstly, in pre—implantation period were observed significant
pre-implant losses and increased levels of estradiol. These data corroborate
with described in the literature for classics ACE inhibitors, which can promote
ovarian hyperstimulation associated with an elevation plasma estradiol (Speth
et al., 1999). Moreover, during pregnancy levels prorenin, renin and chorionic
gonadotropin are increased (Yoshimura, 1997). Additionally, ACE inhibitors
promote the reduction of hCG levels resulting in an increase in the luteal phase
(Peterson et al., 1993; Yoshimura, 1997; Pena et al., 2010).
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In fact, there is an important role of Ang Il in the reproductive system.
Ovarian ACE is membrane-bound in the germinal epithelium, capsule of the
corpora lutea and in many, but not all, follicules (Speth et al., 1999). Follicular
cells secrete and are affected by Ang Il, triggering a diversity of effects that
depends on Ang Il receptor action. In addition, Ang Il receptors AT1 and AT2
have been identified by immunohistochemistry in human (and others species)
ovarian follicular cells (Pena et al., 2010). Ang Il is involved in oocyte maturation
and significantly stimulates the meiotic maturation of ovulated ova and follicular
oocytes in the absence of gonadotropin (Yoshimura, 1997). The oocyte
maturation involves the participation of Ang Il. The use of ACE inhibitors and
AT1 receptor blockers can prevent maturation of the oocyte and these are not
indicated in women wishing to become pregnant due to reduction of ovulation
(Yoshimura, 1997; Pena et al., 2010).

AT1 and AT2 receptors are both in the uterus. During pregnancy, the
endometrium undergoes chemical changes that convert it to the decidua
(Ganong, 1995). Furthermore, it has been that local actions of Ang Il on the
uterus may be involved with implantation and control of uterine blood flow
during pregnancy (Speth et al., 1999). Thus, our results of pre-implantation
losses have shown a reduction in the number of implants, and apparently this
reduction resembles the descriptions mentioned in the literature involving the
participation of Ang Il in utero.

In addition, the density of Ang Il receptors in the uterus of near-term
pregnant women decrease by more than 90%, reflecting more than a 95% loss
of AT2 receptors. As might be expected, the contractile actions of Ang Il in the
human uterus are mediated by AT1 receptors (Matrobattista, 1997; Speth et al.,
1999). On the other hand, active agents may be diverse members of the
angiotensin peptide family, including angiotensin Il and angiotensin (1-7), which
may form in the absence of the angiotensin-converting enzyme (ACE) and,
therefore, are not affected by the clinically commonly use of ACE inhibitors
(Pena et al., 2010). In this sense, aminopeptidase A (APA) is a crucial factor
that degrades Ang Il into Ang Il (Ang 2-8). The cleavage of Ang Il into Ang Il is
also catalyzed by adipocyte-derived leucine aminopeptidase (A-LAP)/ER-
aminopeptitase 1 (Harata et al., 2006). Moreover, the noncardiovascular tissue
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distributions of Ang Il degrading enzymes as well as its producing enzymes
have not been elucidated, including male and female reproductive systems
(Speth et al.,1999; Harata et al., 2006).

In post- implantation period we observed a significant reduction in fetal
weight after 20 days of gestation. For the same period evaluated with ACE
inhibitors used in medical practice are described a series of adverse effects
such as fetal skull abnormalities, intrauterine growth restriction, renal tubular
dysplasia, oligohydramnios, pulmonary hypoplasia, respiratory distress
syndrome, and fetal and neonatal hypotension (Ganong, 1995; Mastrobattista,
1997; Yoshimura, 1997; Citrin et al., 2011). Here, our data show only a fetal
growth restriction, and there were no major changes such as those described
previously because probably the Tropaeolum majus have different efficacy
when compared to other ACE inhibitors, and their additional properties such as
antioxidant effect, can produce a reduction of the damage observed on the fetus

(Gasparotto Junior et al., 2012).

Although the literature mentions that AT1 receptor antagonists have less
adverse effects that the AT2 receptor antagonists in the same period described
in relation to fetal growth restriction (Alwan et al., 2005), recent data show that
ACE inhibitors and ATR blockers not only promote fetal growth restriction, but
also changes renal function, causes spontaneous abortions and increase
mortality among fetuses exposed during organogenesis (Moretti et al., 2012).
These changes are attributed to the presence of Ang Il receptors in the ovary
and uterus by a parallel system involves the formation and degradation of
bradykinin, a potent vasodilatador. Kininases | and Il inactivate bradykinin, and
kininase 1l is identical to ACE (Peterson et al., 1993). Bradykinin also increases
the conversion of arachidonic acid into prostaglandins, which increases the
production of the vasodilating prostaglandins, prostacyclin and prostaglandin E»
(PGE>) (Mastrobattista, 1997). ACE inhibitors were developed to lower blood
pressure by interrupiting this system (Peterson et al.,, 1993; Martobattista,
1997).

Recently, we demonstrated that Tropaeolum majus reduces cell migration

in models of acute inflammation (Lourenco et al., 2011). Moreover, Gasparotto
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Junior et al. (2009) suggest that the effect of one or more active components of
Tropaeolum majus partially facilitates the release of renal prostaglandins in
male and female rats. However, Lourenco et al. (2012) showed that treatment
of pregnancy rats with HETM does not affect the ex vivo uterine contractility
induced by oxitocin or arachidonic acid. These findings are according to our
results because was not observed post - implantation loss or fetal death on day

20 of gestation.

Ang Il plays an important role in the growth factors, increases expression
of proto-oncogene and their proliferative effects are mediated by receptors type
AT1 and AT2 (Schutz et al., 1996). AT2 promotes vascular differentiation and
contributes to vasculogenesis and tubular development in the kidney (Mao et
al., 2009). Inadvertent use of ACEIs or ARBs during pregnancy causes
structural and functional abnormalities in the kidney (Kobori et al., 2007). In
addition, a reduction of Ang Il can cause low survival rates and diverse
congenital renal anomalies, including vascular abnormalities, abnormal
glomerulogenesis, renal papillary hyperplasia or atrophy, hydronephrosis and
interstitial fibrosis (Kobori et al., 2007; Mao et al., 2009). Several studies have
reported that inhibition of RAS may produce specific renal abnormalities
including abnormal renal vessels, failure to develop a renal pelvis and tubular
atrophy associated with expansion of the interstitium (Schutz et al., 1996; Wolf,
2002; Kobori et al., 2007). In addition, morphological changes observed in the
fetal kidney can promote hypotension, which can be a cause of fetal death in
birth (Mastrobattista, 1997). In this study we observed significant morphological
changes in the kidneys of fetuses exposed to HETM as immature glomeruli,
concentric rings, dilated tubules, cystic glomeruli and cystic glomerular tufts.
However, our findings showed no death at birth, showing that the adverse
effects observed after exposition to Tropaeolum majus, are not in the same

magnitude of others medicines.

The data from this study clearly demonstrate that exposure to
Tropaeolum majus during pregnancy can induce risks for the mother and fetus.
Thus, we can conclude that the indication of use of this plant during pregnancy
should be further investigated, because there are not sufficient data of security

assessment for a definitive conclusion.
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6. DISCUSSAO GERAL

Os trabalhos apresentados nesta tese descrevem os efeitos de Tropaeolum
majus L. em modelos animais para avaliagao de atividade (anti) estrogénica e (anti)
androgénica e seu efeito sobre a contratilidade uterina seguido da avaliagdo das
alteracdes observadas durante periodos criticos da gestacao.

Diversos trabalhos da literatura descrevem o uso popular de Tropaeolum
majus em processos inflamatérios, principalmente em casos de asma brénquica
(Ferreira, 2004; Ferro, 2006; Lourenco et al., 2011; Rechecho et al., 2011). Plantas
medicinais, com potencial antiinflamatério como Tropaeolum majus tém sido
utilizadas durante a gestacao para processos de inflamacao e dor (Rechecho et al.,
2011) Entretanto, esta atividade antiinflamatoria poderia acarretar prejuizos em
mulheres gravidas no estagio final da gestagdo, pois neste periodo h4 um aumento
nos niveis de estradiol e um declinio nas quantidades de progesterona, que
proporcionam em aumento da sensibilidade dos receptores da ocitocina no utero,
elevando a producao de prostaglandinas aumentando a contratilidade uterina (Kim,
2007, Mdller et al., 2009). Além disso, em modelos de inflamacdo aguda induzido
por carragenina realizados em animais, foi verificada uma reducdo da migragcao
celular apds o tratamento com Tropaeolum majus (Sartori et al., 2003, Lourenco et
al., 2011).

Outros estudos demonstram a atividade diurética de Tropaeolum majus
envolvendo a participacdo de prostaglandinas. Gasparotto Junior et al., 2009,
observaram em modelos de diurese realizados em animais, que quando foi utilizada
a indometacina, um inibidor classico da sintese de prostaglandinas, o efeito diurético
de Tropaeolum majus foi reduzido, sugerindo que a utilizacao desta planta facilitaria
a liberacdo das prostaglandinas, e que este mediador participa da atividade
diurética. Além disso, pesquisas recentes realizadas com as fracdes de Tropaeolum
majus e seu composto majoritario isoquercitrina, confirmam os efeitos diuréticos
observados com o0s extratos de Tropaeolum majus e ainda descrevem seu efeito
hipotensor e antihipertensivo, dependente da inibicdo da ECA (Gasparotto Junior et
al., 2011 a, 2011b).

Neste sentido, nosso primeiro trabalho realizado teve como objetivo investigar
a acao de Tropaeolum majus em ensaios de desregulacdo enddcrina, pois Varios

trabalhos na literatura demonstraram que flavondides como a isoquercitrina podem
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ter afinidade a receptores hormonais. Posteriormente, avaliamos seu efeito na
contratilidade uterina ao final da gestacdo com o intuito de verificar a participacao
das prostaglandinas.

Os resultados aqui obtidos com Tropaeolum majus ndo demonstraram
alteragdes nos tecidos que sé@o sensiveis a agdo dos hormdnios esteroides sexuais
quando foram utilizados os testes com possivel agdo estrogénica ou antiestrogénica,
e de Hershberger com possivel agcdo androgénica ou antiandrogénica. Entretanto,
estudos in vitro realizados com flavonéides em linhagens de células de cancer de
mama hormonio dependentes (MCF-7), na auséncia ou presenca de estradiol,
revelaram respostas estrogénicas e antiestrogénicas, dependente das
concentracfes testadas de flavondides (Le Bail et al.,, 1998). A isoquercitrina,
flavondéide majoritario encontrado nas folhas de Tropaeolum majus, ndo produziu
uma clara curva dose resposta dependente, mas reduziu a proliferacdo das células
MCF-7 em elevadas concentracdes testadas (50uM) quando administrado
isoladamente ou na presenca de estradiol (Le Bail et al., 1998; Kang et al., 2000;
Yang e Liu, 2009).

Em relacdo aos estudos de contratilidade uterina, os dados demonstraram
que o tratamento com Tropaeolum majus durante o periodo gestacional nao
interferiu com a contratilidade uterina ex vivo induzida por ocitocina ou acido
araquidénico. Nossos resultados estdo em conformidade com os dados descritos na
literatura, pois a isoquercitrina, composto majoritario de Tropaeolum majus, possui
atividade antiinflamatéria em estudos realizados in vitro e in vivo, e que este efeito
parece estar relacionado com a inibicdo da via da lipoxigenase. (Fernandez et al.,
2005; Rogeério et al., 2007). Além disso, inibidores da ECA aumentam a liberacdo de
bradicinina, mediador que converte acido araquidénico em prostaglandinas, que
aumentam a producdo de prostaglandinas vasodilatadoras, prostaciclinas e
prostaglandina E, (PGE;) (Mastrobattista, 1997).

Embora varios ensaios de atividade farmacolégica tenham sido realizados
com a planta, existem somente trés estudos de toxicologia com Tropaeolum majus
descritos na literatura, entre estes, dois sobre toxicologia aguda (Zanetti et al., 2003;
Gasparotto Junior et al., 2009) e um sobre toxicidade subcrénica (Gomes et al.,
2012), que nao apresentaram sinais de toxicidade comportamental, alteracées nos
parametros bioquimicos, hematologicos e histologicos (Gasparotto Junior et al.,
2009; Gomes et al., 2012).
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Apesar dos resultados de toxicidade apresentarem uma aparente seguranga,
nao ha trabalhos na literatura descrevendo os riscos do uso de Tropaeolum majus
durante o periodo gestacional. Neste sentido, ndés avaliamos a exposicdo a
Tropaeolum majus in utero e verificamos consideraveis perdas pré-implantes e
aumento dos niveis de estradiol, quando os animais foram expostos aos extratos de
Tropaeolum majus em trés diferentes doses (3, 30 e 300mg/kg).

Recentemente, estudos realizados com os extratos de Tropaeolum majus e
seu metabalito primordial isoquercitrina, mostraram que o seu efeito hipotensor e
antihipertensivo pode ser devido a inibicdo da ECA (Gasparotto Junior et al., 2011a;
2011b). A literatura descreve que inibidores da ECA causam distirbios SRA
ovariano e esta pode ser a causa de desordens reprodutivas como a sindrome do
ovario policistico, sindrome da hiperestimulacdo ovariana, tumores ovarianos e
gravidez ectdpica (Yoshimura, 1997; Pena et al., 2010).

A renina € um peptideo que inicia sua atividade na puberdade e mostra ter
uma correlacéo direta com os niveis plasmaticos de gonadotrofinas (Feitos et al.,
2010). A producao de pro-renina e renina em células tecais cultivadas in vitro j& foi
demonstrada, assim como, a expressdo do gene pro-renina em células luteais e
tecais de macacos e ratos (Speth et al., 1999; Raposo-costa e Reis, 2000).

O ovario de ratas contém quantidades moderadas de pro-renina e renina
ativas, mas ambas estdo aumentadas durante o periodo gestacional e elevam os
niveis gonadotrofina coridnica (Yoshimura, 1997; Speth et al., 1999). Entretanto,
inibidores da ECA podem promover hiperestimulacdo ovariana associada ao
aumento dos niveis plasmaticos de estradiol, redu¢do nos niveis de gonadotrofina
coribnica resultando um aumento da fase lutea (Peterson et al., 1993; Yoshimura,
1997; Speth, 1999; Pena et al., 2010).

Outra linha de estudos do SRA tem mostrado a importancia da Ang Il nos
processos de maturagédo do odcito e ovulagcdo. Estudos experimentais mostram que
a adicdo de gonadotrofina coriénica humana (hCG) produziu aumento da liberacdo
de Ang Il em ovérios de coelhas perfundidos in vitro (Yoshimura, 1997; Raposo-
costa e Reis, 2000; Feitosa et al., 2010; Gongalves et al., 2012). Estes achados
foram confirmados com a administracdo de um antagonista de Ang Il (saralasina)
que em ratas impuberes provoca o bloqueio total da ovulagdo apos a sua inducéo
com gonadotrofina corionica equina (eCG) e hCG (Feitosa et al., 2010). Além disso,

inibidores da ECA como captopril ou antagonistas dos receptores da AT1, como
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losartan, reduziram a producao de Ang Il e diminuiram a ovulag¢do, mostrando assim
o importante papel deste peptideo na maturacdo folicular (Yoshimura, 1997
Raposo-costa e Reis, 2000; Feitosa et al., 2010).

Por outro lado, nos udltimos anos, foi descrita a participacdo de outros
peptideos ativos pertencentes a familia da Ang Il, como Angiotensina Il (Ang Ill) e
Angiotensina (1-7) (Ang 1-7) com fungé&o na atividade ovariana independente da
presenca da ECA, e portanto ndo afetados clinicamente pelos inibidores da ECA
(Pena et al.,, 2010). Ang lll e Ang 1-7 sdo formadas pela presenca de
aminopeptidase A (APA) que degrada Ang Il para Ang lll e enzima conversora de
ECA 2 , que converte Ang | ou Ang Il para Ang 1-7 que foram identificas no
desenvolvimento folicular em humanos (Harata et al., 2010; Gongalves et al., 2012).
Além disso, outras enzimas presentes em diversos tecidos estdo envolvidas na
formacao de Ang 1-7 na presenca de Ang | ou Ang Il. Endopepitidase neutra (NEP)
converte Ang | para Ang 1-7. Prolil endopeptidase (PEP) e ECA 2 convertem Ang |
ou Ang Il em Ang 1-7, embora APA e ECA inativem Ang 1-7 através de sua clivagem
em fragmentos menores (Goncalves et al., 2012).

Em sintese, para esse periodo de estudos, nossos dados mostram que 0s
extratos de Tropaoelum majus podem interferir no SRA ovariano, e que as
alteracdes aqui descritas encontram-se em conformidade com os dados da
literatura.

No periodo pos-implante foram verificadas significativas reducées nos pesos
dos fetos tanto em machos quanto em fémeas nas doses de 30 e 300 mg/kg em
machos, e de 300mg/kg em fémeas ao término da gestacdo. No mesmo periodo de
avaliacdo com inibidores da ECA utilizados na clinica médica, sdo descritos uma
série de efeitos adversos como anormalidades fetais do cranio, restricdo de
crescimento intrauterino, displasia tubular renal, oligoidramnio, hipoplasia pulmonar,
hipotenséo fetal e neonatal (Ganong, 1995; Mastrobattista, 1997; Yoshimura, 1997;
Citrin et al., 2011). Nossos resultados demonstram somente uma restricdo do
crescimento fetal, e ndo foram verificadas maiores alteragbes como as descritas
anteriormente porque provavelmente a Tropaeolum majus possui uma eficacia
diferente quando comparada com outros inibidores da ECA, e propriedades
adicionais como efeito antioxidante, podem produzir uma reducdo nos danos

observados nos fetos (Gasparotto Junior et al., 2012).
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A Ang Il possui um importante papel nos fatores de crescimento, aumento da
expressao de proto-oncogenes e estes efeitos proliferativos sdo mediados por
receptores AT, e AT, (Schutz et al., 1996). Receptores AT, promovem diferenciacao
vascular e contribuem para a vasculogénese e desenvolvimento tubular dos rins
(Mao et al.,, 2009). O uso inadequado de inibidores da ECA ou antagonistas de
receptores para Ang Il durante a gestacdo causam anormalidades estruturais e
funcionais dos rins (Kobori et al., 2007). Aléem disso, a reducdo da Ang Il pode
causar baixa taxa de sobrevivéncia e diversas anormalidades renais congénitas,
incluindo anormalidades vasculares, anormalidade glomerular, atrofia renal,
hidronefrose e fibrose intersticial (Kobori et al., 2007; Mao et al., 2009).

Diversos estudos tém descrito que inibidores da ECA podem produzir
anormalidades renais especificas incluindo anormalidades dos vasos renais,
incapacidade de desenvolver a pélvis renal e atrofia tubular associada com a
expansao do intersticio (Schutz et al., 1996; Wolf, 2002; Kobori et al., 2007). Em
nossos estudos, foram observadas significativas alteracbes morfolégicas dos rins
dos fetos expostos aos extratos de Tropaeolum majus como: glomérulos imaturos,
anéis concéntricos, tubulos dilatados, cistos glomerulares e tufos glomerulares
cisticos. Entretanto, nossos resultados ndo mostraram morte ao nascimento,
demonstrando que os efeitos adversos observados com Tropaeolum majus ndo se
encontram na mesma magnitude dos efeitos descritos na literatura. Porém, os
achados morfologicos encontrados nos rins indicam a necessidade de subsequientes

estudos neste periodo critico de desenvolvimento.
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7. Conclusdes

Concluimos que os extratos de Tropaeolum majus ndo possuem atividade nos
tecidos que séo sensiveis a acdo dos hormonios esteroides sexuais e também nao
promovem interferéncia na contratilidade uterina ao término da gestacéo. Entretanto,
a exposicao a Tropaeolum majus acarreta riscos a mae e ao feto durante todo o
periodo gestacional verificada em periodos distintos através da reducdo do numero
de implantes e aumento dos niveis plasmaticos de estradiol nas progenitoras
(periodo pré- implantacdo); restricdo do crescimento fetal e alteracdes morfologicas
nos rins dos fetos (periodo pés-implantacéo), em todas as doses utilizadas.

Os dados aqui apresentados suportam a hipotese de que a Tropaeolum
majus apresenta grande potencial toxicolégico, entretanto necessita de profunda
avaliacdo de seguranca no caso de sua indicacao terapéutica incidir sobre o periodo
gestacional.
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Fig. 2. HPLC chromatograms of isoquercitrin (A), HETM {B) and TMLR (C).

Table 1

Ispquercitrin content of HETM and TMLE from Tropaeolum mafus.
Sample Isoguercitrin content®
HETM 38.64 (0.30)
TMLR 03.45(2.80)

3 |soquercitrin comtent {mean of triplicate analysis), expressed as mg'g of dried
extract or fraction (% RSD, relative standard deviation ).
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