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Resumo

A depressdo é uma das desordens psiquicas mais comuns distribuidas na populacdo e que
pode acometer mulheres durante o periodo gestacional. O extrato de Hypericum perforatum
L. (Hp) tem sido utilizado para o tratamento de depressédo leve a moderada e com menos
efeitos adversos do que os antidepressivos alopaticos. H& poucos estudos sobre o seu uso
seguro durante a gravidez e de sua interferéncia na geracdo exposta durante a vida
intrauterina. Portanto, o presente trabalho propds-se a estudar o efeito da exposicdo do extrato
seco de Hp no desenvolvimento neonatal e no processo de aprendizagem e memoria dos
filhotes de ratas Wistar tratadas durante a gestacdo. Foram utilizados ratos Wistar (machos e
fémeas), obtidos da colénia do biotério do Centro de Biologia da Reproduc¢do (CBR) -
Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF). Ratas Wistar prenhes foram distribuidas
aleatoriamente em quatro grupos (n=10): um controle, que recebeu &gua filtrada, e trés grupos
tratados que receberam o extrato de Hp nas doses de 36 mg/kg/dia; 72 mg/kg/dia e 144
mg/kg/dia, durante toda a gestacdo, por via intragastrica. Apds o parto, foram selecionados,
aleatoriamente, 10 filhotes fémeas e 10 filhotes machos de cada grupo experimental. Estes
filhotes foram acompanhados no periodo neonatal para avaliacdo do desenvolvimento fisico e
reflexoldgico e na vida adulta, foram submetidos a avaliacdo do aprendizado e memoria. Para
avaliacdo do desenvolvimento neonatal foram observados os seguintes parametros: abertura
dos olhos, desdobramento da orelha, aparecimento de lanugo e pelos, erup¢do do incisivo
superior e inferior, abertura vaginal; descida dos testiculos; resposta postural, preensdo
palmar, esquiva ao abismo, teste de orientacdo e geotaxia negativa. Para avaliacdo da
memoria foram utilizados o teste de esquiva inibitdria e o teste de reconhecimento de objetos.
O projeto foi aprovado pelo protocolo n° 101/2012, CEUA/UFJF. O desenvolvimento fisico e
reflexoldgico dos filhotes das ratas dos grupos experimentais ocorreram entre o segundo e 0
trigésimo sétimo dia de vida pos-natal, ndo apresentando diferenca significativa entre os
grupos. Os dados relativos ao aprendizado e memoria também ndo demonstraram alteracéo
significativa. Portanto, o Hp ndo interferiu no desenvolvimento neonatal e cognitivo em
termos de aprendizado e memdria dos filhotes das ratas que receberam o extrato durante a
gestacéo.

Palavras-chave: Hypericum perforatum; gestacao; desenvolvimento neonatal; memdria.



Abstract

Depression is one of the most common mental disorders distributed in the population and that
can affect women during pregnancy. Hypericum perforatum L. extract (Hp) has been used for
the treatment of mild to moderate depression with fewer side effects than allopathic
antidepressants. There are few studies on its safe use during pregnancy and its interference in
the exposed generation during intrauterine life. Therefore, this study aimed to study the effect
of exposure Hp dry extract neonatal development and the process of learning and memory of
Wistar rats' pups treated during pregnancy. Wistar rats (male and female), obtained from the
animal house of the colony Reproductive Biology Center (CBR) - Federal University of Juiz
de Fora (UFJF). Pregnant Wistar rats were randomly distributed into four groups (n = 10) a
control, which received filtered water, and three experimental groups that received the Hp
extract in doses of 36 mg/ kg/day; 72 mg/kg/day and 144 mg/kg/day throughout gestation,
intragastrically. After parturition, were randomly selected 10 young female and 10 male
offspring from each experimental group. These puppies were followed in the neonatal period
to assess the physical and reflexology and adulthood, underwent assessment of learning and
memory. To evaluate the following neonatal development parameters were observed: eye
opening, ear splitting, appearance of lanugo and hair, upper and lower incisor eruption,
vaginal opening; descent of the testis; postural response, grasping reflex, cliff avoidance,
orientation test and negative geotaxis. To assess memory we used the inhibitory avoidance
task and the object recognition test. The project was approved by Protocol 101/2012, CEUA /
UFRJF. The physical and reflexology of the rats in the experimental groups occurred between
the second and the thirty-seventh day of postnatal life, with no differences between groups.
The data on learning and memory also showed no significant change. Therefore, the Hp did
not interfere in the neonatal and cognitive development in terms of learning and memory of
the rats receiving the extract during pregnancy.

Keywords: Hypericum perforatum; pregnancy; neonatal development; memory.
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1 INTRODUCAO

De acordo com a Classificagdo Internacional de Doengas (CID 10), a depressdao ou
estado depressivo € caracterizado pelo sofrimento causado pela alteracdo do humor,
acompanhado pela perda de interesse e de prazer, levando a um estado de fadiga intensa.
Além desses sintomas, outros fatores presentes no quadro depressivo incluem: déficit de
atencdo e concentracdo, baixa autoestima, falta de autoconfianga, ideias de culpa e inutilidade,
visdes pessimistas do futuro, pensamentos ou atos de suicidio, sono perturbado e apetite
alterado (OMS, 1993).

A depressdo representa uma das mais prevalentes patologias psiquidtricas, afetando
cerca de 340 milhdes de pessoas em todo o mundo (WHO, 2004). A sua prevaléncia na
populacdo em geral varia de 3 a 11% e é duas vezes maior entre as mulheres do que entre os
homens (BRASIL, 2006). A quantidade de serotonina, um dos neurotransmissores
relacionados com a depressdo, armazenada no cérebro de homens e mulheres € semelhante,
porém a sua sintese € 52% maior em homens do que em mulheres (WURTMAN;
WURTMAN, 1996).

Os sintomas tipicos de depressdo podem se manifestar na mulher durante o periodo
gestacional e no pds-parto, uma vez que a gestacdo promove um momento de mudancgas
fisiol6gicas, sociais, familiares e psicologicas na sua vida (BAPTISTA; BAPTISTA;
TORRES, 2006). A depressao durante a gestagdo implica na necessidade de tratamento para o
qual deve ser avaliado o risco-beneficio, pois os farmacos podem atravessar a placenta e
provocar alteragdes no desenvolvimento embriofetal. Os medicamentos psicoativos utilizados
para o tratamento da depressdo ao atravessarem a barreira placentdria (MARCUS et al., 2001)
podem expor o feto a trés tipos de riscos: malformacdes congénitas, sindromes perinatais e
alteracdes na teratologia comportamental (CARVALHO, 2009; WARD; ZAMORSKI, 2002).

O uso de produtos naturais, como os fitoterdpicos, tem sido cada vez mais difundido
na populacdo (CRAGG; NEWMAN, 2013) e um dos mais utilizados € o Hypericum
perforatum L.(Hp), conhecido popularmente como Erva de Sdo Jodo. Este fitoterdpico €
utilizado no tratamento de depressdo leve a moderada (ERDELMEIER; KOCH; HOERR,
2000), sendo o seu uso considerado uma alternativa vantajosa devido ao fato de ocasionar
menos efeitos adversos, quando comparado aos medicamentos antidepressivos utilizados na
clinica médica (LINDE et al., 1996; BILIA; GALLORI; VINCIERI, 2002).

Ha estudos clinicos controlados que comprovam a eficdcia antidepressiva do extrato

em comparagcao com os antidepressivos alopaticos (CHIOVATTO et al., 2011; RYCHLIK et
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al., 2001). Seus principais constituintes ativos responsdveis pela acdo antidepressiva sdo a
serotonina (5-HT), da norepinefrina (NE), dopamina (DA) e a ativacdo do 4&cido
gamaminobutirico (GABA) e de receptores de glutamato, além de promover alteragdo no eixo
hipotdlamo-hipéfise-adrenal (HPA) (LAWVERE; MAHONEY, 2005).

Sabe-se que a exposicdo intrauterina a agentes farmacoldgicos que alteram a
homeostasia da 5-HT pode ocasionar perturbagdes neurais € comportamentais que persistem
na idade adulta (FORCELLI; HEINRICHS, 2007). O papel da 5-HT € essencial para o
desenvolvimento do cérebro, regulagdo do humor e estresse e suas alteracdes na sinalizacdo
fetal implica em riscos para a saide ao longo da vida. Esta modificacdo nos sinais de 5-HT
pode ser decorrente da exposicdo a inibidores da recaptacdo de serotonina durante a vida
intrauterina e a variacOes genéticas do transportador de 5-HT (SLC6A4). O resultado desta
alteracdo vai depender da interacdo entre a variagdo bioldgica, a fatores relacionados ao
humor materno, a exposi¢do pré-natal a farmacos e ao ambiente social pds-natal
(OBERLANDER, 2012).

A exposicao pré-natal a fluoxetina, um inibidor seletivo de receptacdo de serotonina,
altera a densidade da proteina transportadora de serotonina no hipocampo e na amigdala de
ratos machos (CABRERA-VERA; BATTAGLIA, 1998). Em ratos, os niveis de serotonina
sdo altos no cérebro imaturo assim como a expressdo de receptores de alta afinidade no
periodo perinatal (BORELLA; BINDRA; WHITAKER-AZMITIA, 1997). Como o Hp,
considerado o “Prozac natural”, também age como inibidor da recaptacdo de serotonina, este
pode vir a alterar a homeostasia do neurotransmissor no feto em desenvolvimento. Estudo
realizado no laboratério do Centro de Biologia da Reprodugdao que utilizou o sistema de
imagem in vivo para determinar a biodistribui¢do do extrato na placenta e nos organismos
fetal e materno de ratos Wistar, verificou a presenca de constituintes do extrato no sangue, na
gordura retroperitoneal, nos 6rgdos vitais e na placenta das maes tratadas e no figado e
cérebro dos filhotes, sugerindo que o Hp atravessa a barreira placentdria e que pode atingir o
feto em desenvolvimento (dados ainda ndo publicados).

Como o Hp tem sido amplamente prescrito para a depressdo e utilizado por mulheres
durante a gestacdo, este trabalho propOs-se a estudar se a utilizacio do Hp no periodo
gestacional ird alterar o desenvolvimento fetal do cérebro resultando em alteracdes no
desenvolvimento neonatal e comportamental em termos de aprendizado e memdria dos

filhotes de ratas Wistar expostos durante a vida intrauterina.



15

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 TRANSTORNOS DEPRESSIVOS

O transtorno depressivo ou a depressdo, na linguagem corrente, € caracterizado por
alteracdes do humor (tristeza, irritabilidade, apatia e falta da capacidade de sentir prazer) e por
outros aspectos, que inclui alteragdes cognitivas, psicomotoras e vegetativas (PORTO, 1999).

A principal teoria bioquimica da depressao esta relacionada ao déficit funcional das
monoaminas transmissoras, como a 5-HT e NE, em certas regides cerebrais (RANG et al.,
2004).

O CID-10 categoriza os transtornos depressivos em:

» F32- Episddio depressivo (episédio depressivo Unico), que pode ser classificado quanto a
intensidade em:

- F32.0- Episddio depressivo leve

- F32.0-Episédio depressivo moderado

- F32.0-Episédio depressivo grave
* F33 - Transtorno depressivo recorrente.

Os episddios leves e moderados podem ser classificados de acordo com a presenga ou
auséncia de sintomas somadticos. Os episodios depressivos graves sdo subdivididos de acordo
com a presenga ou auséncia de sintomas psicoticos.

Segundo Porto (1999), para o diagndstico da depressdo, deve-se levar em
consideragao:

- os sintomas psiquicos: como as alteracoes do humor (sensacdo de tristeza,
autodesvalorizacdo e sentimentos de culpa), reducdo da capacidade de sentir prazer nas
atividades cotidianas, sensacdo de perda de energia ou fadiga, diminuicdo da capacidade de se
concentrar e de tomar decisoes.

- os sintomas fisiologicos: reducdo do interesse sexual, alteragoes do sono e do apetite.

-as evidéncias comportamentais: reducdo da interagdo social, crises de choro,
comportamentos suicidas, retardo ou agitagao psicomotora.

A depressao é considerada um transtorno cronico, incapacitante e recorrente, de forma
que cerca de 80% dos individuos que receberam algum tratamento para um determinado
episddio depressivo terdo um segundo episédio ao longo de suas vidas, sendo na ordem de
quatro a mediana de episddios ao longo da vida. Estima-se que a depressdo € a quarta causa

especifica nos anos 90 de incapacitacdo, sendo que, para o ano de 2020, a previsdo € a de que
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serd a segunda causa em paises desenvolvidos e a primeira em paises em desenvolvimento. A
incapacitacdo da depressdo causa maiores prejuizos no estado de saide do que a angina, a
artrite, a asma e o diabete, tendo somente equivaléncia quando comparada as doencgas
isquémicas cardiacas graves (FLECK et al., 2009).

Segundo dados da Organizacdo Mundial da Saide (OMS, 2001), a depressdo é
apontada como a quinta maior questdo de saide publica, sendo que até 2020 devera estar em
segundo lugar. Sua ocorréncia estd associada a altos indices de incapacitacdo funcional,
elevados custos socioecondmicos, queda da qualidade de vida, elevado risco de suicidio e
desenvolvimento de outras doengas de alta mortalidade. A sua prevaléncia € maior em

mulheres do que em homens, na proporcdo de 2:1, podendo atingir mulheres no periodo

gestacional e no pds-parto (KESSLER, 2003; PICCINELLI; WILKINSON, 2000).

2.1.1 Depressao no periodo gestacional

A gestacdo € um periodo caracterizado por alteragdes fisicas, hormonais, psiquicas e
de insercdo social que podem influenciar diretamente na saide mental das mulheres
(CAMACHO et al., 2006). Cerca de 10% delas apresentam episddios depressivos neste
periodo (MARCUS et al., 2001) e esta condicao pode afetar o desenvolvimento da gestacdo e
trazer maleficios tanto para a mae quanto para o feto, a curto e a longo prazo (CAMPAGNE,
2004).

Segundo Lima e Tsunechiro (2008), as repercussdes materno—fetais da depressdo na
gravidez para a gestante sdo: alteracdes na qualidade de vida, fator de risco para a depressdo
puerperal, pré-eclampsia, trabalho de parto prematuro; e para o feto/crianca: elevacido de NE e
cortisol, baixo peso ao nascer, distirbios do sono e no desenvolvimento infantil.

A literatura cientifica indica que os periodos gestacional e puerperal sdo as fases de
maior prevaléncia de transtornos mentais na mulher, principalmente no primeiro € no terceiro
trimestre de gestacdo e nos primeiros 30 dias de puerpério. A intensidade das alteracdes
psiquicas depende de fatores organicos, familiares, conjugais, sociais, culturais e da
personalidade da gestante. Cerca de um quinto das mulheres no periodo gestacional e no
puerpério apresenta depressdo, mas a maioria dessas mulheres ndo é diagnosticada e tratada
adequadamente (PEREIRA; LOVISI, 2008).

Devido a prevaléncia de transtornos psiquidtricos em mulheres férteis, muitas
mulheres estdo usando medicagdes psicotrépicas no momento da concepcdo. Como todos os

medicamentos psicoativos cruzam a barreira placentdria, a saide da mulher e o tratamento da
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doenca devem ser balanceados contra o risco de exposi¢do do feto durante a gravidez. Muitas
vezes o risco de medicacdo € compensado pela substancial morbidade da doen¢a quando nédo
tratada (MARCUS et al., 2001).

Dados do sistema de saide da universidade de Michigan sugerem que o diagnéstico da
depressao € concluido em apenas 0,8% de mulheres férteis, sendo que a maioria delas recebe
tratamento inadequado. Um dos problemas destes tratamentos € a sua adesdo apds 0 primeiro
més, devido a ocorréncia de efeitos adversos. O diagnéstico e o tratamento incorreto da
depressao em mulheres em idade fértil levam a substancial morbidade materna e infantil, além
de acarretar uma alimentacdo inadequada, pré-natais desregrados, abuso de substincias
nocivas e comportamento perigoso, aumentando os riscos na gestacdo (MARCUS et al.,
2001).

Portanto, o tratamento durante a gestacao deve ser adequado e cauteloso, para que nao
prejudique o desenvolvimento fetal, uma vez que a exposi¢do a substincias psicoativas neste
periodo pode alterar a formagao do cérebro. Qualquer tipo de contato ou experiéncia durante a
gestacdo ou apds o parto e durante toda a vida pode promover a comunicagdo imediata entre
os neurOnios e desencadear processos moleculares que remodelam as conexdes sindpticas

(HYMAN, 2000).

2.2 NEUROTRANSMISSORES ENVOLVIDOS COM A DEPRESSAO

A teoria bioquimica da depressdo estd relacionada a uma diminuicdo patolégica na
neurotransmissdo de 5-HT e/ou NE. Estes neurotransmissores desempenham funcdes
importantes na modulagdo do humor e do sono, na motivacdo, na percep¢dao da dor e na
funcdo neuroenddcrina (NADAL-VICENS; CHYUNG; TURNER, 2009). Com a reducdo
destes neurotransmissores nos transtornos depressivos a bomba de recaptacdo e as enzimas
permanecem trabalhando normalmente, porém os neurdnios receptores capturam menos
neurotransmissores e ocorre uma desregulacdo no humor (ANDRADE et al.; 2003).

A dopamina e a NE sdo aminas biogé€nicas derivadas da tirosina, armazenadas em
vesiculas e quando liberadas promovem a ativagdo de receptores pré e pds- sindpticos. Os
transportadores destas catecolaminas sdo alvos de drogas que modulam suas agdes e exercem
efeitos teraputicos em doengcas como a depressdo, ansiedade e transtorno obsessivo-
compulsivo JAYANTHI; RAMAMOORTHY, 2005).

A serotonina € um potente neurotransmissor, derivado do triptofano, que regula

diversas fungdes fisioldgicas e estd presente em diferentes regides cerebrais. Possui uma
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ampla expressdo de receptores, que sdo divididos em sete classes distintas (5-HT1 a 5-HT7),
de acordo com suas caracteristicas estruturais e operacionais e constitui o alvo de muitos dos
farmacos utilizados no tratamento da depressio (HOYERA et al.,2002). Este
neurotransmissor aparece cedo no desenvolvimento fetal e tem um amplo papel na
morfogénese do cérebro.

Durante a fase pré-natal de desenvolvimento do cérebro, substancias psicoativas
podem modular os receptores e transportadores presentes e desta forma alterar a estrutura
quimica e funcional do cérebro (THOMPSON; LEVITT; STANWOOQD, 2009). Por exemplo,
um estudo realizado em ratos para avaliar os efeitos fetais da exposi¢do pré-natal a fluoxetina,
um inibidor seletivo de recaptacdo de serotonina, muito utilizado no tratamento da depressao,
demonstrou que este farmaco atravessa a placenta e atinge o tecido cerebral do feto
(CALAPAI et al., 1999).

Como a maioria dos farmacos utilizados para o tratamento dos transtornos depressivos
atua na homeostasia destes neurotransmissores, torna-se, portanto necessdrio avaliar os efeitos

a curto e a longo prazo decorrentes desta exposicao.

2.3 TRATAMENTOS FARMACOLOGICOS PARA A DEPRESSAO

2.3.1 Medicamentos alopaticos

Para o tratamento da depressdo, sdo utilizados medicamentos das seguintes classes

(RANG et al., 2004):

¢ Inibidores da captacio de monoaminas:

- antidepressivos triciclicos: inibidores ndo seletivos da captacdo das monoaminas
(noradrenalina e serotonina), por competicdo pelo sitio ligante da proteina transportadora.
Exemplos: imipramina e amitriptilina.

Os antidepressivos triciclicos sdo bons agentes antidepressivos, porém tem mais
efeitos colaterais do que os inibidores seletivos de serotonina, incluindo boca seca, visdo
turva, constipacdo, tonturas, sintomas cardiacos, sedacdo ou agitacdo e ganho de peso. Além
destes efeitos, esses agentes podem ser letais se utilizados em doses altas.

Os estudos e dados a partir de acompanhamento em longo prazo sobre os resultados do

desenvolvimento de criangas expostas aos antidepressivos triciclicos através da lactacdo sdo
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limitados. Esses agentes sdo secretados no leite materno e seus niveis no soro infantil sdo
variaveis e, as vezes, indetectaveis (MARCUS et al., 2001).

- inibidores seletivos da captacao da serotonina (exemplo: fluoxetina, sertralina e
paroxetina): sdo excelentes agentes de primeira linha e também podem ser usados em
pacientes com transtorno do panico ou transtorno obsessivo-compulsivo. Os potenciais efeitos
colaterais da fluoxetina incluem: agitacdo, insonia, desconforto gastrointestinal como ndusea
ou diarreia, tensdo facial ou dores de cabecga, efeitos colaterais sexuais ou ganho de peso. A
fluoxetina e a sertralina sdo secretadas no leite materno e ha registros de irritabilidade infantil
com exposicdo a fluoxetina através da lactacdo. Ja a sertralina ndo possui relatos de
interferéncias neonatais em recém-nascidos lactantes. A paroxetina ndo foi encontrada em
quantidades mensurdveis no leite materno, e nao houve relatos de situagdes adversas quando

este agente foi usado (MARCUS et al., 2001).

¢ Inibidores da enzima monoaminoxidase (MAQO) (exemplo: fenelzina,
tranicilpromina): inibem uma ou ambas as formas da MAO cerebral, aumentando assim os
estoques de noradrenalina e de serotonina nos terminais nervosos.

Os antidepressivos inibidores da MAO oxidase foram associados com retardo de
crescimento, anomalias congénitas e morte fetal em estudos realizados com animais e
humanos, e estdo contraindicados na gravidez (MARCUS et al., 2001).

Estes medicamentos atuam como descritos acima, por meio de mecanismos de acao
distintos e sua escolha depende da histéria clinica do paciente (ALMEIDA, 2006). Embora
estes farmacos sejam eficazes no tratamento da depressao, seus efeitos adversos levam muitos
pacientes a buscarem tratamentos alternativos, como os fitoterdpicos, cujo uso estd cada vez
mais difundido no pais. Além disso, a escolha de substincias naturais pelos proprios pacientes
devido a dificuldade de adesdo a farmacoterapia alopdtica, € uma realidade presente em nosso
cotidiano.

Atualmente, a depressdo estd presente em 33,3% dos pacientes nos Estados Unidos e
os antidepressivos sdo os medicamentos mais prescritos em 160 milhdes de prescrigdes por
ano. Conforme resultados de estudos recentes este ¢ um cendrio favordvel para o trabalho
com terapias naturais, pois concluiu-se que o tratamento da depressao leve a moderada nao foi
divergente quando utilizados e comparados os resultados com os antidepressivos alopaticos e

o placebo (BONGIORNO ; LOGIUDICE, 2010).
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2.3.2 Hypericum perforatum L.

O género Hypericum Linn. pertence a familia Hypericaceae, compreendendo mais de
450 espécies, sendo Hypericum perforatum Linnaeus (1753) a mais representativa (ALVES
et al.,2014).

O Hp popularmente conhecido como erva de Sdo-Jodo, é encontrado em regides como
a Europa, Asia Ocidental e Norte da Africa. O Hp tem sido amplamente utilizado como
antidepressivo no tratamento de transtornos de depressio leve a moderada (GUPTA;
MOLLER,2003). O consumo de produtos derivados desta planta aumentou
consideravelmente e &, atualmente, um dos fitoterdpicos mais consumidos no mundo
(WILLS; BONE; MORGAN, 2000).

Extratos organicos e aquosos de Hp sdo utilizados para o tratamento da depressao
unipolar leve e moderada. Primeiramente, estas indicacdes surgiram através de estudos
empiricos seguidos por testes clinicos. Foi seguindo estas etapas que a avaliagdo
antidepressiva confirmou que os extratos de Hp sdo tdo efetivos quanto os antidepressivos
convencionais e com a vantagem de causar menos efeitos colaterais (ALVES et al., 2014).

Os principios ativos estdo presentes nas folhas e flores frescas ou secas da planta e
possuem afinidade pelo sistema nervoso central e o sistema imune (BURKHART, 2007). Os
constituintes quimicos ativos sdo divididos nas seguintes classes: derivados das
naftodiantronas (ex: a hipericina e a pseudohipericina); derivados dos floroglucinois (ex:
hiperforina); os flavonoides; os fenilpropanos; as proantocianidinas; as xantonas, € 0s 6leos
essenciais (ERDELMEIER; KOCH; HOERR, 2000). Os constituintes responsaveis pelo
efeito antidepressivo do extrato sdo a hipericina e a hiperforina, cujas férmulas quimicas estdao
representadas nas figuras 1 e 2 (BARNES; ANDERSON; PHILLIPSON, 2001). Estas
substincias sdo descritas como potentes moduladores de transmissdo sindptica ao agir como
inibidor da recaptagcao de neurotransmissores como a dopamina, a norepinefrina, a serotonina.
Além disso, € capaz de bloquear a atividade dos receptores do GABA e do N-metil-D-
aspartato (NMDA), e de atuar no mecanismo celular de fons de Célcio (Ca®™), Zinco (Zn™),
Hidrogénio (H") e Sédio (Na*), alterando as reservas na mitocondria e canais celulares

(BOURON; LORRAIN, 2013).
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Figura 1: Férmula estrutural da hipericina.

Fonte: BARNES; ANDERSON; PHILLIPSON, 2001.

Figura 2: Férmula estrutural da hiperforina.

Fonte: BARNES; ANDERSON; PHILLIPSON, 2001.

A hiperforina € descrita como o principal componente responsdvel pelo efeito
antidepressivo do Hp, sendo caracterizada como um constituinte quimico instavel, sensivel a
temperatura e a luz. Além da ag@o antidepressiva possui outros efeitos farmacolégicos, como
por exemplo: in vivo é capaz de promover ganho cognitivo e ter acdo ansiolitica, e in vitro
promover efeito anticarcinogénico e antioxidante (ZANOLI, 2004).

Virios estudos clinicos demonstraram a eficdcia terapéutica do Hp em relacdo ao
placebo e aos antidepressivos cldssicos (VOLZ; LAUX; WOELK, 2000). Um trabalho
realizado com Hp e antidepressivos inibidores seletivos da receptacdo de serotonina
demonstrou resultados similares em relagdo a taxa da resposta clinica para a depressao
(RAHIMI et al., 2009). Em outro estudo, pacientes deprimidos tratados com placebo e dois
diferentes extratos de Hp, administrados durante 42 dias, apresentaram redu¢do na pontuagdo
da escala de Depressdo Hamilton, escala que € utilizada para avaliar a gravidade da depressdo

(LAAKMANN et al., 1998). Entretanto, estudos realizados em ratos, com a aplicacdo de
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testes do nado forcado e da suspensdo da cauda, demonstraram que o extrato de Hp possui
efeito antidepressivo dose-dependente (BACH-ROJECKY et al., 2004).

Além da atividade antidepressiva, o extrato de Hp apresenta outras atividades
farmacoldgicas, tais como: antiviral e antitumoral (MISKOVSKY, 2002) e antibacteriana
contra bactérias Gram positivas (SADDIQE et al., 2010).

Trabalhos recentes relataram os efeitos benéficos do uso preventivo do Hp no
tratamento de desordens causadas pelo estresse na memoéria (TROFIMIUK;HOLOWNIA;
BRASZKO, 2011,), sugerindo que este fitoterdpico possa prevenir a deterioracdo da memdoria
induzida pelo estresse em ratos (TROFIMIUK; WALESIUK; BRASZKO, 2006;). O efeito
positivo da administracao a longo prazo do Hp sobre a aprendizagem e a memoria espacial em
ratos Wistar foi observada com mudancgas significativas no teor de serotonina no cérebro
(WIDY-TYSZKIEWICZ et al., 2002). Outro estudo realizado ratos e camundongos sugeriu
que o extrato de Hp atua como um antidepressivo com propriedades que reforcam a memoria,
indicando a hiperforina como responsével pelos efeitos cognitivos (KLUSA et al., 2001).

Os efeitos adversos decorrentes do uso do extrato de Hp incluem sintomas
gastrointestinais, tontura, confusdo, seda¢cao e mais raramente a fotossensibilizacio (ERNEST
et al., 1998). Além disso, o Hp promove a indug¢do do citocromo CYP3A4 (enzimas
responsdveis pela metabolizacdo de diversos farmacos), o que pode ocasionar algumas
interacdes medicamentosas com alguns fiarmacos como por exemplo: anticoncepcionais,
antineopldasicos, antivirais, etc (BURKHART, 2007).

Em relacdo a utilizacdo do Hp durante o periodo gestacional, hé estudos experimentais
em roedores que ndo encontraram nenhum dano ao desenvolvimento embriondrio
(NEPOMUCENO et al., 2005) e fetal (BORGES et al., 2005). Além disso, o estudo pos-
natal, com ratos Sprague-Dawley expostos ao Hp do periodo gestacional ao desmame, ndo
demonstraram alteracdes comportamentais na prole (CADA et al., 2001). Porém, um estudo
clinico realizado por Lee e colaboradores (2003), com maes lactantes que utilizaram
diferentes extratos de Hp durante o periodo pds-natal, evidenciou efeitos adversos nos
lactentes, como cdlica, sonoléncia e letargia. Em contrapartida, um estudo realizado por
Morettti e colaboradores (2009), sobre o uso de Hp em mulheres gravidas, evidenciou o uso

seguro durante o periodo fetal, embora ainda sejam necessarios estudos mais aprofundados.
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2.4 DESENVOLVIMENTO NEONATAL

A exposi¢do a um agente quimico durante o desenvolvimento intrauterino pode
ocasionar algum tipo de distirbio que podera ser identificado no periodo peri e pds-natal, o
que torna necessario a avaliacdo dos sinais de desenvolvimento fisico e reflexoldgico, ja que
estes possuem uma relacdo com a teratologia comportamental (SILVA, 1991).

A resposta ao agente dependerd do periodo de desenvolvimento do sistema nervoso
no qual ocorreu a exposicao. Os periodos criticos compreendem o periodo da neurogénese, da
migra¢ado e da diferenciacdo neuronal.

Além do potencial téxico do agente, o tempo de exposicdo a este também determinara
o efeito téxico sobre o desenvolvimento do sistema nervoso (KRINKE, 2000). Em roedores,
os periodos criticos ou vulnerdveis para o desenvolvimento do sistema nervoso vao desde a
vida intrauterina, com o inicio da formacao da placa neural, até o desenvolvimento pds-natal,
com a maturacdo completa da barreira hematoencefdlica e dos sistemas colinérgicos e
dopaminérgicos (KRINKE, 2000).

Para a avaliacdo do desenvolvimento somético deve se acompanhar o ganho ponderal
dos filhotes e o surgimento dos sinais fisicos de desenvolvimento, tais como: desdobramento
das orelhas, erupc¢ao dos dentes incisivos, abertura dos olhos, descida dos testiculos e abertura
vaginal. Para a avaliacdo neuromotora analisa-se a resposta postural, a geotaxia negativa, a
esquiva ao abismo, o teste de orientacdo e a preensdo palmar. Dependendo do tipo de
tratamento em que os animais forem submetidos, o desenvolvimento somadtico e
neurocomportamental podera ser acelerado ou retardado (SILVA, 1991).

Trabalho realizado no CBR para estabelecer o padrdo do desenvolvimento fisico e
neuromotor de ratos Wistar da coldnia do biotério encontrou os seguintes dados, apresentados

natabelal e 2:



TABELA 1: Indicadores do desenvolvimento fisico de ratos Wistar da colonia do Centro de

Biologia da Reproducdo- Universidade Federal de Juiz de Fora, 2004-2005.

Sinais de Desenvolvimento

Dia de Aparecimento do sinal

Fisico
Machos Fémeas
Aparecimento de lanugo 3,2+0,4 (60) 3,3+0,5 (60)
Desdobramento de orelha 4,8+0.4 (60) 4,8+0.4 (60)
Aparecimento de pélos 10,620,6 (60) 10,7£0,5 (60)
Abertura dos olhos 16,9+0,4 (60) 16,8%0,5 (60)
Erupcao dos incisivos
superiores 9,9+0,6 (60) 10,1+0,6 (60)
Erupcdo dos incisivos
inferiores 12,2+0,6 (60) 12,120,6 (60)
Abertura vaginal --- 34,4+1,7 (60)
Descida dos testiculos 23,0+0,5 (60) -

Dados expressos em média +desvio padrdao (nimero de animais)

Fonte: FARIA et al., 2005.

TABELA 2: Indicadores do desenvolvimento neuromotor de ratos Wistar da col6nia do
Centro de Biologia da Reprodugdo- Universidade Federal de Juiz de Fora, 2004-2005.

Sinais de Desenvolvimento

Dia de Aparecimento do sinal

Reflexoldgico
Machos Fémeas
Preensio Palmar 2,020,1 (60) 2,020,0 (60)
Resposta postural 3,3+0,6 (60) 3,2+0,5 (60)
Esquiva ao abismo 8,3+0,8 (60) 8,2+0,9 (60)
Teste de orientacdo 9,8+1,2 (60) 9,9+1,3 (60)
Geotaxia negativa 9,4+0,8 (60) 9,1+0,8(60)

Dados expressos em média +desvio padrao (ntimero de animais)

Fonte: FARIA et al., 2005.

Entretanto, os sinais de desenvolvimento fisico e reflexolégico podem variar de acordo

com a linhagem e sexo do animal, além da variabilidade intrinseca da colOnia e dos critérios

utilizados pelo pesquisador (SILVA, 1991).



25

2.5 APRENDIZAGEM E MEMORIA

A memoria pode ser definida como a capacidade de adquirir, armazenar e evocar
informacdes. A aquisi¢ao significa aprendizado ou aprendizagem e existem quatro formas
basicas de aprendizagem, a saber: aprendizagem perceptiva, pela qual se aprende a reconhecer
um estimulo que ja foi apresentado anteriormente; aprendizagem estimulo-resposta: que
determina um comportamento especifico quando um estimulo particular é apresentado e inclui
o condicionamento cldssico e o instrumental; aprendizagem motora: na qual se aprende a
executar uma nova resposta; e a aprendizagem relacional que estd relacionada ao
estabelecimento e a recuperacdo de memorias de eventos e episddios (CARLSON, 2002). O
processo pelo qual as informagdes sdo armazenadas é denominado de consolidacdo e a
evocagao traduz se no ato de recordar-se ou lembrar-se de algo (IZQUIERDO, 2011).

A memoria pode ser classificada quanto a sua natureza e o tempo de reten¢do. Quanto
a sua duragdo ou retengdo, a memoria pode ser classificada em memorias de curto prazo (de
poucos minutos a até uma ou seis horas) e memorias de longo prazo (as quais persistem por
dias, meses ou anos). Quanto a sua natureza, pode ser dividida em explicita (ou declarativa) e
implicita (ou ndo declarativa) (IZQUIERDO, 2002):

-Memdria explicita: sdo adquiridas com intervengdo da consciéncia. E utilizada para a
recordacdo de datas importantes, fatos histéricos marcantes, nimeros de telefones e nomes de
pessoas.

- Memoria implicita: sdao adquiridas sem a percepcao do processo. Normalmente, sdo
memdrias de procedimentos ou associativas em sua natureza.

Ocorre perda ou falha de memoéria quando as sinapses responsaveis pela formacao ou
evocagdo de um ou outro tipo de memdria encontram-se inibidas ou alteradas. A senilidade
geralmente vem acompanhada de perda de memoria devido a perda neuronal Além disso,
distdirbios afetivos, como a depressdo, também vem acompanhado de algum grau de amnésia.
As deméncias, ao apresentarem perda das funcdes mentais, também se caracterizam como
perda de memoria. Entre elas estd a doenga de Alzheimer, doenca de Pick e doenca de
Creutzfeld-Jacob (IZQUIERDO, 2002).

O estabelecimento da memoria envolve mecanismos fisioldgicos e bioquimicos que
alteram a forma de perceber, pensar, planejar e agir, presumivelmente por alterar os circuitos
neurais envolvidos na percepcao, desempenho, pensamento e planejamento. A adaptacido do
individuo ao ambiente depende da aquisi¢do, reteng¢do e evocagdo destas informacdes para

planejar uma agao.
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Os processos bioquimicos e metabolicos que ocorrem em distintas estruturas cerebrais
durante a formag¢do da memoria, incluem alteracdes na estrutura, na distribui¢do e no niimero
de sinapses. No processo de consolidacdo de memdria ocorrem eventos moleculares que
levam a transcricdo e tradugdo génicas, resultando na sintese de proteinas sinapse especificas,
que sdo essenciais para as modificacdes funcionais e estruturais para a transmissdo sindptica e
a memoria (IZQUIERDO et al., 2009).

Os principais neurotransmissores envolvidos com os processos de memoria sao:
glutamato, GABA, dopamina, noradrenalina, serotonina e a acetilcolina. Os eventos
bioquimicos relacionados com a formacdo da memodria podem ser regulados por meio de
mecanismos hormonais e neuro-humorais relacionados ao estresse, a ansiedade e ao controle
do humor, modulando sinapses gabaérgicas, noradrenérgicas, dopaminérgicas e
serotonérgicas (DALMAZ; NETTO, 2004). O glutamato é capaz de promover uma excitacao
repetida das células hipocampais através da estimulacdo de receptores glutamatérgicos, que
culminard na transcricdo de fatores de DNA e proteinas importantes para a transmissao
sindptica e a memoéria (IZQUIERDO, 2011). O GABA, um neurotransmissor inibitério do
sistema nervoso central, estd associado as emog¢des e memoria. Drogas que facilitam a
transmissdo do GABA (GABA agonistas) produzem um efeito ansiolitico, tranquilizante,
enquanto drogas que bloqueiam a transmissdo gabaérgica (GABA antagonistas) induzem
ansiedade, aumento da atividade locomotora e, convulsdes. As fungdes mnemoOnicas requerem
certo nivel de ansiedade ou estresse para seu correto desempenho, mas falham se esse nivel
for muito alto (CASTELLANO, 1990). A dopamina é capaz de exercer um efeito modulador
sobre a memoria no hipocampo, sendo o sistema dopaminérgico importante no processamento
mnemoOnico, pois a ativacdo dos receptores D1/D5 durante a codificacdo da memoria €
necessdria para a formacao de um traco de memoria persistente no hipocampo. (O'CARROLL
et al., 2006). A dopamina, noradrenalina e serotonina sdo importantes na fase inicial da
consolida¢do de memdria de longa duracao, sendo a liberacdo de noradrenalina no hipocampo
essencial para a formacao das memorias emocionais (IZQUIERDO, 2011).

A alteracdo na homeostasia destes neurotransmissores ou 0 aparecimento precoce no
desenvolvimento do SNC de mamiferos promove modificagdes no desenvolvimento neural e
anomalias que podem persistir na idade adulta. Modelos experimentais com drogas que agem
sobre o sistema dopaminérgico e gabaérgico demonstraram alteracdes especificas e robustas
em 4reas ricas em dopamina do cortex cerebral e nos dendritos gabaérgicos (LEVITTA et

al.,1997). Durante o periodo de desenvolvimento do SNC a expressao inadequada de
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receptores especificos de 5-HT pode estrar envolvidos na origem de transtornos de ansiedade,
autismo e dependéncia de drogas (GASPAR; CASES; MAROTEAUX, 2003).

A exposicdo intrauterina a agentes que atuam no SNC, como o Hp, que possui como
mecanismo de acdo a inibicdo da recaptacdo dos neurotransmissores 5-HT, dopamina e
noradrenalina, pode expor o feto em desenvolvimento a alteracdes neurais que serao
identificadas tardiamente. Além disso, o Hp possui entre seus constituintes ativos, a
hiperforina, que tem apresentado acdo nootrdpica, ao promover melhora na capacidade de
memorizagdo e de consolidacdo no teste de esquiva passiva em camundongos (KLUSA et
al.,2001).

O processo de aprendizagem e memoria em estudos experimentais com animais €
medido através de mudangas no comportamento do animal, decorrentes de uma experiéncia
prévia. Os testes utilizados para avaliacdo da memoria em modelos animais incluem, dentre
outros, a esquiva inibitéria, o condicionamento cldssico de medo a um estimulo discreto e ao
contexto, o teste de reconhecimento de objetos, as tarefas de discriminagdo simultinea e de
corridas pareadas no labirinto em T, e as tarefas com plataforma visivel e oculta no labirinto

aqudtico (ALMEIDA, 2006).
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3HIPOTESE

O extrato seco de Hypericum perforatum altera o desenvolvimento neonatal e o

processo de memoria nos filhotes de ratas Wistar tratadas durante a gestacgao.
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4 OBJETIVOS

4.1 GERAL

Avaliar a atividade do extrato seco de Hypericum perforatum sobre o desenvolvimento

neonatal e o processo de memoria nos filhotes de ratas Wistar tratadas durante a gestacao.

4.2 ESPECIFICOS

* Acompanhar o desenvolvimento fisico e identificar o aparecimento dos reflexos
neuromotores da prole.
* Avaliar a memoria de longa duracdo dos filhotes na vida adulta.

* Identificar possiveis efeitos toxicos maternos.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 ANIMAIS

Para a realizacdo deste estudo foram utilizados ratos Wistar (machos e fémeas) filhotes
de ratas que receberam tratamento durante a gestacdo com o extrato de Hp. Estes animais
foram obtidos da col6nia do biotério do Centro de Biologia da Reproducio (CBR) -

Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF).

5.1.1 Diagnoéstico de prenhez

Ratas nuliparas (n=40), com idade compreendida entre 60 a 90 dias de vida e faixa de
peso corporal entre 160 a 180g, foram acasaladas com machos reprodutores da coldnia na
propor¢do de 2:1. Na manha seguinte ao acasalamento, foi realizado o diagndstico de prenhez
ao observar a presenca de espermatozoides no esfregaco vaginal (dia 1 pds-inseminacdo). Em
seguida, as ratas foram separadas em gaiolas individuais e organizadas nos grupos

experimentais para inicio do tratamento.

5.1.2 Alojamento dos animais

Os animais foram alojados em gaiolas de polipropileno (49 X 34 X 16 cm), forradas
com maravalha ndo esterilizada, providas de cocho para ra¢do do tipo peletizada (Nuvilab®)
Quimtia S.A. Colombo PR e mamadeira com 4gua filtrada. As gaiolas foram colocadas em
armarios com fluxo de ar continuo e localizadas em salas com temperatura controlada (22 +
2°C), umidade de 40 a 60%), e ciclo de luminosidade claro/escuro de 12h. Cada gaiola conteve

no maximo cinco animais do mesmo sexo.
5.2 EXTRATO DE Hypericum perforatum L.
Para o tratamento das ratas gestantes, foi utilizado o extrato seco de Hypericum

perforatum, manipulado pela farmicia de manipulacdo e drogaria MBPharma LTDA. O

extrato tinha como padrao 0,3% de hipericina.
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5.3 DESENHO EXPERIMENTAL

As ratas Wistar prenhes foram distribuidas aleatoriamente em um grupo controle, que
recebeu dgua filtrada, e trés grupos tratados (n = 10 ratas/grupo) com o extrato de Hp, nas
doses de 36 mg/kg/dia; 72 mg/kg/dia e 144 mg/kg/dia, durante a gestagcdo, por gavagem. O
Hp possui ag@o antidepressiva no sistema nervoso central nas doses que variam de 30 a 100
mg/kg/dia, que baseado na area de superficie corporal, compara-se a dose clinica utilizada em
humanos (GREGORETTI et al.; 2001) A primeira dose de tratamento utilizada foi de 36
mg/kg/dia e a segunda dose o dobro da primeira, e a terceira correspondeu a quatro vezes a
primeira dose, segundo preconizado para estudos toxicolégicos (OECD, 1999).

Ap6s o parto, foram escolhidos, aleatoriamente, de todos os grupos, machos e fémeas
de cada ninhada, para a formacao de quatro grupos de dez machos e dez fémeas. Estes grupos
foram submetidos aos testes de desenvolvimento neonatal e aos testes de memdoria na fase

adulta.

5.4 AVALIACAO DA TOXICIDADE MATERNA

A identificagdo de possiveis efeitos toxicos maternos foi realizada através da avaliacdo
semanal do consumo de racdo e do peso corporal, da piloere¢do, deambulacdo, estereotipia,
cromodacriorreia, diarreia (observados diariamente), e ocorréncia de mortes das gestantes

(OECD, 1999).

5.5 AVALIACAO DO DESENVOLVIMENTO NEONATAL

5.5.1 Desenvolvimento fisico

Para a avaliacdo do desenvolvimento fisico dos animais, foi realizado o
acompanhamento do peso corporal nos dias 4, 10, 15, 20 e 25 apds o parto. Também foi
observado o dia de abertura dos olhos, do desdobramento das orelhas, do aparecimento de
lanugo e de pelos, da erup¢do dos incisivos superiores e inferiores, da abertura vaginal e da

descida dos testiculos (BAILEY et al., 2009; OECD, 1999).
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5.5.2 Desenvolvimento reflexolégico

Para avaliacdo do desenvolvimento reflexoldgico, foram realizados os seguintes
testes: teste de preensdo palmar, resposta postural, esquiva ao abismo, orientacdo e geotaxia
negativa, com duracdo de 15 segundos cada teste, seguindo o preconizado por SILVA (1991).
Todos os testes foram realizados apenas uma vez por dia até o dia em que os filhotes

apresentarem a resposta esperada.

v’ Teste de preensdo palmar

Neste teste, foi utilizado um clips para testar a capacidade de preensdo palmar dos
animais. O objeto foi colocado préximo a pata dianteira do animal e foi observado se ocorreu
movimento de preensdo, sendo este resultado considerado positivo para tal caracteristica,

representado na figura 3.

Figura 3: Teste de preensdo palmar. Fonte: Arquivo pessoal.

v’ Teste de resposta postural:

O teste de resposta postural avaliou se o filhote colocado sobre uma mesa em decubito

dorsal seria capaz de retornar a posi¢cdo de decubito ventral, representado na figura 4.
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Figura 4: Teste de resposta postural (Resposta positiva). Fonte: Arquivo pessoal.
v Esquiva ao abismo:
Neste teste, as patas dianteiras do filhote foram colocadas sobre a borda de uma mesa

e foi observado se houve o deslocamento das patas em direcdo oposta a esta borda,

representado na figura 5.

Figura 5: Teste de esquiva ao abismo (Resposta positiva). Fonte: Arquivo pessoal.
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Figura 6: Teste de esquiva ao abismo (Resposta negativa). Fonte: Arquivo pessoal.

v’ Teste de orientagdo:

Para avaliar a orientacdo do animal, o filhote foi suspenso pela cauda de tal maneira
que sua cabeca estivesse proxima a uma mesa, permitindo que suas vibrissas tocassem a
superficie. O movimento de levantar a cabeca e as patas dianteiras foi considerado como

resposta positiva. O teste esta representado na figura 7.

Figura 7: Teste de orientacdo. Fonte: Arquivo pessoal.

v Geotaxia negativa:

O filhote foi colocado sobre uma rampa inclinada a 45°, com a cabeca voltada para
baixo, representado pela figura 8. Foi observado se o animal conseguiu dar uma volta de 180°,
deslocando o corpo completamente para a parte superior da rampa, sendo este movimento

considerado positivo para o teste.



35

L

Figura 8: Teste de geotaxia negativa. Fonte: Arquivo pessoal.

5.6 TESTES COMPORTAMENTAIS DE APRENDIZADO E MEMORIA:

5.6.1 Teste de reconhecimento de objetos

Este teste é baseado na tendéncia de ratos e camundongos interagirem mais com
objetos novos do que com objetos familiarizados, o que possibilita o estudo da memdria
destes animais (ENNACEUR; DELACOUR, 1988).

O teste foi realizado em uma arena de material derivado da madeira, conhecida como
MDEF-Medium Density Fiberboard, com base retangular de 60 x 40 cm, piso coberto com
antiderrapante, cercada por paredes com 30 cm de altura. Os objetos utilizados foram quatro
cilindros de plédstico com medidas de 3 cm de diametro e 5 cm de altura, sendo trés brancos e

um preto, representados nas figuras 9,10 e 11.

Etapas:

A) O animal foi colocado na arena para reconhecimento do ambiente durante cinco minutos

(1° dia-habituacdo) e ap6s 24h, foi realizada a primeira fase do teste.
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Figura 9: Caixa de reconhecimento de objetos.

B) Primeira fase (também denominada de sessdo de treino): o animal foi colocado na arena na
presenca dos dois cilindros brancos durante cinco minutos, permitindo que o animal explore
os cilindros brancos, representado na figura 10 (2= dia-Treino). Apds 24h, foi realizada a

segunda fase do teste.

FiguralO: Objeto branco-familiar

C) Segunda fase: o animal foi colocado durante cinco minutos na arena, na presenca de um
cilindro branco (igual ao utilizado no dia anterior) e um objeto novo, o cilindro preto,

representado pela figura 11 (3 dia).

Figura 11: Objeto preto-novo

Nesta fase, foi cronometrado o tempo em que o animal explora os cilindros branco e
preto, e o reconhecimento foi diferenciado pelo ato do animal passar mais tempo explorando o
objeto novo, ou seja, o cilindro preto. O reconhecimento foi considerado positivo quando o
animal cheirou ou tocou o cilindro com o focinho ou as patas. Para a andlise dos resultados,

foi utilizado o indice de reconhecimento, que € calculado pela férmula:
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IR= TB

(TA + TB)

TA= tempo gasto para explorar o objeto que ja € conhecido do animal
TB=tempo gasto para explorar o novo objeto.

ApOs cada etapa, os cilindros e a arena foram limpos com édlcool 70%.

5.6.2 Teste de esquiva inibitoria

O teste de esquiva inibitéria € utilizado para avaliagdo da memoria em animais de
experimentacdo. Consiste basicamente em uma sessio de treino, no qual o animal é punido
com choque nas patas apds exibir determinado comportamento, como, por exemplo, descer de
uma plataforma, e em uma sessdo de teste ou retencdo, na qual o tempo de laténcia que o
animal leva para exibir o mesmo comportamento € registrado e utilizado como uma medida
de aprendizagem (QUILLFELDT, 2006). Animais normais aprendem a inibir o
comportamento no qual ele foi punido e, portanto, apresenta uma laténcia muito maior no
teste de retencdo, quando comparada com a apresentada na sessdo de treino (ALMEIDA,
2006; QUILLFELDT, 2006). Este teste foi realizado numa caixa de esquiva passiva para ratos
(modelo EP104R) stepdown, da INSIGHT®, representado na figura 12.

Figura 12: Caixa de esquiva passiva. Fonte: Disponivel em

<http://insightltda.com.br/produto.php?id=1520#pag>
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Etapas:

Sessdo treino: o animal foi colocado no equipamento, sobre uma plataforma. Apds sua
descida da plataforma e posicionamento das quatro patas sobre a grade, o choque de
intensidade 0,5mA durante 2s foi acionado. Em seguida, o animal foi retirado da esquiva.

Sessao teste: o animal foi colocado de volta ao equipamento sobre a plataforma. Foi realizado
o registro do tempo de laténcia que o animal demorou a descer da plataforma, e,
consequentemente, ser submetido ao choque. Foi determinado um periodo de 3 minutos para a

laténcia maxima.

5.7 ANALISE ESTATISTICA

Para anélise estatistica, foi utilizado para dados paramétricos o one-way analysis of
variance (ANOVA), seguida de teste Dunnett, e para os dados ndo paramétricos, o teste de
Kruskall-Wallis, seguido do teste de Mann-Whitney ou Qui quadrado. O nivel de

significancia dos testes foi de a= 0,05.

5.8 APROVACAO DA COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMALIS:

Este trabalho foi aprovado pela comissdo de ética no uso de animais da UFIJF,

certificado pelo protocolo n° 101/2012 — CEUA, vide em anexo A (p.78).
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados foram apresentados em resumos e artigos cientificos, conforme expresso

abaixo:

6.1 RESUMO APRESENTADO NO CONGRESSO SBCAL-2014.

Apresentacio de trabalho, na forma de poster, no 13° Congresso Internacional da
Sociedade Brasileira de Ciéncia de Animais de Laboratério — SBCAL-2014, vide em apéndice

A (p.5D).

AVALIACAO DO DESENVOLVIMENTO REFLEXOLOGICO DE FILHOTES
MACHOS DE RATAS WISTAR EXPOSTAS AO EXTRATO DE HYPERICUM
perforatum L. DURANTE A GESTACAO.

Rita de Cassia da Silveira e Sa, José Reinaldo P. V. A. Teixeira, Lorena Ribeiro Silva,
Leandro Véspoli Campo, Vera Maria Peters, Marta de Oliveira Guerra.

6.2 RESUMO APRESENTADO NO SEMINARIO DE INICIACAO CIENTIFICA DA UFJF

Apresentacio de trabalho, na forma de pdster, no 20- Seminério de Iniciacdo Cientifica
da Universidade Federal de Juiz de Fora, 2014, vide em apéndice B (p.53). Este trabalho

recebeu Mencdo Honrosa, vide em anexo B (p.78).

AVALIACAO DO DESENVOLVIMENTO NEONATAL DE FILHOTES DE
RATAS WISTAR EXPOSTAS AO EXTRATO DE HYPERICUM perforatum L.
DURANTE A GESTACAO.

José Reinaldo Paranaiba Vilela Alves Teixeira (Probic/Fapemig 2013/2014), Lorena Ribeiro
Silva, Rita de Cassia da Silveira e Sa, Vera Maria Peters (Orientadora), Martha de Oliveira
Guerra.
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6.3 ARTIGO PUBLICADO NA REVISTA NEUROBIOLOGIA:

Artigo Original

VALIDACAO DO EFEITO ANTIDEPRESSIVO DO
EXTRATO DE HYPERICUM FERFORATUM

VALIDATION OF THE ANTIDEPRESSANT EFFECT OF THE
Hypericum perforatum EXTRACT

Vinicius de Almeida Vieira'?, leandro Vespoli Campos', lorena RibeiraSilva’, Martha de Oliveira Guerra’, Vera
Maria Peters', Rita de Cdassia da Silveira e 54'7

RESUMC

A deprassdo & uma doengc comum e orevalente que pode exigir fatamento farmacoldgice. O Hypericum
perforatum & um antidepressiva eficaz e seguio no Tatamanto da depressdo leve a moderada e, em estuidos
axperimentais, & uiilizado o feste do nade fercade como modelo para avaliocdo de efeito antideprassivo.
Considerando o uso do extraio de H. perforatum, para fins de pesquisas, no Centra de Biologia da Reprodugéo
da Universidade Federal de Juiz de fora, este frabalhe avaliou o efeito antidepressive do exirato [doses de
36, 72 e 144 mg/kg) utilizando o referido teste. O extrato apresentou efeito antidepressivo significciivo,
comprovando seu eteito encontrado na literatura.

PALAVRAS-CHAVE: Hyperizum perforafum, depressdo, gravidez, ratos Wistar.

ABSTRACT

Depression is a common and prevalent illness that can demand pharmacological teatment.  Hypericum
perforatum [HP) is an efficient anc safe antidepressant used in the freatmert of mild to moderate ceprassion,
and, in experimental studies, the forced swimming fest is used as a model fo evaluate ifs antidepressant effects.
Considering the use of he H. perforatum extract, for research purposes, n the Cenfro de Biologia da Reprodugao
of the Federal University of Juiz De Fora, MG, Brozil, this study evaluated the anfidepressant effect of the HP
extract (36, 72 and 144 mg/kg doses) using the aforementioned -est. The extract presened a significant
anfidepressant effect, as it was described in the literature.

KEY WORDS: Hypericum perforatum, depression, pregnancy, Wistar rats.

I Centro de Biclogia da Reprodugéio  Universidade Federal de Juiz de Fora.
? Aluro do Frograma de Pésgreduacdo em Sadde - Faculdade de Medicina da Universidede Federal dz Juiz de Fora.
* Departamento de Fisiclogia e Patologia - Universidade Federal da Paraiba.

Autor para comespondéncia:
Vinicius de Almeida Vieira [viniciusav@hotmail .com|

rua Mair Fuade ce Souza, 210/302, bairo Jardim Laranjeiras, Juiz de Fora, Minas Gemis, CEP 36014-190. Telefone
[32) 32188481 / [32) 3R517092
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6.4 ARTIGO SUBMETIDO A REVISTA REPRODUCTIVE TOXICOLOGY

Elsevier Editorial System(tm) for Reproductive Toxicology
Manuscript Draft

Manuscript Number:

Title: Effect of Hypericum perforatum prenatal exposure on neonatal development and memory of
offspring of Wistar rats treated during pregnancy.

Article Type: Full Length Article
Keywords: Hypericum perforatum; pregnancy; neonatal development; memory.
Corresponding Author: Mrs. Lorena Ribeiro Silva, Expert

Corresponding Author's Institution: Universidade Federal de Juiz de Fora
First Author: Lorena Ribeiro Silva, Expert

Order of Authors: Lorena Ribeiro Silva, Expert; José Reinaldo Teixeira; Leandro Campos; Vinicius
Vieira; Martha Guerra; Rita S4; Vera Peters

Manuscript Region of Origin: BRAZIL

Abstract: Hypericum perforatum L. (Hp) extract is used for treating depression and there are few
studies about its safe use during pregnancy. This study aimed to investigate the effects of Hp on
neonatal development and memory of offspring of Wistar rats treated during gestation. The rats were
divided into: a control group (filtered water), and three treatment groups (Hp doses of 36 mg/kg/day;
72 mg/kg/day and 144 mg/kg/day). Newbom rats, monitored during neonatal period, showed
physical and reflexologic development signs between the second and the thirty-seventh day of
postnatal life, with no significant difference among the groups. The resulis related to memory, deriving
from the inhibitory aveidance test and the objects recognition test, did not present significant
alterations either. Hence, Hp did not interfere in the neonatal development or in the memory of rats
exposed to this extract during intrauterine life. CEUA/UFJF, n® 1012012,

¢ Email de confirmacdo da revista:

Submission Confirmation for Effect of Hypericum perforatum prenatal exposure on neonatal development and
memory of offspring of Wistar rats treated during pregnancy

Reproductive Toxicology (rx@louisville.edu)  Adicionar aos contatos 11/02/2015
Para: lorena-ribeiro@hotmail.com

Re: Effect of Hypericum perforatum prenatal exposure on neonatal development and memory of offspring of Wistar rats treated during pregnancy

Dear Mrs. Silva,

Your submission entitled "Effect of Hypericum perforatum prenatal exposure on neonatal development and memory of offspring of Wistar rats treated during
pregnancy” has been received by Reproductive Toxicology.

You will be able to check on the progress of your manuscript by logging on to Elsevier Editorial System as an author. The URL is http://ees.elsevier.com/rtx/.

Your manuscript will be given a reference number once an Editor has been assigned.
Thank you for submitting your manuscript to Reproductive Toxicology.
Warmest Regards,

Reproductive Toxicology
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7 CONSIDERACOES FINAIS

No presente trabalho foi observado que as doses utilizadas do extrato de Hp (36
mg/kg/dia, 72 mg/kg/dia e 144 mg/kg/dia) em ratas Wistar prenhes ndo alterou o
desenvolvimento neonatal dos filhotes. Os dias de aparecimento dos sinais fisico e
reflexolégico ocorreram entre o segundo e o trigésimo sétimo dia de vida pds-natal, ndo
apresentando diferenca significativa entre os grupos experimentais. Entretanto, em relacdo ao
sinal fisico (aparecimento de pelos) houve um atraso em todos os grupos tratados com Hp em
relacio ao grupo controle dos filhotes fémeas, porém este atraso ndo prejudicou o
desenvolvimento normal destes animais.

O aprendizado e a memoria da prole também ndo apresentou alteragdo nos testes
comportamentais realizados na vida adulta.

Portanto, o extrato de Hp pode ser uma boa alternativa para o tratamento da depressao
durante a gestacdo, uma vez que ndo apresentou prejuizo a prole que foi exposta durante a
vida intrauterina.

Porém como héd poucos trabalhos que avaliam a sua seguranga durante o periodo
gestacional, torna-se necessdrio mais estudos que investiguem a farmacocinética e a
farmacodindmica do Hp durante este periodo e o seu efeito a longo prazo para garantir a sua

seguranga.
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8 CONCLUSAO

O extrato de Hp, nas doses utilizadas neste estudo, ndo apresentou alteracdo com
significancia estatistica, no desenvolvimento neonatal e nos parametros comportamentais
referentes ao aprendizado e a memoria da prole de ratas expostas durante a gestacdo. Porém,
algumas alteracOes sdo importantes e devem ser levadas em consideragdo, sendo necessario

cautela durante seu uso.
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APENDICES:

APENDICE A

e Trabalho apresentado, na forma de poster, no 13- Congresso Internacional da

Sociedade Brasileira de ciéncia de Animais de Laboratorio — SBCAL-2014.

AVALIACAO DO DESENVOLVIMENTO REFLEXOLOGICO DE FILHOTES
MACHOS DE RATAS WISTAR EXPOSTAS AO EXTRATO DE HYPERICUM
perforatum L. DURANTE A GESTACAO.

Rita de Cassia da Silveira e Sél, José Reinaldo P. V. A. Teixeiraz, Lorena Ribeiro Silvaz,
Leandro Véspoli Campo 2’3, Vera Maria Petersz, Marta de Oliveira Guerra®.

INTRODUCAO: O uso dos animais de laboratério, principalmente ratos e camundongos nos
estudos de transtornos psiquidtricos, tem sido fundamental para definir os mecanismos
neuroldgicos destes transtornos e garantir a busca de novas terapias. Além disso, permite
também avaliar o efeito de determinadas substancias que sdo administradas a gestantes e que
possivelmente poderiam atingir diretamente a geracdo futura, seja no desenvolvimento
embriofetal, pos-natal ou na vida adulta. O extrato de Hypericum perforatum (Hp) é muito
utilizado para o tratamento de depressao leve a moderada e apresenta-se como uma alternativa
vantajosa devido ao fato de ocasionar menos efeitos adversos quando comparado aos
medicamentos antidepressivos utilizados na clinica médica. Apesar de sua utilizagdo ser
amplamente difundida, hd poucos estudos sobre o uso seguro durante a gravidez e de sua
interferéncia nas geracdes que sao expostas a este extrato durante a vida intrauterina. Logo,
buscou-se avaliar o desenvolvimento pds-natal de filhotes machos de ratas Wistar expostas
durante a gestacdo ao extrato de Hp. OBJETIVO: Avaliar o desenvolvimento de reflexos
neuromotores de filhotes machos de ratas Wistar tratadas com extrato de Hp durante a
gestacdo. METODOS: Foram utilizadas 20 ratas prenhes Wistar, obtidas do Centro de
Biologia da Reproducdo da UFJF, que foram distribuidas aleatoriamente em dois grupos:
controle, que recebeu dgua filtrada, e grupo tratado, que recebeu 144 mg/kg/dia do extrato de
Hp. As ratas receberam tratamento durante todo o periodo gestacional por via intragéstrica.
Cada grupo foi composto por 10 ratas prenhes. Apds o parto foram selecionados
aleatoriamente 10 filhotes machos de cada grupo para a avaliacdo do desenvolvimento

reflexolégico. Os filhotes foram observados quanto ao dia de aparecimento dos reflexos
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neuroldgicos realizando os seguintes testes: preensao palmar, resposta postural, esquiva ao
abismo, teste de orientagdo e geotaxia negativa. Os dados obtidos foram processados por
andlise exploratéria, comparados entre os grupos (teste “t” de Student). RESULTADOS: O
desenvolvimento neuromotor dos filhotes machos de ratas do grupo controle e do grupo
tratado 144mg/kg/dia com o extrato de Hp ocorreu entre o segundo e décimo quarto dia de
vida pés- natal, ndo apresentando diferenca significativa entre os grupos. CONCLUSAO: O
extrato de Hypericum perforatum nao alterou o desenvolvimento reflexolégico dos filhotes
machos das ratas Wistar que receberam o extrato durante a gestagao.

CEUA/UFIF: Protocolo n°101/2012 — Suporte Financeiro: FAPEMIG
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APENDICE B

e Trabalho apresentado, na forma de pdster, no 20" Seminério na Mostra de Iniciacao
Cientifica da Universidade Federal de Juiz de Fora. Este trabalho recebeu Menc¢ao

Honrosa, vide em Anexo B.

AVALIACAO DO DESENVOLVIMENTO NEONATAL DE FILHOTES DE
RATASWISTAR EXPOSTAS AO EXTRATO DE HYPERICUM
perforatum L. DURANTE A GESTACAO.

José Reinaldo Paranaiba Vilela Alves Teixeira (Probic/Fapemig2013/2014), Lorena Ribeiro
Silva, Rita de Céssia da Silveira e S4, Vera Maria Peters (Orientadora), Martha de Oliveira

Guerra.

Introducgdo: A depressao € uma desordem psiquica que acomete as mulheres durante o periodo
gestacional, sendo este caracterizado por oscilacdes fisioldgicas, hormonais e de humor. A
maioria dos farmacos antidepressivos atravessa a placenta ou € excretado pelo leite e pode
ocasionar malformagdes congénitas, toxicidade neonatal e sequelas neurocomportamentais. O
Hypericum perforatum (Hp) € um fitoterdpico com acgdo antidepressiva, devido a agdo
inibitéria de recaptacdo de neurotransmissores de serotonina, noradrenalina e dopamina, e tem
sido cada vez mais utilizado por apresentar menos efeitos colaterais quando comparado aos
antidepressivos cldssicos. Logo, buscou-se avaliar a exposi¢do intrauterina de Hp sobre o
desenvolvimento reflexoldgico das crias. Objetivo: Avaliar o desenvolvimento de reflexos
neuromotores de filhotes fémeas de ratas Wistar tratadas com extrato de Hp durante a
gestacdo. Métodos: Foram utilizadas 20 ratas prenhes Wistar, obtidas do CBR da UFJF. Estas
foram distribuidas aleatoriamente em dois grupos, um controle, que recebeu dgua filtrada e
um grupo tratado que recebeu 144mg/kg/dia do extrato Hp, durante todo periodo gestacional,
via intragdstrica. Apos o parto, foram selecionados aleatoriamente 10 filhotes fémeas de cada
grupo para avaliacdo do desenvolvimento reflexoldgico. Os testes realizados foram: preensao
palmar, resposta postural, esquiva ao abismo, teste de orientacdo e geotaxia negativa. Os
dados foram analisados através do teste “t” de Student com o nivel de significancia de 0,05.
Resultados: O desenvolvimento neuromotor dos filhotes fémeas de ratas do grupo controle e
do grupo tratado com o extrato de Hp (144 mg/kg/dia) ocorreu entre o segundo e décimo
quarto dia de vida pos-natal. Os valores encontrados, expressos em média e desvio padrdo, no
grupo controle foram: preensdo palmar: 2 +0 (10); resposta postural: 2,4 +0,69 (10); esquiva

ao abismo: 7,4 +1,42 (10); teste de orientacao: 12,7 £2,11 (10) e geotaxia negativa: 7,2 £0,78



54

(10), enquanto no grupo tratado, os valores foram: preensdo palmar: 2 +0 (10); resposta
postural: 2,6 0,96 (10); esquiva ao abismo: 6,2 +1,54 (10); teste de orientagdo: 13,3 +0,82
(10); geotaxia negativa: 5,9 1,44 (10). CEUA/UFJF: Protocolo n"101/2012. Conclusdo: O
extrato de Hypericum perforatum nao alterou o desenvolvimento reflexolégico dos filhotes
fémeas das ratas Wistar que receberam o extrato durante a gestacao.

Suporte Financeiro: FAPEMIG
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APENDICE C- Artigo publicado na revista Neurobiologia

Artigo Original

VALIDACAO DO EFEITO ANTIDEPRESSIVO DO
EXTRATO DE Hypericum perforatum

VALIDATIO N OF THE ANTIDEPRESSANT EFFECT OF
THE Hypericum perforatum EXTRACT

Vinicius de Almeida Vieirai2, Leandro Vespoli Camposi, Lorena RibeiraSilvai, Martha de Oliveira
Guerrai, Vera Maria Petersi, Rita de Cdssia da Silveira e Sdi

Resumo

A depressdo é uma doenca comum e prevalente que pode exigir tratamento farmacoldgico. O Hypericum
perforatum é um antidepressivo eficaz e seguro no tratamento da depressdo leve a moderada e, em estudos
experimentais, € utilizado o teste do nado forcado como modelo para avaliagdo de efeito antidepressivo.
Considerando o uso do extrato de H. perforatum, para fins de pesquisas, no Centro de Biologia da
Reprodugdo da Universidade Federal de Juiz de fora, este trabalho avaliou o efeito antidepressivo do
extrato (doses de 36, 72 e 144 mg/kg) utilizando o referido teste. O extrato apresentou efeito antidepressivo
significativo, comprovando seu efeito encontrado na literatura.

Palavras-chave: Hypericum perforatum, depressao, gravidez, ratos Wistar.

Abstract

Depression is a common and prevalent illness that can demand pharmacological treatment. Hypericum
perforatum (HP) is an efficient and safe antidepressant used in the treatment of mild to moderate
depression, and, in experimental studies, the forced swimming test is used as a model to evaluate its
antidepressant effects. Considering the use of the H. perforatum extract, for research purposes, in the
Centro de Biologia da Reprodugdo of the Federal University of Juiz De Fora, MG, Brazil, this study
evaluated the antidepressant effect of the HP extract (36, 72 and 144 mg/kg doses) using the
aforementioned test. The extract presented a significant antidepressant effect, as it was described in the
literature.

Key words: Hypericum perforatum, depression, pregnancy, Wistar rats.

1 Centro de Biologia da Reproducio - Universidade Federal de Juiz de Fora.
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NEUROBIOLOGIA, 76 (1-2) jan./jun., 2013

1. Introducao

A depress@o € o transtorno mental mais comum e um problema de saide publica,
sendo diagnosticada em cerca de 154 milhdes de pessoas em todo o mundo em 2001. Estima-
se que em 2030 serd a doenca mundial mais prevalente, superando até mesmo problemas
cardiovasculares e oncoldgicos. A prevaléncia do transtorno depressivo ainda é maior na
mulher (5 a 9%) do que no homem (2 a 3%) e varia conforme a idade, estado e situacdo
socioecondmical.

A depressdao € uma doencga grave, com altos indices de recorréncia e cronicidade,
trazendo prejuizos profissionais, sociais, fisicos e psiquicos, além de altas taxas de
morbimortalidade por suicidio ou outras patologias associadas2. Apesar da alta prevaléncia,
menos de 25% dos casos diagnosticados recebem tratamento adequado3. O tratamento pode
exigir, além de medidas ndo farmacoldgicas, o uso de medicacdo adequada e com efeito
antidepressivo comprovado.

O Hypericum perforatum (HP) é um fitofarmaco de comprovada ac¢ao antidepressiva e
apresenta menos efeitos adversos quando comparado aos antidepressivos sintéticos, sendo
uma maneira eficaz e segura de se tratar a depressao leve a moderada4. Os principais efeitos
adversos encontrados foram sintomas gastrointestinais, alérgicos e fototoxicidade$, 6, 7, 8.

O HP € considerado um fitocomplexo pelo fato de sua ag@o antidepressiva estar
relacionada a vérias substancias. H4 relatos que a hipericina, a hiperforina ou os flavonoides
podem ser os principais responsaveis pelo efeito antidepressivo do extrato9, 10, sendo que
essas substancias podem agir isoladamente ou de maneira sinérgicall. Nas apresentacdes
comerciais do extrato sdo encontradas concentracOes diferentes de flavonoides, de hipericina
e de hiperforinal2, mas tem sido definido que o extrato padrao do HP deve conter 0,3% de
hipericinal 3.

Considerando a utilizacdo de extrato de HP em diferentes trabalhos no Centro de
Biologia da Reproducdo da Universidade Federal de Juiz de Fora, esse trabalho verificou o
efeito antidepressivo do extrato utilizado nessa unidade académica, manipulado pela empresa

Mb Pharma LTDA, com o objetivo de confirmar sua acdo e validar o seu uso.
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2. Materiais e Métodos

No desenvolvimento do estudo foram utilizadas ratas Wistar (Rattus norvegicus
Berkenhout, 1769) de 90 dias de idade, provenientes do Biotério do Centro de Biologia da
Reproducdo da Universidade Federal de Juiz de Fora. Os animais foram alojados em gaiolas
de polipropileno (40X30X16 cm), contendo cinco animais, em ambiente com temperatura
controlada de 23 + 2° C, e ciclo claro/escuro de 12 horas, com fase clara de 6:00 as 18:00
horas e a fase escura de 18:00 as 6:00 horas. Os animais tiveram livre acesso a 4gua e acesso
controlado a dieta a base de ragao tipo pellets (Purina), com privagao dos mesmos 60 minutos
antes do inicio do teste.

Os animais foram distribuidos em quatro grupos de 10 ratas, sendo trés tratados e um
controle. As ratas pertencentes aos grupos tratados receberam durante sete dias, por via
intragéstrica 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 4gua destilada durante o mesmo
periodo. Foi utilizado o extrato seco padrdo de HP, contendo 0,3% de hipericina, preparado
pela MB Pharma Manipulacdes LTDA, lote 10124778.

No primeiro dia apds o término do tratamento, os animais foram submetidos ao teste
do nado for¢ado para avaliacdo da depressao, sendo colocados individualmente para nadar
durante cinco minutos em um cilindro de vidro transparente de 50 cm de altura e 20 cm de
diametro, preenchido com dgua. A dgua do recipiente foi sempre trocada entre a avaliacdo de
um animal e de outro. Foram avaliados e registrados os seguintes pardmetros: tempo para os
animais pararem de se mover (tempo de laté€ncia) e tempo de cessacdo de fuga (tempo total de
imobilidade).

Apos o teste, os animais utilizados foram sedados com injecdo intraperitoneal com
associacdo de Quetamina (90mg/kg) e Xilazina (10 mg/kg)l4 e eutanasiados apods
exsanguinacao por pungao cardiaca.

Para a andlise estatistica dos resultados, foi utilizado o teste ANOVA, seguido do teste
de Dunnett, j4 que todos apresentaram variancia homocedéstica. Foi utilizado o programa
SPSS versdo 13.0 e considerados significativos os valores que apresentarem p < 0,05.

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

Universidade Federal de Juiz de Fora e aprovado através do protocolo nimero 003/2011.
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3. Resultados

No teste do nado forcado, a média do tempo de laténcia para a imobilidade foi
consideravelmente maior nos animais tratados com as doses de 36, 72 e 144 mg/Kg do extrato
de HP do que a média do tempo dos animais do grupo controle, enquanto o tempo total de
imobilidade foi consideravelmente menor nos animais tratados com essas mesmas doses,

quando comparados aos animais controle (TABELA 1).

TABELA 1: Tempo de laténcia, em segundos, para iniciar a imobilidade e tempo total da imobilidade no teste
do nado forcado em ratas dos grupos tratados comparadas com as do grupo controle. Dados expressos em
média + desvio padrdo, n =10. *p<0,05.

LATENCIA  IMOBILIDADE

Controle 69,2 +13,16 172,2 +28,11

36 mg/kg 89,8 +16,17* 1344 +10,12%
72 mg/kg 91,8  +13,00% 125,6 +16,15%
144 mg/kg 101,5 +18,82% 94,1 + 14,83*

4. Discussio

O teste do nado forgado € provavelmente o mais utilizado em estudos pré-clinicos para
avaliar o potencial antidepressivo de novos compostos16. Quando submetido a uma situagdao
de estresse (cilindro de dgua), o animal inicia intensas tentativas de evasao até reconhecer o
insucesso e desistir de escapar, e passa a realizar apenas movimentos necessarios para manter
a cabeca fora d’4gua, situacao considerada como imobilidade e que representa uma medida de
depressaol7.

Um aumento no tempo para se iniciar a imobilidade (tempo de laténcia) e a
diminui¢do no tempo total de imobilidade significam uma menor taxa de depressdo. Sendo
assim, os dados encontrados neste trabalho demonstram um menor grau de depressdao nos
animais tratados e confirmam o efeito antidepressivo do extrato de HP encontrado na
literatura. O HP apresentou efeito antidepressivo, nas doses de sete, 35 e 70 mg/kg, em
roedores submetidos ao teste do nado forcado, efeito também comprovado em outro modelo
de avaliacdo da depressao, o teste de suspensdo da caudal8. O HP age, principalmente,
inibindo a recaptacdo dos neurotransmissores serotonina, noradrenalina e dopamina. Sendo
assim, o aumento da concentracdo dessas substancias na fenda sindptica pode justificar o seu

seu efeito antidepressivo4.
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5. Conclusao

Os resultados obtidos mostraram que as doses de 36, 72 e 144 mg/Kg do extrato
utilizado tiveram efeito antidepressivo nos animais tratados por sete dias, comprovando a
eficacia do extrato manipulado pela empresa Mb Pharma Manipulagdes LTDA, utilizado

nesta unidade académica para fins de pesquisa.
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ANEXO:

ANEXO A: Protocolo de aprovacao da comissao de ética no uso de animais:

UNIVERSIDADE FEDERAL DE JUIZ DE FORA
PRO-REITORIA DE PESQUISA

Comisséo de Etica na Experimentagio Animal

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n® 101/2012 — CEEA sobre “AVALIACAO DO
DESENVOLVIMENTO NEONATAL E DA MEMORIA DE FILHOTES DE RATAS
WISTAR EXPOSTAS AO EXTRATO DE HYPERICUM PERFORATUM
DURANTE A GESTACAOQ.”, projeto de pesquisa sob a responsabilidade de VERA
MARIA PETERS, esta de acordo com os Principios Eticos na Experimentagio Animal,
adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagio Animal (COBEA), e foi aprovado
pela COMISSAO de ETICA NA EXPERIMENTACAO ANIMAL (CEEA) da PRO-
REITORIA DE PESQUISA/UFJF, em reunido realizada em 18/12/12.Para o
desenvolvimento da pesquisa foram liberados 440 animais (240 fémeas e 200 machos) da

linhagem Wistar, conforme solicitado.

CERTIFICATE

We certify that the protocol n° 101/2012- CEEA about “AVALIACAO DO
DESENVOLVIMENTO NEONATAL E DA MEMORIA DE FILHOTES DE RATAS
WISTAR EXPOSTAS AO EXTRATO DE HYPERICUM PERFORATUM
DURANTE A GESTAGAO.” under responsability of VERA MARIA PETERS - is in
agreement with the Ethical Principles in Animal Research adopted by Brazilian College
of Animal Experimentation (COBEA) and was approved by the PRO-REITORIA DE
PESQUISA/UFJF — ETHICAL COMMITTEE FOR ANIMAL RESEARCH (CEEA) in
18/12/12. For the development of this research 440 animals (240 female and 200 male)

lineage Wistar were released, as requested.

Juiz de Fora, 19 de dezembro de 2012.

|

Presidente/CEEA Secretario/CEEA
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ANEXO B: Certificado do prémio de menciio honrosa no 20- seminério de iniciacéio

cientifica da UFJF - ano de 2014.

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto "AVALIAGAQ DO DESENVOLVIMENTO
NEONATAL DE FILHOTES DE RATAS WISTAREXPOSTAS AO
EXTRATO DE HYPERICUM PERFORATUM L. DURANTE A GESTACAOD"
erientado por VERA MARIA PETERS recebeu o prémio Mencio Honrosa
no 20° Semindrio de Iniciaggo Cientifica da UFJF.

Foram Premiados o(os) seguinte(s) bolsista(s) participantes da projeto:

LORENA RIBEIRO SILVA e JOSE REINALDO PARANAIBA VILELA
ALVES TEIXEIRA

Juiz de Fora 23 de outubro 2014
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