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RESUMO

A depressao gestacional € um assunto de grande preocupacédo, considerando-se 0s
riscos de reincidéncia de sintomas futuros e os efeitos deletérios a saude materna e de seus
descendentes. Os antidepressivos sintéticos ndo diminuem a reincidéncia de sintomas no
pés-parto, possuem muitos efeitos colaterais e ndo sdo isentos de riscos ao feto. O
Hypericum perforatum L. (HP) € um fitofarmaco muito utilizado no tratamento da depresséo,
gue apresenta menos efeitos colaterais, parece ndo apresentar efeitos teratogénicos, e 0
seu uso demonstrou diminui¢cdo da recorréncia futura de sintomas. Por outro lado, ainda ndo
se sabe seus reais efeitos, quando utilizado na gravidez, no comportamento futuro da mée e
no desenvolvimento comportamental de sua prole. Portanto, este trabalho avaliou o
comportamento de ratas tratadas durante a gravidez com HP no periodo pds-natal e de seus
descendentes na fase adulta. Ratas prenhas foram divididas em trés grupos tratados (T1, T2
e T3) e um grupo controle (C), que receberam, por via intragastrica e uma vez ao dia
durante toda a gestacdo, o extrato de HP nas doses de 36, 72 e 144 mg/kg e agua
destilada, respectivamente. As ratas foram submetidas, com 10 e 60 dias de pés-natal, ao
teste do labirinto em cruz elevado para avaliacdo da ansiedade e aos testes do nado forcado
e suspensdo da cauda para avaliacdo da depressdo. Os seus filhotes machos foram
divididos em quatro grupos, de acordo com o tratamento recebido pelas mées, e avaliados
aos 90 dias de vida. Eles foram submetidos aos testes da barra giratoria e do tempo de sono
induzido por barbitiricos para avaliacdo de uma possivel acdo no sistema nervoso central
(SNC), aos testes do labirinto em cruz elevado e da placa perfurada para avaliacdo da
ansiedade, e aos testes do nado forcado e de suspensdo da cauda para avaliagdo da
depressdo. As ratas pertencentes aos grupos T2 e T3, apresentaram um menor
comportamento ansioso no teste do labirinto em cruz elevado, e um menor comportamento
depressivo nos testes de suspensdo da cauda e nado forcado, quando avaliadas 10 e 60

dias ap6s o nascimento dos filhotes e suspensdo do tratamento. Nos testes da barra



giratoria e do tempo de sono induzido por barbitdricos, os descendentes das ratas dos
grupos T2 e T3 apresentaram um desempenho sugestivo de acdo do HP no SNC, quando
comparados aos descendentes das ratas do grupo controle. Nos testes da placa perfurada e
do labirinto em cruz elevado e nos testes de suspensdo da cauda e do nado for¢cado, 0s
animais destes mesmos grupos apresentaram um comportamento menos ansioso e
depressivo, respectivamente. Portanto, o uso de HP na gestacdo diminuiu o comportamento
depressivo e de ansiedade de ratas Wistar no periodo pds-natal e também de seus

descendentes (F1) quando alcancam a fase adulta.

Palavras-chave: Hypericum perforatum. Gravidez. Sistema nervoso central. Ratos Wistar.



ABSTRACT

Gestational depression is a subject of great concern, considering the risks for the
recurrence of symptoms and its harmful effects to the mother's and offspring's health.
Synthetic antidepressants do not decrease the recurrence of symptoms in the postpartum
period, present many side effects, and are not exempt of risks to the fetus. Hypericum
perforatum (HP) is a phytopharmacon largely used in the treatment of depression, presents
less side effects, does not seem to present teratogenic effects, and its use showed a
decrease in the future recurrence of symptoms. On the other hand, its real effects in the
future behavior of the mother and in the behavioral development of her offspring when used
during pregnancy is not yet known. Therefore, this study evaluated the behavior of rats
treated with HP during pregnancy in the postnatal period and of their offspring in their adult
phase. Pregnant rats were divided into three treated groups (T1, T2 and T3) and a control
group (C) that received, intragastrically, once a day, during the gestational period, HP extract
in doses of 36, 72 and 144 mg/kg respectively and distilled water. At ten and 60 days of
postnatal life, the rats were submitted to the elevated cross maze test for evaluation of
anxiety and to the forced swim and tail suspension tests for evaluation of depression. Their
male offspring were divided into four groups, according to the treatment received by the
mothers, and evaluated at 90 days of age. They were submitted to the rotarod and
barbiturate sleep-induced tests for evaluation of a possible action on the central nervous
system (CNS), to the elevated cross maze and hole-board tests for evaluation of anxiety, and
to the forced swim and tail suspension tests for evaluation of depression. The rats from
groups T2 and T3 displayed less anxious behavior in the elevated cross maze test, and less
depressive behavior in the tail suspension and forced swim tests when evaluated 10 and 60
days after the parturition of their offspring and discontinuation of treatment. In the rotarod and
barbiturate sleep-induced tests, the offspring of the rats from groups T2 and T3 presented a

suggestive performance of the HP action in the CNS, when compared with the offspring of



the rats from the control group. In the hole-board and elevated cross maze tests, as well as
in the tail suspension and forced swim tests, the animals of these groups displayed less
anxious and depressive behavior, respectively. Therefore, the use of HP during pregnancy
reduced the depressive and anxiety behavior in Wistar rats in the postnatal period and also

in their offspring (F1) when they reached their adult phase.

Key-words: Hypericum perforatum. Pregnancy. Central nervous system. Wistar rats.
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1. INTRODUCAO

O transtorno depressivo € um mal que acomete a populacdo mundial em
propor¢cdes consideraveis (OMS, 2001). Nas mulheres, a depressao gestacional &
um problema ainda maior, de alta prevaléncia e potencialmente prejudicial ao
desenvolvimento fetal (LOVISI; PEREIRA, 2007; FIELD et al., 2008). Além disso, o
transtorno depressivo iniciado na gravidez, mesmo quando tratado, pode reincidir no
futuro, sendo um fator de risco para o aparecimento de sintomas depressivos e de
ansiedade no puerpério, que sao também prejudiciais a saude materna e da prole
(BROCKINGTON, 2004; RIECHER-ROSSLER; STEINER, 2005;).

Os antidepressivos sintéticos, mais comumente utilizados, ndo sao totalmente
seguros para 0 uso na gravidez e a escolha entre eles ndo se relaciona com a
diminuicdo da prevaléncia de depressao no periodo pds-natal (DODD et al., 2006).
Por isso, torna-se necessario estabelecer uma alternativa de tratamento eficaz e
segura, que diminua a reincidéncia de sintomas, e motive o guestionamento de
como esses medicamentos agem no organismo fetal e se ha consequéncias para 0s
descendentes quando alcancam a idade adulta.

O Hypericum perforatum (Linnaeus, 1753) (HP) € um fitocomplexo utilizado de
forma eficaz e segura no tratamento da depressédo. Estudos mostraram que quando
utilizado na gravidez e durante a amamentacdo, apresenta efeito antidepressivo
eficaz sem desencadear prejuizos a saude materna e fetal. Por outro lado, ainda n&o
esta definido se existe uma relacdo da reincidéncia da depressao no periodo pos-
parto com o seu uso no tratamento de depresséao gestacional, e qual sua real acao

no organismo fetal e consequéncias no desenvolvimento do sistema nervoso central
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(SNC) de descendentes que atingiram a fase adulta (BALHS, 2001; HOWLAND,
2010).

N&o existe ainda uma definicdo concreta do mecanismo de acdo do HP no
SNC, até mesmo pela grande quantidade de substancias que compde o extrato. Mas
€ sabido que o HP inibe a recaptacdo de dopamina, serotonina e noradrenalina, e o
fato de aumentar a concentracdo desses neurotransmissores na fenda sinaptica
pode ocasionar neuromodulacdes e sensibilizacdo de neurorreceptores envolvidos
no comportamento. Logo, um tratamento crénico ou subcrénico pode determinar
efeitos prolongados do HP, mesmo apds a suspensao de seu uso, 0 que poderia,
consequentemente, diminuir a incidéncia de depressao recorrente (RODRIGUEZ-
LANDA; CONTRERAS, 2003; CRUPI et al., 2011).

Considerando a eficacia e a seguranca do uso do HP como antidepressivo,
um possivel efeito prolongado e diminuicdo de recorréncia de sintomas, € pertinente
avaliar o comportamento poés-parto em ratas Wistar tratadas com HP durante a
gestacdo, e o comportamento de seus descendentes da primeira geracao (F1)

guando alcancam a fase adulta.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Depressao

A depressao € um problema de saude publica mundial, sendo que em 2001 ja
atingia cerca de 154 milhdes de pessoas com a estimativa de que em 2030 sera a
doenca mais comum no planeta. O transtorno depressivo € considerado a causa
mais frequente de anos vividos com alguma incapacidade e desencadeia prejuizos
consideraveis ao funcionamento social. A prevaléncia ainda € maior na mulher do
gue no homem e varia conforme a idade, estado e situacdo socioecondmica (OMS,

2001).

2.1.1 Etiologia

A depressao ainda ndo tem uma etiologia totalmente definida, mas alguns
fatores estdo diretamente relacionados com o aparecimento, evolucao e gravidade
do transtorno. Os fatores causais podem ser divididos como psicossociais, genéticos
e neurobioldgicos.

Os fatores psicossociais relacionam-se com a resposta psicolégica que cada
individuo apresenta frente uma situagdo estressante ou que desencadeie tristeza.
Essas situagBes precedem, frequentemente, os primeiros episoédios depressivos e
apesar da tristeza ser uma reagdo humana natural, diante de uma perda, é um
sentimento que tem uma relagdo de causalidade com o transtorno depressivo

(SCHULBERG et al., 2002).
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A heranca genética possui uma relacdo significativa com o desenvolvimento
da depressdo. A incidéncia do transtorno depressivo € maior em pessoas com
historia familiar positiva do que na populacao geral, e em gémeos monozigéticos, a
chance de desenvolvimento depressivo em ambos € maior do que em gémeos
dizigéticos. Sabe-se ainda, que filhos de pais com depressao apresentam maior
risco de desenvolverem o transtorno, mesmo quando afastados pela adocao
(LAFFER; VALLADA FILHO, 1999; KESSLER et al., 2003).

Os fatores neurobiologicos, além de estarem relacionados com causalidade,
sao importantes no desenvolvimento de tratamentos farmacoldgicos e determinantes
na fisiopatologia do transtorno depressivo. A neurobiologia envolvida na depressao
sofre a influéncia de varios sistemas e fatores neuronais, mas 0S mecanismos
envolvidos na propagacdo do impulso nervoso sao o0s principais. Os
neurotransmissores sado substancias responsaveis pela propagacao do estimulo
nervoso na fenda sinaptica que modulam diversos eventos neuroldgicos, sendo
vitais para o funcionamento do SNC. Os principais neurotransmissores envolvidos
no comportamento sao as monoaminas noradrenalina, serotonina e dopamina
(FIGURA 1), e consequentemente estdo diretamente relacionadas com um

comportamento depressivo (CARLINI; MENDES, 2011).
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FIGURA 1: Principais eventos neuroldgicos modulados pela acdo de noradrenalina,

dopamina e serotonina. Adaptado do original disponivel em <http://www.fateffir.com.br>,
acessado em 02/06/2011.

A hip6tese monoaminérgica € a principal teoria abordada na descricdo da
origem da depressao, e baseia-se no fato de que no transtorno depressivo ha um
déficit na concentracdo de monoaminas. Por outro lado, sabe-se que ndo é apenas a
baixa concentracdo dessas substancias que interfere nos eventos neurologicos
mediados por elas, mas também a modulacdo de seus receptores e da transducéo
do sinal neuroldgico envolvido (BECK; BRAD, 2008; CARLINI; MENDES, 2011). E
importante salientar, que as altera¢cdes neurobioldgicas encontradas em pessoas
deprimidas sdo semelhantes as encontradas em modelos animais utilizados no

estudo da depressao (WILLNER, 1991).
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2.1.2 Clinica

A tristeza € a principal queixa em um paciente com depressdo. No entanto, a
sintomatologia no transtorno depressivo é bem variada e se manifesta na forma de
sintomas leves a eventos suicidas. Podemos encontrar alteracdes fisiologicas,
sintomas afetivos, alteracbes de cognicdo, sintomas psicoticos e alteracdes de
pensamentos (BAIR et al., 2003; BECK; BRAD, 2008):

1. Alteracdes fisiologicas: astenia, fadiga, distarbios sexuais, alteracdes
gastrointestinais, irregularidades menstruais e hormonais, alteracbes do
sono, alteracdes de apetite, alteracdes do peso e cefaleia, dentre outras.

2. Sintomas afetivos: melancolia, choro frequente, preocupacdes excessivas,
desprazer, perda de interesse pelas atividades cotidianas e angustia,
dentre outros.

3. Alteracbes de cognicéo: dificuldade de concentracdo, dificuldades para
tomar decisdes, distarbios de memodria, falsa deméncia depressiva, dentre
outras.

4. Sintomas psicoticos: manias, alucinacdes e delirios, dentre outros.

5. Alteracbes de pensamentos: ideias suicidas, pessimismo, negativismo,
baixa autoestima, sentimento de culpa, dentre outras.

E importante ressaltar que é comum os episédios depressivos serem
acompanhados de sintomas de ansiedade, de intensidade muitas vezes
consideravel. Mas esses sintomas, quando secundarios a depressdo, também
desaparecem com o tratamento do transtorno (RIBEIRO, 2007). A avaliacdo de um
comportamento ansioso pode, entdo, auxiliar no diagndstico, tratamento e

acompanhamento da depresséo.
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2.1.3 Diagnastico

A Classificacdo Estatistica Internacional de Doencas e Problemas
Relacionados a Saude (CID-10) foi criada com o objetivo de padronizar o
diagnoéstico de doencas usando critérios diagnosticos especificos e facilitar a troca
de informacdes entre diferentes profissionais (OMS, 2003).

O diagnéstico de episodios depressivos, segundo o CID-10, é feito na
presenca de dois sintomas fundamentais, o humor depressivo e a perda de interesse
por atividades cotidianas. Aléem disso, a presenca e gravidade de sintomas
acessorios, como concentracdo e atencao reduzidas, baixa autoestima, ideias de
culpa, pessimismo, negativismo, fadiga, sintomas somaticos, disturbios do sono,
diminuicao do apetite e ideias de suicidio, permitem classificar o episddio depressivo
em leve, moderado ou grave.

No paciente que ja apresentou episodios depressivos anteriores, seu
transtorno é classificado como transtorno depressivo recorrente. Sabe-se ainda, que
guando recorrente, o transtorno pode se manifestar com episdédios atuais leves,
moderados e até mesmo graves, exigindo muitas vezes um tratamento continuo

(OMS, 2003; KATON, 2003; RIBEIRO, 2007).

2.1.4 Tratamento

O tratamento do transtorno depressivo deve ser bem planejado,
considerando-se sua seguranca e eficacia, sendo precedido de um diagndstico bem
feito, visando o bem-estar futuro do paciente. A tendéncia atual é associar o

tratamento farmacolégico e a psicoterapia. O acompanhamento psicossocial deve
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alcancar também os familiares do doente ou as pessoas diretamente e ativamente
em contato com eles, mas, se ndo for associado ao tratamento farmacolégico, nao é
uma medida eficaz (STAHL, 1998; ALLEN et al., 2002).

Os antidepressivos triciclicos, inibidores de monoaminooxidase (IMAO),
inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina, dentre outros, sdo as classes de
medicacOes sintéticas utilizadas no tratamento do transtorno depressivo.
Geralmente, eles melhoram os sintomas em cerca de 60 a 70%, em 30 dias,
independentemente da classe utilizada. Por outro lado, apresentam inumeros efeitos
adversos, como a disfuncao sexual, alucinacoes, delirios, risco de episédio maniaco,
efeitos gastrointestinais, efeitos anticolinérgicos, sedacdo e intoxicacdo, dentre
outros (SOUZA, 1999). Portanto, na escolha da medicacdo utilizada, deve-se
considerar ndo a classe em que pertence, e sim o paciente, individualmente e o

menor risco potencial para ele. (KROENKE et al., 2001; DOOD et al., 2006).

2.2  Depressao e gravidez

Na mulher, a depresséo torna-se ainda mais preocupante quando presente
durante a gravidez. Segundo alguns autores, as mudancas neuroenddcrinas
ocorridas nesse periodo sdo fatores de risco a uma maior predisposicdo a
transtornos do humor (STEINER et al., 2003; CAMPAGNE, 2004), e ao contrario do
gue se acreditou por muito tempo, o periodo gestacional ndo apresenta nenhuma
protecdo para a saude mental feminina (CAMACHO et al.,, 2006). Portanto, a

depressdo é o transtorno mental mais prevalente na mulher gravida, com

prevaléncia em torno de 20%, e cuja incidéncia tem aumentado progressivamente
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nos ultimos anos (SCHMIDT et al.,, 1997; BENNETT, 2004; PEREIRA; LOVISI,

2007).

2.2.1 Diagndstico

A depressao gestacional pode ndo ser diagnosticada, muitas vezes, pela
confusdo entre queixas comuns na mulher gravida e sintomas leves do transtorno do
humor. Por outro lado, mesmo em condi¢cBes subclinicas, o transtorno depressivo
pode desencadear consequéncias severas a saude materna e fetal (CAMPAGNE,
2004), exigindo uma abordagem minuciosa.

A depressao na mulher gravida também pode se manifestar desde sintomas
leves até manifestacbes graves como o suicidio. Aqui também os sintomas de
ansiedade podem estar presentes com frequéncia, sendo importantes para se
estabelecer uma suspeita, conduta e acompanhamento da depressdo na gravidez,
ou se recorrente posteriormente. Os critérios diagnosticos sdo 0s mesmos ja

mencionados e devem ser sempre levados em conta para se definir o tratamento.

2.2.2 Consequéncias para a mée e filho

A depressao gestacional modifica o ambiente materno e desencadeia
importantes prejuizos a saude da mae e do filho, incluindo a diminuigdo dos escores
de qualidade de vida e da adesdo as medidas positivas de saude pela mulher
gravida, complicacdes obstétricas, hiperemese gravidica, prematuridade, baixo peso
fetal, aumento de internacbes em Unidade de Tratamento Intensivo Neonatal e

prejuizos no desenvolvimento das criancas (KURKI et al., 2000; LINDGREN, 2001;
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ANDERSON et al., 2004; RAHMAN et al., 2004; DAYAN et al., 2006; NICHOLSON
et al., 2006; OBERLANDER et al.,, 2006; FERRI et al., 2007; O'CONNOR et al.,
2007; ROSEN et al., 2007; FIELD et al., 2008).

O transtorno depressivo durante a gestacdo é um fator de risco importante
para o aparecimento de transtornos do humor e de ansiedade no periodo pés-natal,
e é durante esse periodo que ocorre um maior risco de piora dos sintomas surgidos
na gravidez (RIECHER-ROSSLER; STEINER, 2005). Além disso, ha evidéncias
suficientes de que, assim como na gravidez, as alteracbes neuroendodcrinas da
mulher favorecem um comportamento depressivo e ansioso da méae no puerpeério.
Tal comportamento é prejudicial a amamentacao e tem efeitos deletérios a saude da
crianca (BROCKINGTON, 2004).

O comportamento materno durante a gravidez e amamentacao influencia
diretamente o desenvolvimento neurocomportamental de suas crias, onde qualquer
alteracdo na mae desencadeia no filho respostas fisiologicas e comportamentais
semelhantes. Portanto, o fato de se tratar ou ndo a depressdo na gravidez pode
influenciar o comportamento futuro das crias (BENSON et al., 1987; BENOIT et al.,

1997; DIPIETRO et al., 2008; ALHUSEN, 2008; DIPIETRO, 2010).

2.2.3 Tratamento

Os maleficios a saude, decorrentes do transtorno depressivo na mulher
gravida, sdo determinantes para que o reconhecimento de seus fatores de risco, o
diagnéstico e o tratamento, muitas vezes farmacoldgico, tornem-se indispensaveis
como medidas pré-natais. Porém, estudos mostram que 0s antidepressivos

sintéticos apresentam muitos efeitos indesejaveis e sao de uso restrito na gravidez.
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Sendo assim, o0 seu uso na mulher gravida pode ser desencorajado pelos médicos
(DODD et al, 2006).

Os medicamentos e substancias sdo classificados pela Federal Drugs and
Foods Administration (FDA) em cinco categorias (A, B, C, D e X), de acordo com o
grau de riscos a gestacao. A categoria A significa que ndo ha evidéncia de risco em
mulheres, pois segundo estudos bem controlados, ndo revelam problemas no
primeiro trimestre de gravidez e ndo ha evidéncias de problemas nos segundo e
terceiro trimestres. Na categoria B, ndo ha estudos adequados em mulheres, e em
estudos em animais ndo evidenciaram riscos. A categoria C compreende 0s
medicamentos sobre 0s quais ndo ha estudos adequados em mulheres, mas que em
animais evidenciaram a ocorréncia de alguns efeitos colaterais no feto, devendo
entdo ser usados com cautela e critérios. Os medicamentos da categoria D
apresentam evidéncias de risco em fetos humanos e sO0 deverdo ser usados se 0
beneficio justificar o risco potencial. A categoria X representa 0s medicamentos em
que estudos revelaram anormalidades no feto ou evidéncias de risco para o feto,
sendo contraindicados.

Os antidepressivos mais tradicionalmente utilizados no pais sdo a
amitriptilina, citalopram, fluoxetina, imipramina, paroxetina e sertralina, todos
pertencentes a categoria C. Quando for necessario seu uso, a prescricdo deve
conter o medicamento de menor risco com a indicagdo da menor dose necessaria,
evitando associacdes com outros medicamentos (DODD et al., 2006). Em relacdo ao
contato com o feto ou recém-nascido, estudos ja demonstraram que alguns desses
antidepressivos cruzam a placenta e podem ser encontrados no liquido amniético e
leite materno (LLEWELLYN; STOWE, 1998; HOSTETTER et al., 2000; NEWPORT

et al., 2001). Sabe-se ainda, que ndo ha uma relacdo entre a escolha das
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medicacfes e a diminuicdo na reincidéncia de sintomas ou na prevaléncia de
depressao puerperal em mulheres tratadas na gravidez.

Essas consideracfes expdem a necessidade de busca de uma alternativa
eficaz de tratamento para depressdo, que possa ser usada de forma segura na
mulher gravida e que diminua a reincidéncia de sintomas e 0s riscos de transtornos

de humor no puerpério, consequentes a depresséo iniciada na gravidez.

2.3 Hypericum perforatum

A espécie Hypericum perforatum (Linnaeus, 1753), pertencente a familia das
Hyperricoidaea, e popularmente conhecida como hipérico (HP) ou erva de Sao Joao,
€ um fitofarmaco eficaz e seguro no tratamento da depresséao leve a moderada e de
comprovada acdo no SNC (BAHLS, 2001; HOWLAND, 2010; NAHAS; SHEIKH,
2011). Em 1996, na Alemanha, o extrato de HP foi a medicacdo mais utilizada no
tratamento da depressao no pais, sendo prescritos 131,5 milhées de doses diarias
de preparacdes contendo o extrato da planta (ORTH et al., 1999; GRAY, 1999;
JOHNE et al, 1999).

Estudos mostraram a eficacia clinica do HP no tratamento da depressao leve
a moderada, comparado a antidepressivos sintéticos ou placebos (LINDE, 1996;
WHISKEY et al., 2001; BEHNKE et al., 2002; LINDE et al., 2008; KASPER et al.,
2008). Em um deles, 3250 pacientes depressivos, em acompanhamento
ambulatorial, foram tratados com o extrato de HP (900 mg/dia) durante 28 dias, e
80% destes obtiveram melhora clinica (WOELK et al., 1994). Em criancas, o HP
também foi eficaz no tratamento de sintomas depressivos, como evidenciado em

estudo com 101 criangas tratadas durante 28 dias, com doses variando de 300 a
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1800 mg/dia. Apos 14 dias de tratamento, 72% delas obtiveram melhora clinica e,
apos 28 dias, este percentual atingiu 97% (HUBNER; KIRSTE, 2001). Por outro
lado, a falta de estudos da acdo do HP no desenvolvimento do SNC o contraindica
para uso em criancas menores de seis anos.

O uso de HP foi eficaz no controle da recorréncia do transtorno depressivo.
Pacientes tratados com HP por seis semanas foram acompanhados ap6s o término
do tratamento e apresentaram uma menor taxa de reincidéncia de sintomas
depressivos (14,8%), quando comparados a pacientes tratados com citalopram,
inibidor seletivo da recaptacéao de serotonina, durante o mesmo periodo. Além disso,
nos poucos pacientes tratados com o HP que tiveram recorréncia, os sintomas
reapareceram mais tardiamente, em meédia, 1817 dias apés a suspensdo do
tratamento (SINGER et al.,, 2011). Em estudos com animais, o extrato de HP
também apresentou efeito antidepressivo, comprovado em modelos experimentais
apropriados (DE VRY et al., 1999; BUTTERWECK. et al., 2000; CHAN et al., 2001;
GAMBARANA et al., 2001; COLETA et al., 2001). A acao significativa do HP no SNC
de ratos ocorreu com a utilizagéo de doses variando de 30 a 100 mg/kg/dia, que com
base na area de superficie corporal, compara-se a dose clinica utilizada em
humanos (GREGORETTI et al., 2004; CRUPI et al., 2011).

O extrato de HP apresenta menos efeitos adversos quando comparado aos
antidepressivos sintéticos e tradicionalmente utilizados, sendo uma maneira segura
de se tratar a depressao. Os principais efeitos adversos encontrados foram sintomas
gastrointestinais, alérgicos e fototoxicidade. Além disso, efeitos sedativos, prejuizos
a memoria, dependéncia e intolerdncia, comuns com uso de substancias
psicoativas, nao foram encontrados com uso de HP (WOELK et al., 1994; LINDE et

al., 1996; LAAKMANN et al., 1998; BRATTSTROM, 2009).
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Poucos trabalhos sédo encontrados na literatura relacionados ao uso de HP
durante a gravidez, e ndo ha uma conclusao definitiva sobre sua seguranca. Apenas
um trabalho, utilizando roedores, faz referéncia aos efeitos teratogénicos do HP
(GREGORETTI et al., 2004). Por outro lado, existem maiores evidéncias de que sua
utiizacdo em tal periodo nédo seja prejudicial a saude materna e da prole
(HOWLAND, 2010). Por exemplo, o tratamento de ratas prenhas com HP nao
causou efeitos toxicos para a mae nem para o embrido (BORGES et al., 2005), e em
pacientes tratadas com HP durante a gravidez, o risco de malformacdes fetais e de
prematuridade foi semelhante ao esperado na populacdo geral (MORETTI et al.,
2009). Portanto, a administracdo de HP na gestacao deve ser realizada com cautela,
mas nao chega a ser limitado ou contraindicado (TSCHUDIN, 2005; DUGOUA et al.,
2006).

O HP é considerado um fitocomplexo composto por inUmeras substancias,
como a hipericina, pseudo-hipericina, flavonoides (quercetina, hiperosida e rutina),
hiperforina, taninas e procianidinas, sendo que, nas apresentacbes comerciais do
extrato foram encontradas concentracdes variadas dessas substancias (BERGONZI
et al., 2001). Porém, o que define a padronizacdo do extrato € a sua concentracao
de hipericina, de forma que, o extrato de HP considerado padrdo deve conter 0,3%
de tal substancia (MULLER et al., 1997; GRAY, 1999). O efeito antidepressivo do
extrato de HP pode estar relacionado com acao das diferentes substancias que o
compde, que podem agir isoladamente ou de maneira sinérgica (REICHLING et al.,
2003). Ha relatos que a hipericina, a pseudo-hipericina, a hiperforina ou os
flavonoides podem ser os responsaveis pelo efeito antidepressivo do extrato (COTT,
1995; BUTTERWECK. et al., 2000; ECKERT et al., 2004; XU et al., 2005; BORRELI,;

120, 2009).
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Em relacdo ao mecanismo de acdo do HP, ainda h& controvérsias, seja pela
real atividade de suas substancias ou pela discussdo do principal componente
responsavel pelo seu efeito antidepressivo. Sua atividade psicotrépica pode estar
relacionada ao bloqueio néo seletivo da recaptacdo de alguns neurotransmissores
excitatérios (noradrenalina, dopamina, e serotonina) ou a afinidade por receptores
gabaérgicos, de atividade inibitéria (RODRIGUEZ- LANDA; CONTRERAS, 2003). A
utilizacao cronica do extrato de HP pode estabelecer adaptacbes e alteracbes na
transducdo de sinal, na atividade de mensageiros intracelulares ou no numero,
expressdo e regulacdo de receptores de neurotransmissores (FRANKLIN, 2003;
RUEDEBERG et al., 2010), e pode também resultar em adaptacdes morfoldgicas em

neurdnios do hipocampo (CRUPI et al., 2011).

2.4 Protocolos em psicofarmacologia comportamental

A experimentacdo animal € fundamental para os avancgos cientificos, levando-
se em conta a restricdo de trabalhos com humanos pelos aspectos éticos. Os
modelos animais tém contribuido significativamente no desenvolvimento de estudos
do SNC e aproximadamente 70% dos progressos em psicofarmacologia relacionam-
se com a sua utilizagcdo (NICOLL; RUSSEL, 1991). Mas, embora a experimentacéo
animal seja fundamental para pesquisas em neurociéncias, nenhum modelo é
considerado ideal, totalmente sensivel ou especifico em sua abordagem
psicofarmacoldgica (GUIMARAES, 1993), sendo necessario o emprego de pelo
menos dois testes quando se objetiva determinar um efeito ou interferéncia no SNC

(DOURISH et al., 1995).
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O efeito de uma substancia no SNC depende diretamente do seu mecanismo
de acéo e das regides neurologicas envolvidas, sendo capaz de modular diferentes
respostas. Neste sentido, primeiro € necessario definir se a substancia age no SNC,
para posteriormente avaliar os efeitos especificos, respeitando o objetivo do
trabalho. Para isso, foram criados protocolos, utilizando-se testes em
experimentacdo animal que nos permitem avaliar simplesmente se uma droga
possui atividade no SNC, sem definir sua acéo, e testes que definem qual o seu
efeito, possibilitando classifica-la, por exemplo, como uma droga ansiolitica ou
antidepressora (ALMEIDA, 2006). Além disso, o uso de modelos experimentais em
psicofarmacologia também é importante na avaliacdo do comportamento de
descendentes expostos a substancias psicoativas durante o periodo pré-natal

(BIGNAMI et al., 1992; COLEMAN et al., 1999).

2.4.1 Testes para avaliacdo de acao inespecifica no SNC

O teste da barra giratéria e o teste do sono induzido por barbitiricos sé@o
exemplos classicos de testes realizados em roedores para avaliar, de forma

inespecifica, se uma substancia tem efeito sobre o SNC.

2.4.1.1 Teste da barra giratéria

O teste da barra giratoria (rota-rod) foi proposto por Dunham e Miya (1957) e
inicialmente utilizado para avaliar uma possivel agdo blogqueadora na placa
neuromuscular, mas drogas com diferentes a¢cées no SNC também foram capazes

de interferir no desempenho de roedores (RILEY; SPINKS, 1958; CARLINI;
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BURGOS, 1979). O teste da barra giratéria é, portanto, um teste utilizado para
definir a presenca de atividade inespecifica de uma substancia no SNC, seja ela
excitatoria, depressora ou téxica, baseando-se na avaliacdo da coordenag¢do motora
(DALLMEIER; CARLINI, 1981).

O aparelho do rota-rod consiste em uma barra cilindrica, de superficie aspera,
posicionada horizontalmente e acoplada a um motor, que a mantém em rotacdo com
velocidade constante (FIGURA 2). A barra também pode ser girada de forma
manual, mas o controle da velocidade deve ser padronizado, evitando contradicbes
nos resultados. As dimensfes do aparelho sao definidas, respeitando-se a espécie
utilizada (ratos ou camundongos). Os animais sao colocados sobre a barra e avalia-
se o0 tempo de permanéncia sobre a mesma, correspondendo a sua capacidade de

coordenacdo motora (CARLINI; MENDES, 2011).

FIGURA 2: Aparelho do teste da barra giratéria (modelo LE 8200, empresa Panlab s.l.) para
observacao de coordenacao motora. Fonte: Vinicius de Almeida Vieira.
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2.4.1.2 Teste do sono induzido por barbitaricos

O teste do sono induzido por barbitlricos permite analisar se a substancia ou
extrato em estudo tem acdo depressora sobre o SNC, considerando-se o0 conceito
de sinergismo entre as drogas de mesmo efeito farmacoldégico (SANTOS et
al.,1996). Assim, se a substancia modula um efeito depressor sobre o SNC,
independente do mecanismo de acéo, ela sempre ira potencializar a acdo hipnotica
de um barbitdrico injetado no animal. Por outro lado, existem drogas, sem atividade
no SNC, e situacfes especificas, como por exemplo, hipovitaminoses e alteracbes
hormonais, que podem interferir no tempo de sono, determinando baixa
especificidade do teste, apesar de sua alta sensibilidade (RILEY; SPINKS, 1958;
KALYAMPUR et al., 1968).

O barbitarico utilizado pode ser o tiopental, 0 hexabarbital ou o pentobarbital
sédico, devendo ser injetado por via intraperitoneal (i.p.). Neste teste é avaliado o
tempo necessério para o animal comecar a dormir e o tempo total do sono, sendo a
auséncia do reflexo postural, incapacidade do animal sair da posicdo de decubito
dorsal por mais de uma tentativa, o fator determinante para se considerar o inicio do
sono (WAMBEBE, 1985; ROLLAND et al., 1991) (FIGURA 3). Um menor tempo para
o animal comegar a dormir e o aumento do tempo total do sono refletem a

potencializagédo do efeito do barbiturico.



32

FIGURA 3: Perda de reflexo postural de animal, apés injecdo intraperitoneal de
pentobarbital sédico. Fonte: Vinicius de Almeida Vieira.

2.4.2 Testes de avaliacao da ansiedade

Os modelos experimentais tém contribuido de forma significativa no
entendimento da ansiedade, tanto em aspectos neurobiolégicos como
comportamentais. Para avaliar efeito ansiolitico podemos utilizar o teste do labirinto
em cruz elevado e o teste da placa perfurada, que se baseiam no comportamento

exploratério e no medo do animal diante de uma situacao desconhecida.

2.4.2.1 Teste do labirinto em cruz elevado

O teste do labirinto em cruz elevado inicialmente utilizado por Handley e
Mithani em 1984 e por Pellow e colaboradores em 1985 é classicamente utilizado na
avaliagdo da ansiedade em modelos experimentais com roedores. E um teste
fundamentado no medo dos animais por espacos abertos, determinante em seu

comportamento exploratério (GRAEFF; GUIMARAES, 1999; CARLINI; MENDES,
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2011). Uma vez colocados no centro do labirinto, os animais tem preferéncia pelos
bracos fechados e a exploracdo dos bracos abertos € limitada pelo medo do animal.
Drogas capazes de diminuir a ansiedade dos animais aumentam a quantidade de
entradas nos bracos abertos e o tempo de permanéncia nos mesmos (MORATO;
BRANDAO, 1997; BERTOGLIO et al., 2005). Vale a pena ressaltar que o tempo de
permanéncia no labirinto influi no grau de ansiedade devido a memorizacdo do
animal que ocorre minuto a minuto, o que justifica como sendo o ideal uma
observacdo nos primeiros minutos do experimento (CAROBREZ; BERTOGLIO,
2005).

O labirinto em cruz consiste em uma cruz formada por quatro bragos, dois
abertos e dois fechados. As paredes dos bracos fechados devem ser,
preferencialmente, de material opaco e os diametros dependem do modelo
experimental utilizado. Para camundongos, o labirinto fica suspenso 38,5 cm do piso
e seus bragos medem, cada um, 30 cm de comprimento e 5 cm de largura, enquanto
as paredes laterais dos bragos fechados medem 15 cm de altura. Quando se utiliza
ratos no procedimento experimental, o aparelho fica suspenso a 50 cm de altura e
os bracgos do labirinto devem medir 50 cm de altura e 10 cm de largura, e a parede

lateral dos bracos fechados 30 cm de altura (VIOLLE et al., 2009) (FUGURA 4).
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FIGURA 4: Labirinto em cruz elevado. Fonte: Vinicius de Almeida Vieira.

2.4.2.2 Teste da placa perfurada

Os roedores, quando colocados em um ambiente ndo conhecido, tendem a
explorar o local. Nos momentos iniciais, a locomog¢édo do animal sofrerd uma maior
influéncia de sua atividade exploratoria, mediada principalmente pelo medo. A
atividade puramente motora ndo é determinante nas alteragbes que podem ocorrer
nesses primeiros instantes e sim a partir do momento em que o animal vai
reconhecendo e memorizando o novo ambiente. A deambulagdo do animal,
enquanto o local for desconhecido, assim como movimentos estereotipados ou
movimentos exploratorios (exploracdo de buracos) refletem o grau de ansiedade dos
animais (LEYNAND et al.,, 1976; PELLOW, 1985; CARLINI; BURGOS, 1979),
tornando o teste da placa perfurada um modelo amplamente usado na avaliagao
desse comportamento.

O teste consiste em colocar o animal em uma plataforma contento buracos na

superficie inferior, equidistantes entre si, num ambiente silencioso e com baixa
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luminosidade. S&o, entdo, avaliados os movimentos de locomoc¢do, movimentos
estereotipados e de exploracdo nos buracos da placa, durante os minutos iniciais e
na primeira vez em que o animal € colocado no aparelho (BOISSER et al., 1976;
MATTEI; CARLINI, 1995; SAITOH, 2006; CARLINI; MENDES 2011).

Atualmente, existem variacbes nos equipamentos e protocolos para a
realizacdo do teste. A espécie utilizada, o tamanho e quantidade de buracos, as
dimensbes do aparelho e o tempo e modo de observacdo podem variar sem
comprometer os resultados. Existem também aparelhos com células fotoelétricas em
suas laterais capazes de fazer a leitura automatizada dos movimentos, evitando

contradi¢cdes provenientes da observacgao pelo proprio pesquisador (FIGURA 5).

FIGURA 5: Aparelho para teste da placa perfurada (modelo LE 8811 da empresa Panlab
s.l.). Fonte: Vinicius de Almeida Vieira.
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2.4.3 Testes de avaliacdo da depressao

A depressdo muitas vezes se relaciona com fatores ndo mensuraveis e 0s
sintomas subjetivos tornam-se mais valiosos no diagnostico do que sinais
clinicamente visiveis. Por outro lado, fenbmenos neurobiolégicos e neuroquimicos
envolvidos na fisiopatologia da doenca ja estdo definidos e sabe-se que os modelos
experimentais puderam contribuir para tal definicdo. Dentre os estudos pré-clinicos
utilizados na avaliacdo da depressao, estdo o teste do nado forcado e o teste da

suspensao da cauda.

2.4.3.1 Teste do nado forcado

O teste do nado for¢cado descrito por Porsolt et al. (1977) é provavelmente o
mais utilizado em estudos pré-clinicos para avaliar o potencial antidepressivo de
novos compostos (ALMEIDA, 2006). Baseia-se na resposta comportamental dos
roedores diante de uma situacao estressante e percebida como sem solugdo. Os
animais sao individualmente colocados para nadar em um recipiente de vidro
transparente preenchido com agua durante cinco minutos (FIGURA 6), quando
entdo iniciam movimentos intensos na tentativa de escapar dessa situacdo. Logo
gue o animal reconhece a impossibilidade de fuga, permanece imével ou realiza
apenas movimentos minimos e necessarios para manter a cabeca fora d’agua. A
depressdo é medida, entdo, a partir dessa imobilidade, sendo que, o0 aumento do
tempo total da imobilidade e um menor tempo para se desistir da fuga (laténcia)

representam um maior comportamento depressivo (TEIXEIRA-SILVA et al., 2006).
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FIGURA 6: Teste do nado for¢cado. Fonte: Vinicius de Almeida Vieira.

2.4.3.2 Teste de suspenséo da cauda

O teste de suspensédo da cauda foi descrito por Steru et al. (1985) e € um
método amplamente utilizado na avaliagdo da depressdo. Baseia-se nos mesmos
fundamentos j& descritos para o teste do nado forcado, porém, a situagdo
estressante em que o animal € submetido consiste em suspendé-lo pela cauda
durante cinco minutos (FIGURA 7). As drogas antidepressivas classicamente
utilizadas e qualquer fenébmeno que consiga disponibilizar uma maior concentracao
ou potencializar os efeitos das monoaminas envolvidas no comportamento séo
capazes de diminuir o tempo total de imobilidade e aumentar o tempo de laténcia

para a imobilidade (CARLINI; MENDES, 2011).
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FIGURA 7: Teste de suspensédo da cauda. Fonte: Vinicius de Almeida Vieira.

2.5 Variaveis em psicofarmacologia comportamental

As variaveis determinadoras do resultado de um experimento deverdo ser
apenas as propostas pelo estudo, pois 0s erros ou a¢gdes nédo planejadas prejudicam
a pesquisa. E indispensavel, portanto, que o pesquisador planeje previamente e de
forma organizada toda a sua metodologia, para ndo comprometer posteriormente o
fendbmeno bioldgico investigado. O modelo animal escolhido, o sexo dos animais, as
condi¢bes ambientais e a alimentagéo, quando ndo adequadas, podem interferir nos

resultados (ALMEIDA, 2006).

2.5.1 Modelo animal

E indispensavel salientar que n&o ha um modelo animal capaz de representar

perfeitamente a condicdo humana. Por isso, a escolha do modelo esté intimamente
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ligada aos objetivos especificos da pesquisa e aos testes a serem utilizados, sendo
necessario mimetizar as diferencas entre ele e a espécie alvo final da pesquisa
(GEYER; MARKOU, 1995). As espécies animais utilizadas como modelos para o ser
humano devem possuir similaridades biolégicas, anatdmicas, fisiolégicas,
comportamentais e genéticas (DAMY, 2010). O comportamento muitas vezes esta
relacionado com a subjetividade e torna ainda mais dificil a aproximacédo da
experimentacdo animal com a realidade em humanos. Portanto, em protocolos de
psicofarmacologia, conhecer as caracteristicas neuroenddcrinas, relacfes sociais e
comportamento das espécies facilita a escolha do modelo animal a ser utilizado e
permite um desenho experimental mais apropriado (ANDREATINI, 2002).

Os animais mais utilizados em protocolos comportamentais sado o
camundongo (Mus musculus Linnaeus, 1758) e o rato (Rattus norvegicus
Berkenhaut, 1769), destacando-se dentre esses as linhagens Swiss e Wistar,
respectivamente. Além de serem modelos acessiveis, de facil manejo e
economicamente favoraveis, os roedores sdo animais ativos que apresentam
caracteristicas neuroenddcrinas, relagdes sociais, respostas ao ambiente e padrdes
comportamentais que se aproximam, de certa forma, do ser humano, tornando-se de
grande interesse para a pesquisa em psicofarmacologia (ALMEIDA, 2006; CARLINI;

MENDES, 2011).

2.5.2 Restrigdo alimentar

Privacdo ou restricdo de agua e alimentos podem influenciar os sistemas

neurolégico, imunolégico e endocrinoldgico dos animais e interferir nos resultados de

uma pesquisa. A variagao hormonal, o estresse e as sensac¢fes de fome e sede
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alteram o comportamento animal; portanto, quando o desenho experimental exige
privacao ou restricdo de alimentos e agua, deve-se minimizar o desconforto, garantir
a manutencao das condic¢des fisiologicas dos animais e padronizar essas acoes
(MACUCO, 1998).

O tipo de jejum e a sua duracdo, em algumas situacdes, podem levar ao
guestionamento de muitos estudos cientificos e, levando-se em consideracdo a
influéncia do nivel de sofrimento causado para o animal nos resultados praticos
esperados, alguns trabalhos podem ser até mesmo proibidos. A dieta tem uma
profunda interferéncia em experimentos animais nado somente com relacdo ao jejum,
mas também pela concentracdo de nutrientes, tipo de racdo, qualidade da agua,
armazenamento e o modo como os alimentos e agua sédo ofertados aos animais
(MARQUES, 2005).

A espécie utilizada, a metodologia e os objetivos do estudo também devem
ser considerados no planejamento dos cuidados com a alimentacdo. No caso de
procedimentos pré-anestésicos, para suinos recomenda-se privacao alimentar de 12
horas e hidrico entre quatro e 12 horas e no caso de roedores € recomendavel um
jejum de quatro horas, mas sem restricdo de 4gua. Em animais ruminantes, o
tempo de restricdo de alimentos e agua se eleva para 48 horas, devido ao lento
esvaziamento gastrico observado nestes animais (ANGELI, 2009; DAMY, 2010).

A restricdo alimentar, mesmo que néo influencie nos resultados de uma
pesquisa, deve ser planejada por aspectos éticos. Um estudo utilizando ensaios
sobre motilidade intestinal em camundongos preconizou a reducéo para trés horas
nas experiéncias pré-operatorias nestes animais, considerando o principio de Russel
e Burch dos 3 R’s, “replace” (substituir), “reduction” (reduzir) e “refinement” (refinar),

valorizando a questado ética (MARONA, 2003).
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2.5.3 Género

Em experimentacdo animal, o sexo utilizado é um fator relevante e é
necessario cuidado na sua escolha e, principalmente, na padronizacdo. A escolha
inadequada do sexo ou o fato de se utilizar animais com géneros diferentes em um
mesmo teste podem ser, dentre outras particularidades, as causas da inviabilizacao
de uma pesquisa (FAGUNDES, 2004). Animais machos e fémeas apresentam
comportamentos diferentes e particularidades neurologicas e hormonais, que
influenciam diretamente nos resultados de um trabalho em psicofarmacologia. Em
roedores, 0s pesquisadores conseguem dizer se o0 cérebro pertence a um macho ou
a uma fémea, baseando-se apenas no volume hipotalamico (DAMIANI, 2005). Vale
ainda ressaltar que € preferivel a utilizacdo de machos para a avaliacdo do
comportamento, devido a possivel interferéncia da variagdo hormonal em fémeas
(ALMEIDA, 20086).

As diferencas entre 0os géneros sao evidentes e usar proporc¢des desiguais de
animais machos e fémeas em grupos experimentais distintos ou separar 0s grupos
pelo sexo do animal interferem nos resultados. Em uma avaliagdo comportamental
de um grupo X com 10 ratas e de um grupo Y com 5 ratas e 5 ratos, submetidos as
mesmas condi¢fes, a meédia dos resultados sera diferente entre os grupos. J& um
estudo comparativo entre racées A e B, por exemplo, ndo pode separar uma para
machos e outra para fémeas, pois a causa das diferencas nos resultados sera
duvidosa, e ndo serd possivel saber se a diferenca foi devido a racdo ou ao sexo
(MONTEIRO, 2002). Portanto, a padronizacdo do sexo, é ainda mais importante que

a sua escolha.
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2.5.4 Ambiente

Os animais reagem diferentemente as condi¢cdes ambientais e a temperatura,
iluminacdo, umidade, ciclo claro/escuro, qualidade do ar e o barulho podem
influenciar direta ou indiretamente nos resultados de um trabalho (BESCH, 1980;
NIH, 2002). Portanto, as condicbes de um ambiente de pesquisa devem ser
adequadas ao modelo animal utilizado, padronizadas, conter o minimo de estimulos
externos e serem controladas, preferencialmente, de forma automatizada (RUYS,
1991; HEINE, 1998; CHORILLI et al., 2007).

A temperatura e a umidade do ambiente devem ser mantidas dentro das
faixas adequadas para a espécie (POOLE, 1999), sendo que, grandes variacdes
desses parametros ocasionam alteragcbes fisiologicas, metabdlicas e
comportamentais (DE LUCA, 1996). O barulho do ambiente e o ciclo claro-escuro
sdo mecanismos relacionados com o seu estado de sono e de alerta e com o ciclo
circadiano, que uma vez prejudicados influenciardo seu comportamento (DE LUCA,
1996; MAJEROWICZ, 2005). Além disso, o nivel de iluminacdo do ambiente
experimental € um fator determinante do comportamento animal em alguns testes

realizados em psicofarmacologia (MARTINEZ et a.l, 2005).
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3. HIPOTESE

O uso de HP durante a gravidez diminui 0 comportamento depressivo e
ansioso, das maes, no periodo poés-natal e interfere no desenvolvimento

comportamental dos descendentes (F1).
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4. OBJETIVO

4.1 0bjetivo geral

Avaliar o comportamento depressivo e de ansiedade de ratas tratadas durante
a gravidez com HP no periodo pos-natal e avaliar se ha interferéncia no

comportamento de seus descendentes (F1) ao alcancarem a fase adulta.

4.2 Objetivos Especificos

1. Avaliar a ansiedade das méaes no pés-natal.

2. Avaliar a depressao das maes no pés-natal.

3. Avaliar interferéncia no SNC dos descendentes (F1) machos ao alcancarem a
fase adulta.

4. Avaliar a ansiedade dos descendentes (F1) machos ao alcancarem a fase
adulta.

5. Avaliar a depressao dos descendentes (F1) machos ao alcancarem a fase

adulta.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1 Animais

No desenvolvimento do presente estudo foram utilizados ratos e ratas Wistar
(Rattus norvegicus Berkenhout, 1769) de 90 dias de idade, pesando entre 200 a 350
g. Os animais foram provenientes do Biotério do Centro de Biologia da Reproducéao
da Universidade Federal de Juiz de Fora.

Os animais foram alojados em grupos de cinco em gaiolas de polipropileno
(40X30X16 cm), e mantidos sob condicbes monitoradas de temperatura, equivalente
a 23 + 2° C, com livre acesso a uma dieta controlada a base de racgao tipo pellets
(Nuvilab®) e &gua filtrada. Os animais foram mantidos em ciclo claro/escuro de 12
horas, sendo a fase clara de 6:00 as 18:00 horas e a fase escura de 18:00 as 6:00
horas.

Do nascimento até o desmame, cada mde com seus respectivos filhotes

foram colocados em gaiolas individuais.

5.2 Material Botanico

No presente trabalho, foi utilizado extrato seco de HP, contendo 0,3% de
hipericina, preparado pela Mbpharma Manipulacbes LTDA, Lote 10124778, e
mantido em local e condi¢cdes adequadas durante todo o tratamento (ANEXO B). O
extrato utilizado foi previamente utilizado em outro estudo para avaliacdo e

confirmacéo de seu efeito antidepressivo (APENDICE C).
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5.3 Procedimento experimental

Todos os animais foram privados de agua e racdo 60 minutos antes dos
testes, e apds a realizacdo dos mesmos, 0s animais foram anestesiados com
injecdo intraperitoneal da associacdo de Quetamina (90mg/kg) e Xilazina (10 mg/kg)
(WOLFENSOHN; LLOYD, 1994) e eutanasiados por exsanguinacdo por puncao
cardiaca. Os animais ndo utilizados nos testes foram destinados a outros trabalhos
cientificos do Centro de Biologia da Reproducao.

Todas as etapas do experimento foram executadas no periodo compreendido
entre as 9:00 horas da manha e as 17:00 horas. O ambiente para a realizacdo dos
testes foi sempre o mesmo, silencioso e com iluminacdo homogénea, centralizada,
com lampada fluorescente e a trés metros de altura. A equipe foi treinada por um
periodo prévio para a realizacdo das etapas do experimento e durante a execucao
dos testes cada membro da equipe realizou sempre a mesma fungao, tomando-se o
cuidado de manter as mesmas condi¢des de observacao e manejo dos animais.

As ratas provenientes do biotério, no primeiro dia de gestacdo, foram
distribuidas, aleatoriamente, em quatro grupos de 10 ratas: Tratado 1 (T1), Tratado 2
(T2), Tratado 3 (T3) e Controle (C). As ratas pertencentes aos grupos tratados
receberam durante toda a gestagdo, por via intragastrica e uma vez ao dia, o extrato
de HP nas doses de 36 mg/kg (T1), 72 mg/kg (T2) e 144 mg/kg (T3) e as ratas do
grupo controle (C) receberam agua destilada durante o mesmo periodo.

As maes foram submetidas a avaliacdo de ansiedade e depressédo, 10 e 60
dias ap6s o nascimento dos filhotes. Para avaliacdo das ratas apds 10 dias do
nascimento, foi realizada a minima manipulacédo necesséria dos animais, para evitar

prejuizos a amamentacao (BALCOMBE et al., 2004). Para avaliacdo da depressao,
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nesse momento, realizou-se apenas o teste de suspensao da cauda, nao tendo sido
realizado o teste do nado forcado devido a possivel interferéncia da hipotermia,
geralmente observada apds o teste, na amamentacdo. Aos 60 dias apos o
nascimenteo foram realizados ambos os testes. Para avaliacdo da ansiedade, foram
realizados os testes do labirinto em cruz elevado e da placa perfurada, nos dois
momentos. As ratas foram pesadas no primeiro dia de gestacdo e semanalmente até
60 dias ap6s o nascimento

Para avaliacdo comportamental dos descendentes, apés o desmame, 0sS
filhotes foram assim distribuidos: descendentes tratado 1 (DT1), descendentes
tratado 2 (DT2), descendentes tratado 3 (DT3) e descendentes controle (DC). Os
grupos DT1, DT2 e DT3 com descendentes machos (F1) foram provenientes das
ratas dos grupos T1, T2 e T3, respectivamente, e o grupo CD com descendentes de
ratas do grupo C. Aos 90 dias de vida, um descendente de cada rata foi separado,
de forma aleatoéria, totalizando-se 10 animais de cada grupo. Estes animais foram,
entdo, submetidos ao teste da barra giratdria, e apds sete dias, ao teste do sono
induzido por barbitlricos. Da mesma forma, outros 10 animais de cada grupo foram
separados e submetidos ao teste do labirinto em cruz elevado, e posteriormente, ao
teste do nado forgado. Outros 10 de cada grupo, ao teste da placa perfurada, e apos
sete dias, ao teste de suspensdo da cauda. Para medida da variavel tempo nos
testes, foram utilizados cronometros da marca AKSO®, modelo AK71. Os
descendentes (F1) foram pesados com 90 dias de vida, antes da realizacdo dos

testes.
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5.4Testes

5.4.1 Teste da barra giratéria

No teste da barra giratoria, foi utilizado equipamento especifico, modelo LE
8200, adquirido da empresa Panlab s.l. Todos os animais passaram por um pré-
teste antes de serem avaliados. No pré-teste, os animais foram colocados no
aparelho da barra giratéria por até trés tentativas e considerados aptos sempre que
se mantiverem sobre a barra por no minimo 60 segundos em pelo menos uma
tentativa. Vinte e quatro horas apds o pré-teste, os animais selecionados foram
colocados na barra giratoria para registro do tempo de permanéncia sobre a barra,

em apenas uma tentativa, ou seja, apos ter caido o animal ndo foi recolocado.

5.4.2 Teste do tempo de sono induzido por barbitdricos

Os animais receberam injecdo i.p. de pentobarbital sédico (40 mg/kg) e
colocados individualmente em uma gaiola para observagcédo. Foram registrados o
tempo entre a administracdo do barbitlrico e o adormecimento do animal (perda de
reflexo postural), e o tempo total de duragcdo do sono (recuperagcdo do reflexo
postural). Foi considerado reflexo postural o fato de o animal sair da posicao de

decubito dorsal por trés vezes consecutivas.
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5.4.3 Teste do labirinto em cruz elevado

Neste experimento, cada animal foi colocado no centro do labirinto em cruz
elevado e observado por um periodo de 3 minutos. Durante esse tempo foi
registrado o tempo total de permanéncia nos bracos abertos e fechados e no centro
do aparelho. Para a padronizacao, foi considerada entrada do animal em um braco

do labirinto toda vez que ele colocou as quatro patas dentro do mesmo.

5.4.4 Teste da placa perfurada

No teste da placa perfurada, foi utilizado equipamento especifico, modelo LE
8811, adquirido da empresa Panlab s.I. O equipamento consiste em uma caixa
acrilica transparente com orificios em sua superficie inferior, equidistantes uns dos
outros e com células fotoelétricas em placas laterais capazes de realizar leitura
automatizada dos movimentos do animal, evitando possiveis erros humanos durante
a observacdo. Os animais foram colocados, individualmente, no centro da placa, e
observados durante os cinco primeiros minutos. Foi registrada a quantidade de
movimentos em mergulho nos orificios da placa, a quantidade de movimentos com

deslocamento horizontal (deambulacéo do animal) e de movimentos estereotipados.

5.4.5 Teste do nado forgcado

Cada animal foi colocado individualmente para nadar durante cinco minutos

em um cilindro de vidro transparente de 50 cm de altura e 20 cm de diametro

preenchido com agua. A 4gua do recipiente foi sempre trocada entre a avaliacdo de
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um animal e de outro. Foram avaliados e registrados 0s seguintes parametros:
tempo para os animais pararem de se mover (tempo de laténcia) e tempo de

cessacao de fuga (tempo total de imobilidade).

5.4.6 Teste de suspenséo da cauda

Os animais foram suspensos, individualmente, pela cauda a uma altura de 50
cm durante cinco minutos. Foram avaliados e registrados o tempo para 0s animais
pararem de se mover (tempo de laténcia) e o tempo de cessacdo de fuga (tempo

total de imobilidade).

5.5 Andlise estatistica

Para a analise estatistica dos resultados, todos com distribuicdo normal, foi
utilizado o One-way Analysis of Variance (ANOVA), seguido do teste de Dunnett
sempre que apresentaram variancia homocedéstica, e do teste de Dunnet T3,
quando nao apresentaram. Foi utiizado o programa Statistical Product
and Service Solutions (SPSS) versao 13.0 e considerados significativos os valores

gue apresentarem p < 0,05 (SOKAL; ROHLF, 1995).

5.6 Aspectos Eticos

O projeto foi avaliado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da

Universidade Federal de Juiz de Fora e aprovado através do protocolo numero

003/2011.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados e a discussao serdo apresentados sob a forma de artigos.

O artigo |, intitulado “EVALUATION OF POSTNATAL BEHAVIOR IN RATS
TREATED WITH Hypericum perforatum L., Hypericaceae, DURING GESTATION”,
foi submetido ao periddico Revista Brasileira de Farmacognosia.

O artigo I, intitulado “INTERFERENCIA DE Hypericum perforatum,
ADMINISTRADO DURANTE A GRAVIDEZ, NO DESENVOLVIMENTO

COMPORTAMENTAL DA PROLE”, esta em fase final de elaboracao.

6.1 Resumo artigo |

EVALUATION OF POSTNATAL BEHAVIOR IN RATS TREATED WI TH Hypericum

perforatum L., Hypericaceae DURING GESTATION

Vinicius A. Vieira®’, Leandro V. Campos?, Lorena R. Silva®, Martha O. Guerra®, Vera

M. Peters!, Rita de Céassia S. e Sat?

!Centro de Biologia da Reproducédo — Universidade Federal de Juiz de Fora - Brazil
’Departamento de Fisiologia e Patologia - CCS — Universidade Federal da Paraiba —
Brazil

*Correspondence

R: Nair Furtado de Souza, 210/302, Jardim Laranjeiras, 36016-190, Juiz de Fora -

MG, Brazil. Fax: + 55 03221023205. E-mail: viniciusav@hotmail.com
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ABSTRACT

Gestational depression is harmful to the health of the mother and offspring and
contributes to the appearance of depressive and anxiety symptoms in the postnatal
period. Traditional antidepressants offer risks when used during gestation, but
Hypericum perforatum (HP) is an efficient and safe antidepressant, preventing the
recurrence of symptoms. This study verified the effect of HP in the behavior of Wistar
rats treated during gestation and evaluated 10 and 60 days after treatment. Pregnant
Wistar rats were divided into four groups of 10 animals: one control and three treated
which received distilled water and the extract of HP at doses of 36, 72 and 144
mg/kg, respectively. After 10 and 60 days of parturition and suspension of treatment,
the rats were submitted to the hole-board, the tail suspension, and the forced swim
tests. The animals treated with 144 mg/kg exhibited higher head-dipping activity in
the holeboard and reduced immobility in the tail suspension and forced swim tests,
suggesting a lesser degree of anxiety and depression 10 and 60 days after the
suspension of treatment. We concluded that the treatment with HP in rats in the
gestational period decreases the depressive behavior and anxiety after 10 and 60

days of treatment.

Keywords: Hypericum perforatum. Pregnancy. Central nervous system. Wistar rats.



53

6.2 Resumo artigo Il

Interferéncia de Hypericum perforatum L., administrado durante a

gravidez, no desenvolvimento comportamental da prol e

Vieira, V. A.2", Campos, L. V.}, Silva, L .R.}, Guerra, M. G.}, Peters, V. M.}, S4, R. C.

S.l'z

Centro de Biologia da Reproducéo — Universidade Federal de Juiz de Fora - Brasil
’Departamento de Fisiologia e Patologia - CCS — Universidade Federal da Paraiba —
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R: Nair Furtado de Souza, 210/302, Jardim Laranjeiras, 36016-190, Juiz de Fora -
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RESUMO

A depressdao durante a gestacdo, cuja incidéncia tem aumentado
progressivamente nos ultimos anos, tornou-se um assunto de grande preocupacao.
Estudos prévios relatam que diversos farmacos utilizados no tratamento do
transtorno depressivo cruzam a placenta, estao presentes no liqguido amniético e séao
excretados no leite, motivando o questionamento de como esses medicamentos

agem no organismo fetal e se ha consequéncias para 0s descendentes ao
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alcancarem a idade adulta. O Hypericum perforatum (HP) é um fitofarmaco muito
utilizado no tratamento da depressao. Poucas informacdes sobre a toxicidade do
HP, administrado durante a gestacao, sdo encontradas na literatura e as disponiveis
nao definem quais as reais alteracbes no desenvolvimento do Sistema nervoso
central (SNC) das crias. Logo, este trabalho avaliou o comportamento de ratos
Wistar adultos, descendentes da primeira geracdo de progenitoras tratadas com
extrato de HP durante a gestacdo. Os filhotes machos foram divididos em trés
grupos tratados, em que as maes receberam o extrato de HP durante toda a
gestacéo, DT1 (36 mg/kg), DT2 (72 mg/kg) e DT3 (144 mg/kg); e um grupo controle
(DC) em que as maes receberam agua destilada. Os animais foram avaliados ao
alcancarem a fase adulta, aos 90 dias de vida, nos testes da barra giratéria, do sono
induzido por barbitdricos, labirinto em cruz elevado, placa perfurada, nado forcado e
suspensao da cauda. Nos testes da barra giratéria e do tempo de sono induzido por
barbitUricos, os animais dos grupos DT2 e DT3 apresentaram um desempenho
sugestivo de acdo do HP no SNC, quando comparados aos animais do grupo DC.
Nos testes da placa perfurada e do labirinto em cruz elevado e nos testes de
suspensao da cauda e do nado forcado, os animais destes mesmos grupos
apresentaram um comportamento menos ansioso e depressivo, respectivamente.
Portanto, o uso de HP, durante a gestacéo, diminui o comportamento depressivo e

ansioso da prole, quando alcancam a fase adulta.

Palavras-chaves: Hypericum perforatum. Comportamento. Gestacédo. Ratos Wistar
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7. COMENTARIOS FINAIS

No presente trabalho o efeito antidepressivo do HP, em ratas tratadas durante
a gestacdo, foi observado mesmo apés 10 e 60 dias ap6s a interrupcdo do
tratamento. Esses dados indicam que o extrato de HP, além de ser eficaz e seguro
para o tratamento da depressédo, pode ser uma boa alternativa para tratamento do
transtorno depressivo durante a gravidez, levando-se em consideracdo a
necessidade de diminuir a reincidéncia, permanéncia ou piora de sintomas
depressivos e de ansiedade no periodo pds-natal, decorrentes da depressdo
gestacional.

Os descendentes machos (F1) de ratas tratadas com HP durante a gestacao,
avaliados aos 90 dias de vida, apresentaram desempenho diferente em testes de
avaliacdo de acao inespecifica no SNC, comparados com descendentes de animais
nao tratados, e um menor grau de depressao e ansiedade, em testes especificos
para avaliacdo de tais comportamentos. Essas alteragbes podem ser explicadas
pelas modificacdes que ocorrem no SNC devido ao uso cronico (FRANKLIN, 2003;
RUEDEBERG et al., 2010; CRUPI et al., 2011).

Por outro lado, néo foi avaliado no presente estudo se o efeito observado
ocorreu devido ou ndo a passagem do HP ou substancias que o compde pela
barreira placentéria, agindo diretamente no SNC em formagdo. Portanto, séo
necessarios mais estudos para a definicdo da farmacodinamica e farmacocinética do

HP quando utilizado na gravidez.



56

8. CONCLUSAO

O uso de HP durante a gravidez diminuiu o comportamento depressivo e
ansioso de ratas Wistar no periodo pés-natal e também de seus descendentes (F1)

guando alcancaram a fase adulta.
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ANEXO B _ Laudo da manipulacéo do extrato utilizado

pharmanostra
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CERTIFICADO DE ANALISE

INSUMO: HYPERICUM PERFORATUM (EXT.SECO) Pag 1
ORIGEM/PROCEDENCIA: CHINA/CHINA DATA DE ANALISE: 21/02/2011
LOTE PHARMA NOSTRA: 10124778E LOTE FABRICANTE: [20100913
DATA DE FABRICAGAO: Setembro/2010 DATA DE VALIDADE: |Setembro/2012
CONDICOES DE ARMAZENAGEM: | TEMPERATURA ENTRE 15°C a 25°C
Nome Cientifico: Hypericum perforatum L. -[Parte Utilizada: Toda a planta
Solvente Utilizado: Etanol e Agua |
DATA DE EMISSAO: [15/03/2011 [NF: [1-039.489 |ORDEM FRACIONAMENTO: [786-11
TESTES ESPECIFICACOES RESULTADOS REFERENCIAS
Descrigao* P46 fino marrom escuro com odor Pé fino marrom escuro com | Fabricante
caracteristico odor caracteristico
Perda por Dessecacao” < 8,0% (2 horas / 105°C) 4,62% Fabricante
Densidade Aparente” 40 - 80 g/100mL 46 g/100mL Fabricante
Granulometria® Malha 80 Retém 6,12% Fabricante
Metais Pesados <20 ppm Conforme Fabricante
Arsénico <2 ppm Conforme Fabricante
Chumbo <2 ppm Conforme Fabricante
Teor >0,3% de Hipericina 0,31% Fabricante
TESTES MICROBIOLOGICOS
Contagem total de bactérias” <1000 UFC/g <10 UFClg Fabricante
Fungos e leveduras* <100 UFClg <10 UFClg Fabricante
Escherichia coli* Negativo Negativo Fabricante
Salmonella® Negativo Negativo Fabricante
Staphylococcus® Negativo Negativo Fabricante

" Resultados oblidos em analise realizada no Laboratorio de Controle de Qualidade Pharma Nostra (UNIDADE ANAPOLIS) . E os demais foram
transcritos conforme certificado de analise do fabricante.

LEGENDA DAS REFERENCIAS: FB (Farmacopeia Brasileira) / USP (United States Pharmacopoeia) / EP (European Pharmacopoeia) / BP (British
Pharmacopoeia) / JP (Japanese Pharmacopoeia) / MG (Método Geral farmacopeico) / Fabricante (especificagéo e metodologia conforme o fabricante do
insumo) / Informativo (resultado fornecido como informativo pelo LCQ Pharma Nostra) .

CONCLUSAO: (X) Aprovado ( ) Reprovado

Responsavel peje Lab. Corttrole de Qualidade Responsavel Técnico
Danielle Rocha Barbosa - CRF-GO N° 7003 Amin Gabriel Gebrim\y- CRF-GO N°1829
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