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RESUMO

O Hypericum perforatum (HP) é uma espécie utilizada classicamente como um
fitoterapico antidepressivo e ansiolitico. Seus diferentes compostos (hipericina e
hiperforina) proporcionam muitos outros efeitos, tais como: antinociceptivo e
anticonvulsivante. O objetivo desta tese foi investigar a passagem do extrato hidro-
alcoolico de H. perforatum pelas barreiras placentaria e hematoencefalica fetal e seus
provaveis efeitos antinociceptivo, anticonvulsivante, ansiolitico e antidepressivo sobre
os descendentes ao atingirem a idade adulta. Para isto, ratas Wistar receberam doses de
36, 72 e 144 mg/kg de HP ao longo de toda a gestacdo, por via oral. A fluorescéncia
observada demonstrou a presenca do extrato de HP em todos os tecidos analisados tanto
das ratas gestantes, quanto dos fetos. Testes para avaliacdo da atividade antinociceptiva
e anticonvulsivante do extrato de HP foram realizados em ratas F1 adultas, as quais
apresentaram aumento de ambas as respostas. Testes para avaliacdo das atividades
ansiolitica e antidepressiva do extrato de HP foram realizados com ratos F1 adultos,
resultando também em aumento desses efeitos. Estes resultados sugerem que a
administracdo de HP durante a gestacdo provocou mudancgas no neurodesenvolvimento
de regibes cerebrais relacionadas com o controle da dor, convulsdo, ansiedade e

depressdo em seus descendentes.

Palavras-chave: Hypericum perforatum, dor aguda, convulsdo epiléptica, ansiedade,

depressdo, distarbios do neurodesenvolvimento, reprogramacao celular.



ABSTRACT

Hypericum perforatum (HP) is a classically used species as an antidepressant and
anxiolytic herbal remedy. Its different compounds (hypericin and hyperforin) provide
many other effects, such as: antinociceptive and anticonvulsive. The objective of this
thesis was to investigate the passage of the hydroalcoholic extract of H. perforatum
through placental and fetal blood-brain barrier and the probable antinociceptive,
anticonvulsive, anxiolytic and antidepressant effects on offspring as they reach
adulthood. Wistar rats received oral doses of 36, 72 and 144 mg/kg of HP throughout
gestation. The observed fluorescence indicated the presence of the extract in all tissues
analyzed from both pregnant rats and fetuses. Tests for evaluation of antinociceptive
and anticonvulsant activity of HP extract were performed on adult F1 rats, which
showed an increase in both responses. Tests for evaluation of anxiolytic and
antidepressant activities of HP extract were performed on adult F1 rats, also resulting in
an increase in these effects. These results suggest that the administration of HP during
gestation caused changes in the neurodevelopment of brain regions related to the control

of pain, seizure, anxiety and depression in their offspring.

Key words: Hypericum perforatum, acute pain, convulsion, anxiety,

neurodevelopmental disorder, depression, cell reprogramming.
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1. INTRODUCAO

Os fitoterdpicos sédo utilizados ha séculos pela populagdo mundial para o
tratamento de uma grande variedade de enfermidades. Dentre as espécies
utilizadas como fitoterapicos, tem-se a espécie’ Hypericum perforatum que é
conhecida popular e comercialmente como erva de S&o Jodo ou hipérico. Ela
pertence a familia Hypericaceae, que pode ser encontrada sob a forma de
arvores ou arbustos, com distribuicdo ampla pelo planeta, em especial, no
hemisfério Norte (GREESON et al., 2001; LINDE, 2009). Dentre outros
componentes, o H. perforatum contém: naftodiantronas (hipericina),
fluroglucinois (hiperforina), biflavonoides, diferentes substancias presentes em
seus Oleos essenciais e procianidinas (BARNES, J. et al., 2001; MENNINI,
2004).

Alguns dos efeitos descritos para o H. perforatum sao: antidepressivo,
ansiolitico, antinociceptivo, anticonvulsivante (MULLER, 2003; VIEIRA et al.,
2013), além de ser usada no tratamento contra Ulcera péptica, mialgia,
queimadura, cefaleia, paralisia, tétano, insbnia, histeria; também possui a¢ao
hipoglicemiante, antiaterogénica e para o tratamento do alcoolismo e do
tabagismo (OZTURK, 1997; SHARPLEY et al., 1998; PANOCKA et al.,
2000; LAGGNER et al., 2007).

Classicamente, atua contra quadros depressivos que manifestam
episodios de leve a moderado e contra episodios de ansiedade, 0os quais se
tornam mais acentuados durante a gravidez (HOBAN et al., 2015). Essas

acOes acontecem através de diferentes mecanismos, como da inibicdo da

Como o termo Hypericum perforatum refere-se a espécie, 0o uso do artigo feminino faz-se necessario.
Contudo, devido ao uso popular e cientifico deste termo, nesta tese, a espécie sera precedida do artigo
masculino, sendo tratada como “o H. perforatum”.



recaptacdo de serotonina (5-HT), noradrenalina, dopamina, acido y -
aminobutirico (GABA) em diferentes regides cerebrais; além do aumento da
liberacéo destes neurotransmissores nas fendas sinapticas (SCHMIDT, 2015).

Segundo a Organiza¢do mundial de Saude, a depresséo serd a segunda
maior comorbidade mundial em 2020 (SCHMIDT, 2015). As mulheres sédo as
principais afetadas pela depresséo, as quais podem manifesta-la em diferentes
fases da vida, como no periodo gestacional (HOBAN et al., 2015). Cerca de
10% das gestantes apresentam depressdo gestacional (BENNETT et al.,
2004). Apesar de farmacos antidepressivos e ansioliticos poderem atravessar a
barreira placentaria e serem encontrados no liquido amniético (MOORE et al.,
2013), ndo ha relatos na literatura demonstrando que o mesmo acontece com 0
extrato de H. perforatum.

Acbes antidepressiva e ansiolitica do extrato hidroalcodlico de H.
perforatum foram demonstradas em ratas Wistar que receberam 144 mg/kg
durante toda a gestacao em até 10 e 60 dias apds o término do tratamento,
caracterizando eficiéncia e manutencdo dos efeitos desse extrato sobre o
sistema nervoso central (VIEIRA et al., 2013).

O efeito anticonvulsivante se deve a ativacdo de receptores para
opioides e para serotonina (5HT), mas principalmente pela ativacdo de
receptores para GABA localizados principalmente no hipocampo
(HOSSEINZADEH et al., 2005; IVETIC et al., 2011).

O efeito antinociceptivo decorre da ativacdo de receptores para GABA,
opioides, noradrenérgicos e serotoninérgicos tanto na regido periagueducal (no
mesencéfalo), quanto na medula espinhal. Além disso, o extrato de Hypericum

perforatum (EHP) também apresenta esta acdo ao inibir a liberacdo de



mediadores algicos associados ao quadro de inflamacéo (UCHIDA et al., 2008;
OZDEMIR et al., 2012).

A ANVISA preconiza que as formas comerciais usadas para o
tratamento destes distlrbios possuam 0,3% de hipericina (ANVISA, 2008). Tal
dosagem permite que esse fitoterdpico manifeste menos efeitos adversos do
que os farmacos antidepressivos classicos (BRATTSTROM, 2009). Ele possui
metabolizacdo hepatica e por este motivo é capaz de interagir com uma grande
diversidade de drogas: anticoagulantes, drogas anti-HIV, anti-inflamatorios,
contraceptivos e imunossupressores (RUSSO et al., 2014), as quais também
sdo metabolizadas através de isoformas das enzimas P450 (MULLER, 2003).
Além disso, possui excrecdo renal e pode ser encontrado no leite materno
(MULLER, 2003). Contudo, ndo é conhecida sua relacdo com a barreira
hematoencefélica fetal em formacdo, nem as consequéncias sobre a
neurogénese diante da exposicao a este extrato.

Dessa forma, o objetivo deste estudo foi investigar a passagem do
extrato hidroalcodlico de H. perforatum pelas barreiras placentaria e hemato-
encefalica fetal e seus provaveis efeitos antinociceptivo, anticonvulsivante,

ansiolitico e antidepressivo sobre os descendentes.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Hypericum perforatum

Hypericum perforatum (HP) (Figura 1), conhecido popularmente como
erva de Sao Jodo, hipérico ou milfurada, possui flores com coloracéo
amarelada e € uma erva nativa da Europa, oeste da Asia, Norte da Africa,
como também da América do norte e do Sul. O género Hypericum pertence a
familia Hypericaceae e contém aproximadamente 370 espécies descritas

(CECCHINI, 1980; PINTO, 1987; GREESON et al., 2001; LINDE, 2009).

Figura 1: Hypericum perforatum

HERBARIO SANT

SERVICIO XERAL DO HERBARIO
UNIVERSIDADE DE SANTIAGO DE COMPOSTELA

Nome: Hypericum perforatum (L.) subsp. perforatum

Provincia: A CORUNA. Concello: As Pontes

Localidade: Goente, cabeceira do Embalse do Eume.
Altitude (m s. m.): 330 Data: 07.07.94 UTM: 29TNJ8006

Ecoloxia: zona himida preto dunha fonte.

Legit & Determ.: F. Xabier Sofiora Gmez

PREFEITURA MUNICIPAL DE CURITIBA

MUSEU BOYAN? »‘)Nlﬁ‘lz 3 7

HERBARIO N°®

Fonte: http://reflora.jbrj.gov.br/reflora/geral/ExibeFiguraFSIUC/ExibeFiguraFSIUC.do?idFigura=17023381
acessado em 01/03/2017.

Essa familia possui arvores ou arbustos e apresentam glandulas
translicidas, vermelhas ou pretas, ricas em 06leos essenciais, 0S quais Sao
compostos por diversas substancias (Figura 2). Suas folhas sédo simples,
opostas, sem estipulas, possuem de quatro a cinco sépalas com estivacao
imbricada (sobrepbem-se umas as outras). As flores sdo hermafroditas,

actinomorficas (simetria radial). As pétalas (de quatro a cinco) sédo livres, com



prefloragdo contorcida (sobrepdem-se umas as outras). Os estames sao
poliadelfos (possuem filetes separados). O ovéario pode ser bi, tri ou penta-
locular e supero (localizado no centro do receptaculo), com placentacdo axial
(seus ovulos inseridos na borda). Os frutos sdo capsulas (secos deiscentes),
septicidas (abrem-se por fendas entre os septos), bagas ou drupas,
dependendo da espécie. Suas sementes nao séo ariladas e as quantidades de

seus componentes variam de acordo com a espécie (PINTO, 1987;

HAMMER, 2014).

Figura 2: Hypericum perforatum

PL6L. Millepertuis perfor¢. Hypericum perforatum |

Fonte:http://www.hear.org/pier/imagepages/singles/61_Hypericum_perforatum_L.htm acessado
em 01/03/2017

A palavra “Hypericum” € originada do grego e significa hiperativo (sobre),
enquanto “Eikon”, imagem, faz referéncia ao seu uso como uma planta que era
pendurada sobre quadros de deuses (icones) para manter o controle sobre

poderes de mal. A denotagao “perforatum” decorre da presenca de pequenas



glandulas de 6leo nas folhas que parecem perfuracdes (CECCHINI, 1980;
PINTO, 1987; GREESON et al., 2001; LINDE, 2009). A nomenclatura erva
de S&o Jodo faz referéncia a floracAo que ocorre proximo a data de

comemoracao de Sao Jodo (24 de Junho) (BARNES, J. et al., 2001).

Partes secas desta planta como caule, folhas e flores, proporcionam o
preparo de extratos, chas e o isolamento de Oleos. Fatores externos, tais como,
clima e estacdo do ano, interferem sobre a quantidade de componentes
guimicos encontrados na planta. De acordo com o processo industrial utilizado
para extracdo de seus componentes, as combinacBes que contém suas
preparacdes podem variar em qualidade e quantidade de produtos, sendo o

extrato alcodlico o mais encontrado na literatura (GREESON et al., 2001;

WILHELM et al., 2001; KUMAR, 2006; LINDE, 2009).

Em 1996, na Alemanha, onde seu uso € licenciado, o EHP foi o
fitoterapico mais utilizado no pais, sendo prescritos 131,5 milhdes de doses
diarias. Na maioria delas (50 — 80 %), foi utilizado extrato etandlico em
concentracfes de 500 — 1200 mg. Russia e Pol6nia sdo os paises que lideram
0 uso deste extrato. Porém, em parte da Europa e nos Estados Unidos, seu
extrato € utilizado como suplemento alimentar, o que dificulta acesso as
informacdes a respeito de sua utilizacdo popular (GREESON et al., 2001;
NEWPORT et al., 2001; KNUPPEL, 2004; LINDE, 2009).

Esse extrato também apresenta propriedades sedativa e antioxidante.
Preparacdes baseadas em o6leos podem ser usadas para tratamento contra
Ulceras pépticas, mialgias e queimaduras, cefaleia, paralisia, tétano e histeria

(OZTURK, 1997; SHARPLEY et al., 1998). Além disso, apresenta efeito



hipoglicemiante, antiaterogénico e € usado no tratamento de casos com abuso
de &lcool e de nicotina, em alguns casos, de insdnia (por aumentar a laténcia

para inicio do sono REM) (PANOCKA et al., 2000; LAGGNER et al., 2007;

UZBAY, 2008; LINDE, 2009).

Os principais componentes quimicos isolados desta espécie pertencem
a grupos lipofilicos e hidrofilicos de moléculas. No primeiro caso, tém-se:
naftodiantronas (hipericina e pseudohipericina); fluroglucinois (hiperforina e
adhiperforina); biflavonoides (biapigenina) e Oleos essenciais (terpenos e
alcoois). Alguns de seus componentes hidrofilicos s&o: procianidinas
(catequina e pro-catequina); fenois (vanilico, hidroxi-benzoico), flavonoides
(quercetina e rutina) e acidos (isovalerianico, nicotinico, palmitico, dentre

outros) (GREESON et al., 2001; KNUPPEL, 2004; LINDE, 2009).

Esta grande variedade de componentes pode atuar em conjunto
(sinergicamente), ou seja, cada um deles contribui parcialmente para
determinado efeito, como também individualmente. Isto faz com que esta
planta seja considerada de acdo polivalente quanto as suas atividades
biolégicas. Entretanto, quando alguns de seus principios ativos sao utilizados
isoladamente, podem néo ser observadas as mesmas acdes encontradas apos
a administracdo do extrato. Alguns componentes necessitam de ativacédo pela
luz, ao contrario de outros, o que também interfere nos efeitos do extrato,
enquanto que outros podem interferir sobre o grau de absorcéo e distribuicdo

de outros componentes do extrato (SARRIS et al., 2011; HAMMER, 2014).

Os principios ativos mais importantes do H. perforatum sao as

naftodiantronas (hipericina e pseudo-hipericina, iso-hipericina) e o0s



fluroglucinois (hiperforina e ad-hiperforina), relacionados a sua atividade
antidepressiva. Dependendo da fase do desenvolvimento da planta, a
concentracdo do primeiro grupo pode variar entre 0,03% a 0,3% do extrato
bruto e a concentracdo de hiperforina, entre 0% e 6%. Contudo, suas
concentracbes em preparagdes do extrato variam de acordo com o solvente,
sendo a hipericina extraida mais facilmente a partir de extratos que contenham

concentracdo maior ou igual a 50% de etanol ou metanol (LINDE, 2009;

HAMMER, 2014).

A hipericina (Figura 3A) é encontrada principalmente nas folhas e flores
da planta. Administrada isoladamente atinge concentracées nanomolares no
plasma, das quais 8 % a 40 % alcancam o cérebro (MENNINI, 2004). Seu pico
de concentracdo plasmatica € atingido entre 2 h a 2h 40 minutos e sua meia—

vida, entre 24 h e 26 h (BARNES, J. et al., 2001).

A hiperforina (Figura 3B) € mais encontrada em frutos verdes de
algumas espécies de Hypericum sp. Seu pico de concentracao plasmatica é

atingido entre 3h e 30 minutos e apresenta meia — vida de 9 h (BARNES, J. et

al., 2001; MEDINA et al., 2006).



Figura 3: A- Hipericina; B- Hiperforina.
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Fonte: (FRIEDLAND, 2015)

2. 1. 1. Uso terapéutico

2.1.1.1. Depressao

Classicamente, o EHP é usado como fitoterapico para o tratamento contra
depressao de leve a moderada, ansiedade e episédios de agitacao nervosa. Estima-
se que a depressao sera a segunda maior comorbidade em 2020, ficando atras dos
problemas cardiovasculares, 0 que causara um grande impacto socioecondmico a

populacdo mundial (SARRIS et al., 2011).

A depressao é um tipo de distarbio de humor com caracteristicas complexas e
sintomas variados como humor depressivo e anedonia; pode estar acompanhada de
ansiedade e falta de interesse em geral pelo aprendizado e por atividades praticas
do dia-a-dia (FAROOQ et al., 2017). Geralmente associada a ansiedade, a
fisiopatologia de ambas envolve anormalidades na neurotransmissdo de 5-HT,
GABA, noradrenalina e glutamato. Por isso, os inibidores de recaptacdo de 5-HT
e/ou de noradrenalina e os benzodiazepinicos sao os farmacos de escolha para seu

tratamento (SARRIS et al., 2011; MARRELLI et al., 2015). Medidas de ordem
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geral como atividade fisica regular e controle alimentar podem contribuir com a
melhoria da qualidade de vida do paciente, principalmente nos casos de depressao

maior (NAHAS, 2011).

Suas causas sao desconhecidas, apesar de muita pesquisa envolvida no
tema. Alguns estudos tentam associar a fisiopatologia da depressdo com uma
alteracéo no eixo hipotalamo - hipofise — adrenal, com momentos de maior e outros
de menor ativacdo deste eixo, em pacientes com depresséo grave (O'KEANE et al.,
2012). Contudo, suas causas sdo bastante complexas, com hipGteses que a
associam desde as alteragcbes no neurodesenvolvimento (neurogénese e
sinaptogénese) até aos fatores ambientais pés—natais (CAVIEDES et al., 2017).
Essas alteracdes somadas a liberacdo de citocinas pro-inflamatérias (interleucina-
1B) tem sido relacionadas com o desenvolvimento da depressédo, ao provocarem
aumento da producdo glutamato, neurotransmissor causador de estresse oxidativo,
0 que leva a degeneragdo neuronal comum em quadros depressivos (FAROOQ,

2017).

Cerca de 10 % das gestantes apresentam depressdo pOs-parto, mais
comumente com sintomas aparecendo entre 0 segundo e terceiro trimestre de
gestacdo (BENNETT et al., 2004). Apesar de suas causas serem, até certo ponto
desconhecidas, alguns estudos estdo relacionando o surgimento de sintomas
depressivos aos distlirbios endocrinos envolvendo estrogeno e progesterona
(BLOCH et al., 2003). Sua identificagdo precoce e tratamento sdo fundamentais
para prevenir a cronicidade desta patologia. Psicoterapia e uso de medicamentos
sao indicados para o tratamento durante este periodo, mas se deve atentar quanto

aos efeitos indesejados que podem surgir na gestante, na lactante e no proprio feto
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em desenvolvimento (TSCHUDIN, 2005). Os inibidores seletivos de recaptacdo de
serotonina sdo os psicofarmacos mais indicados para tratamento do que o0s
antidepressivos triciclicos (nestes casos), uma vez que apresentam pouco potencial
teratogénico. Porém, h& poucos registros na literatura de efeitos sobre os
descendentes nascidos de mées tratadas com esses grupos de medicamentos

durante a gestacédo (TSCHUDIN, 2005).
2.1.1.2. Mecanismo de acao do Hypericum perforatum

Estudos in vitro demonstraram a acdo do EHP através da inibicdo da enzima
metabolizadora monoaminoxidase (IMAO). Porém, isso ndo foi comprovado por
estudos in vivo. O efeito antidepressivo do H. perforatum € atribuido principalmente
aos metabolitos hipericina e hiperforina, mas principalmente ao uGltimo (MENNINI,

2004).

Os flavonoides, apesar de possuirem acéo antidepressiva e anti-inflamatoria,
assim como outros componentes do EHP, atuam como coadjuvantes nas
propriedades farmacologicas da hipericina e da hiperforina, tornando-os mais
biodisponiveis no plasma e interferindo sobre a distribuicdo de ambos para tecidos

especificos, como no sistema nervoso central (SNC) (SARRIS et al.,, 2011;

HAMMER, 2014).

As hiperforina e ad-hiperforina atuam pouco sobre a inibicdo da recaptacdo de
serotonina, dopamina, noradrenalina, GABA e glutamato. Especificamente, ligam-se
e ativam receptor tipo canal de cation de potencial transitério, membro 6 (TRPC6)
(do inglés, Transient Receptor Potential cation Channel Subfamily C member 6),

induzindo a entrada de calcio (Ca®") e sédio (Na*) na célula, o que causa liberacdo
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de neurotransmissores na fenda sinaptica, funcionando, portanto, como um agonista
indireto. Eles também atuam sobre a membrana externa da mitocondria,
promovendo a saida de cations (H*, Ca** e zZn") para o citoplasma, o que leva a
saida dos neurotransmissores de suas vesiculas para o citoplasma e a sua
consequente liberacédo para a fenda sinaptica. O TRPC6 é codificado pelo gene do
mesmo nome, cuja expressao esta sendo associada a depressao e a ansiedade em
humanos (LEUNER et al., 2007; BOURON, 2014; FRIEDLAND, 2015; ZENG et
al., 2016). A hiperforina liga-se fracamente aos receptores para dopamina (D) (in
vitro) e com alta afinidade aos receptores opioides e para serotonina (5-HT,),
dopamina (D2,D3,D4 e Ds), neuropeptideos Y; e Y,; sigma; e GABAA (MENNINI,

2004; SCHMIDT, 2015).

Isoladamente a hipericina ndo promove inibicdo das recaptacdes dos
neurotransmissores padrées mencionados, mas ativam receptores D3 no SNC, o que
ressalta sua importancia como principio psicoativo, uma vez que esta catecolamina
interfere no funcionamento de diversos tipos de neurdnios e células da neurdglia

(MULLER, 2003).

Estudos utilizando cultura de células PC-12 (linhagem celular derivada de
feocromocitoma) expostas ao EHP demonstraram efeito inibidor de apoptose,
induzida por peroxido de hidrogénio, como também sua participagdo no processo
antioxidativo em cultura de células nervosas (HUNT et al., 2001; BENEDI et al.,
2004; UZBAY et al., 2007; ZOU et al., 2010). Em ratos, o extrato apresentou efeito
protetor contra doenca inflamatdria do intestino, induzida por &cido sulfénico 2,4,6-
trinitrobenzeno (TNBS), provavelmente devido aos efeitos anti-inflamatérios e

antioxidantes (DOST et al., 2009).
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O Centro de lowa para Pesquisa em Suplementos Dietéticos Botanicos
demonstrou a ocorréncia de propriedades antivirais e anti-inflamatérias através da
inibicdo da sintese de prostaglandina E, (PGE;) pelo H. perforatum (BIRT et al.,
2009). Outros estudos também demonstraram a acao anti-inflamatoria deste extrato
em diferentes 6érgdos de roedores, a saber: pulmdes, péancreas e intestino
(BARNES, J. et al., 2001; GENOVESE et al., 2006; HU et al., 2006; DI PAOLA

et al., 2007; HAMMER et al., 2007).

A diversidade de substancias presentes nos componentes do EHP é
responsavel pelo surgimento de efeitos adversos: fotossensibilidade, distUrbios
gastrointestinais, reacfes cutaneas, hipersensibilidade em nervos sensoriais,
neuropatia em regides da pele expostas ao sol, alteracdes neurologicas e diminuicao

da mobilidade espermatica (SARRIS et al., 2011).

Ao ser administrado concomitantemente a outros farmacos, o EHP pode
diminuir suas concentracbes plasmaticas, apesar de também reduzir efeitos
adversos de outros medicamentos (Figura 4) (HU et al., 2005; SHIBAYAMA et al.,
2007; HOHMANN et al., 2015). Tais interac6es estéo relacionadas a variacdo nas
concentracdes de seus componentes, particularmente a hiperforina, uma vez que é
ativador da familia de enzimas metabolizadoras hepaticas P450 (CYP3A4, CYP1A2
e CYP2C9), aléem de inibidor de outras isoformas (CYP2D6, CYP2C9, CYP3A4,

CYP1A2 e CYP2C19) (MULLER, 2003; RUSSO et al., 2014).
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Figura 4: Mecanismos de acgéo do extrato de Hypericum perforatum
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2.2. Acao do extrato de H. perforatum sobre o sistema nervoso central

O EHP possui acdo sobre varios neurotransmissores no SNC, onde atua
inibindo a recaptacdo de noradrenalina, serotonina, dopamina, GABA e L-glutamato
e como agonista indireto destes neurotransmissores. Além disso, atua como

agonista direto de receptores opioides (MULLER, 2003; SCHMIDT, 2015).

Estudos realizados em ratos evidenciaram que seu tratamento com EHP
resultou no aumento das concentracdes de noradrenalina nos neurénios localizados
no nucleo accubens e nucleo estriado, apesar de ndo se saber se este efeito ocorreu

devido a inibicdo da recaptacdo destes neurotransmissores ou se foi resultante de

mecanismos indiretos, como aumento de sua sintese e/ou secre¢cdo ou diminui¢do
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de sua degradacdo (MENNINI, 2004). Contudo, a maior disponibilidade de
noradrenalina na fenda sinaptica permite que estes neurotransmissores liguem-se
aos seus diferentes tipos de receptores (a1, e Bi123), 0S quais pertencem a familia
dos receptores acoplados a proteina G (RAPG) a;: PTNGq (ativagéo da fosfolipase
C); az: PTNGi (inibicho da adenilatocliclase); Bi: PTNGs (ativacdo da
adenilatociclase); B.. PTNGs (ativacdo da adenilatociclase); B3.PTNGs (ativacdo da

adenilatociclase) (BRUNTON et al., 2012). Tais mecanismos estdo relacionados

aos efeitos antinociceptivo, ansiolitico e antidepressivo do EHP (MULLER, 2003).

A serotonina (5-hidroxitriptamina - 5-HT) desencadeia seus efeitos a partir da
ligacdo a uma grande variedade de tipos e subtipos de receptores (quatro tipos e 14
subtipos), todos RAPG (exceto o 5HT3; — canal ibnico), e tem sua concentracéo
aumentada por acao da hiperforina, principalmente no ndcleo coeruleus de ratos e
nos nuacleos da rafe (MENNINI, 2004). Estes mecanismos também estdo
relacionados aos efeitos antinociceptivo, ansiolitico e antidepressivo do EHP

(MULLER, 2003).

O GABA liga-se a receptores dos tipos canais idnicos que permitem a entrada
de cloreto (CI), responsavel por hiperpolarizar a célula neuronal. Possui sua
concentracdo na fenda sinaptica regulada por transportadores pré- e pés-sinapticos
distribuidos por diferentes regibes do SNC. O EHP promove a ativacdo desses
canais e transportadores, que participam da manutencao de efeitos antinociceptivos

e anticonvulsivantes (RANG et al., 2007; BRUNTON, 2012; BONIN, 2013).

O EHP promove ativacdo direta de receptores opioides, principalmente
através da hiperforina, os quais podem ser encontrados em diferentes regides do

encéfalo (nucleo do trato solitario, areas limbicas, hipofise e tronco-cerebral) e
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medula espinhal, além de outros orgaos: ilhotas pancreéticas, vasos sanguineos,
coracdo e pulmdo (GALEOTTI et al.,, 2010a; HOSSEINI et al., 2011). Existem
diferentes tipos de receptores: mi (), kappa (k) e delta (8), os quais também
pertencem a familia dos receptores acoplados a proteina G (RAPG). A associacao
dos ligantes aos respectivos receptores, todos do tipo Gi/Gp, desencadeia 0s
seguintes eventos intracelulares: inibicdo da adenililato ciclase, diminuicdo da
abertura de canais de Ca®" sensiveis a voltagem, abertura de canais de potéssio
(K") e ativacéo das fosfolipase C e fosfoquinase C (RANG et al., 2007; BRUNTON,
2012). Tais mecanismos estéo relacionados ao efeito antinociceptivo promovido pelo

EHP (MULLER, 2003).

A exposicdo continua das células a esses e outros neurotransmissores as
leva a um estado de refratariedade funcional conhecido como hiporregulacéo
(dessensibilizacdo ou taquifilaxia), o qual se manifesta através da inacessibilidade
temporaria do receptor ao agonista (pela inibicdo enzimatica de vias de sinalizacédo
intracelular) ou por meio da diminuicdo do numero de receptores (down-regulation)
(RANG et al.,, 2007; BRUNTON, 2012). O EHP causa alteragbes em certos
neurdnios, tais como: diminuicdo do numero de receptores (B-adrenérgicos e de 5-
HT.a (cOrtex frontal) e aumento da densidade de receptores 5-HT1a. Tais alteracdes
sdo dependentes de fatores como dose, tempo de tratamento e area do cérebro

analisada, os quais, consequentemente, interferem nos efeitos do extrato (LIANG et

al., 2007).
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2.2.1. Extrato de H. perforatum e atividade antinociceptiva

Independentemente do seu mecanismo de agao, a dor possui importancia
evolutiva por alertar o organismo para situacdes de estresse (UCHIDA et al., 2008).

O estimulo doloroso € captado por nociceptores que estdo conectados a
fibras aferentes nociceptivas, as quais possuem um limiar alto para excitacdo e
podem ser estimuladas mecanica, térmica, ou quimicamente. Cerca de 80% delas
(nos humanos) séo fibras do tipo C, desmielinizadas (com baixa velocidade de
conducdo do impulso); o restante corresponde as fibras mielinizadas, denominadas
Ad (A-delta) que conduzem o impulso bem mais rapidamente. Ambas respondem a
estimulos periféricos semelhantes (Figura 5-A). Experimentos em humanos
mostraram que fibras C causam dor sob forma de queimacao difusa, enquanto fibras

Ad causam sensacdo de dor aguda e bem localizada na pele (BRANDAO, 2004;

RANG et al., 2007; CORTEZ, 2008; SILVA, 2010; BRUNTON, 2012).

Disturbios do SNC (acidente vascular cerebral e esclerose mdltipla) ou
afeccbes associadas as lesdes de nervos periféricos (traumas mecanicos,
neuropatia diabética ou infecgcbes por Herpes zoster) caracterizam a chamada dor
neuropatica. Seus mecanismos, apesar de ainda pouco conhecidos, estdo
relacionados com redistribuicdo de canais de Na® sensiveis a voltagem e até a
expressdo de receptores para noradrenalina (BRANDAO, 2004; RANG et al.,
2007; CORTEZ, 2008; SILVA, 2010; BRUNTON, 2012). Dentre os principais
sistemas envolvidos na percepcdo e geragdo dos estimulos da dor neuropatica,
estdo os receptores ligados a diferentes canais i6nicos: sensiveis aos acidos (acido
vanilico); ao ATP (receptores P2x); a capsaicina (protons); a temperatura e as

cininas (bradicinina e calicreina), cuja acdo é potencializada por prostaglandinas
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(PG) e leucotrienos (LT). Além disso, participam deste processo, receptores
excitatorios e inibitorios associados a proteina G (RAPG), fatores de crescimento,

dentre outros (BRANDAO, 2004; RANG et al., 2007; CORTEZ, 2008; SILVA,

2010; BRUNTON, 2012).

A dor inflamatéria € gerada a partir de autacoides sintetizados de novo
(prostaglandinas, leucotrienos, histamina, serotonina, 6xido nitrico e bradicinina) e
pode ser controlada através da inibicdo de enzimas envolvidas com sua sintese

(BRUNTON, 2012).

Dois neurotransmissores importantes que interferem sobre a via de
transmissdo da dor compreendem a 5-HT e as encefalinas (opioides), as quais
atuam direta ou indiretamente ao inibir a descarga de neurdnios espinotalamicos.
Esta via € um importante local de acdo dos analgésicos opioides (Figura 5-B)

(BRANDAO, 2004; RANG et al., 2007; CORTEZ, 2008; SILVA, 2010;

BRUNTON, 2012).

Pesquisas estdo sendo realizadas com o intuito de encontrarem substancias
que apresentem atividades analgésicas associadas ao minimo de efeitos adversos.
Neste contexto, destacam-se produtos naturais na forma de extratos preparados a
partir de partes aéreas, raizes ou cascas de plantas, e de seus compostos isolados,
como o extrato etanoico da casca da semente de Dioclea grandiflora, que exibe
atividade antinociceptiva em camundongos, além de diferentes tipos de extratos de

H. perforatum (SA et al., 2010)

Estudos indicam que extratos etanolicos e metandlicos de H. perforatum

apresentam acgao antinociceptiva central (por inibicdo da via neurogénica) e/ou
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periférica (através da inibicdo da via inflamatoéria) (Figura 5C). Entretanto, devido a
variedade biolégica dos modelos animais utilizados na pesquisa, assim como aos
diferentes componentes dessa planta, os resultados relacionados ao seu mecanismo

de acdo sdo controversos e merecem ser esclarecidos (BUKHARI et al., 2004).

Figura 5: Esquema da via de transmissao nociceptiva e seus mecanismos de
controle
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A) Via de transmisséo do estimulo doloroso até o cortex cerebral; B) Via de controle
da dor através da liberacdo de encefalinas e serotonina no SNC; C) Mecanismo de

acao antinociceptiva do H. perforatum.

Quando administrado por via intraperitoneal (i.p.) (30-100 mg/kg), foi
observado que o EHP induz efeito analgésico em 75% de camundongos albinos

submetidos ao teste de contor¢cbes abdominais, efeito duas vezes maior que o0
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ibuprofeno- AINE. Outro experimento demonstrou atividade antinociceptiva do
extrato dessa planta em ratos submetidos aos testes de excitacéo elétrica e da placa

quente (ABDEL-SALAM, 2005).

No teste de edema de pata, foi evidenciado que o tratamento oral de ratos
com extrato metandlico de H. perforatum (100-1000 mg/kg) aumentou
significativamente a laténcia para a primeira lambida da pata (primeira fase do teste,
gue caracteriza dor neurogénica) e as reacdes caracteristicas da segunda fase. Foi
também observado que o mesmo tipo de extrato apresenta acao sinérgica ao efeito
da morfina (0,3 mg/kg, s.c., controle positivo), sem alterar os niveis plasmaticos e

cerebrais deste opioide (BUKHARI et al., 2004; UCHIDA et al., 2008).

Dentre os componentes isolados do extrato etandlico de H. perforatum: rutina,
hiperforina, hipericina e pseudo-hipericina possuem agdo antinociceptiva em
roedores. Tais efeitos estdo relacionados ao aumento da disponibilidade de
noradrenalina e de 5-HT nas fendas sinapticas e com a ativacao da via GABAérgica.
A hipericina é fundamental para inducdo antinociceptiva por estimulo térmico e
qguimico, cuja acdo é mediada pela inibicdo da atividade das isoformas y e € da
proteina quinase C (PKC) sobre a area periaqueducal cinzenta, através de sua
desfosforilacdo. A hiperforina exerce sua agdo antinociceptiva através da interacdo
com receptores opioides no SNC, como evidenciado em estudos com roedores

(camundongos e ratos), além de diminuir a expressdo da PKC (GALEOTTI et al.,

2010a; 2010b).

Similarmente, o extrato hidroetandlico de partes aéreas (caules e folhas) de
H. perforatum apresenta efeito mediado por ativacdo destes mesmos tipos de

receptores em ratos, uma vez que o numero de contorcbes abdominais induzidas
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pelo acido acético foi reduzido de forma dose-dependente apds a administracado do
extrato, de maneira semelhante ao efeito causado pela naloxana (0.5 mg/kg;
antagonista opioide) (SUBHAN et al., 2007). Os mesmos mecanismos também
estdo relacionados a antinocicepcdo de outras espécies de Hypericum (H.

caprifoliatum e H. polyanthemum e H. braziliense) (VIANA et al., 2003; PERAZZO

et al., 2008).

Outros possiveis mecanismos antinociceptivos envolvidos na acdo do EHP
sdo aqueles relacionados com inibicdo de canais de Na*, Ca®*, substancia P,

cicloxigenases (COX-1, COX-2) e lipoxigenase (LOX-5) (SIMMEN et al., 2001;

PERAZZO et al., 2008; CAN et al., 2011).

Assim, os extratos de H. perforatum podem apresentar efeito antinociceptivo
através da atuacao central por diferentes vias, incluindo aumento da producdo de
oxido nitrico, estimulo de receptores para opioides, inibicdo da recaptacdo de
noradrenalina e 5-HT, aumento do efeito GABAérgico, diminuicdo da liberacdo de

mediadores inflamatorios, dentre outros.
2.2.2. Extrato de H. perforatum e a atividade anticonvulsivante

Os episodios convulsivos compreendem o principal evento na epilepsia. Eles
resultam de uma descarga periodica de impulsos nervosos de alta frequéncia em
grupos de neurdnios no cérebro, geralmente partindo do hipocampo. Como a
convulsdo surge a partir da excitacdo de certos grupos de neurdnios, 0s principais
neurotransmissores envolvidos sdo aqueles que diminuem o limiar de excitagéo,
tornando-o mais préximo do potencial de a¢do, como o glutamato; ou aqueles que

causam ativacéo de diferentes tipos de receptores ligados aos canais de Na* e Ca**.
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Do mesmo modo, a inibicdo da hiperpolarizacdo neuronal causada pela entrada de
CI" resultante da ativacdo de receptores GABAérgicos também pode facilitar o

alcance do potencial de acéo (Figura 6 A-C) (BRANDAO, 2004; RANG et al., 2007;

SILVA, 2010; BRUNTON, 2012).

Figura 6. Estimulos relacionados a propagacao de impulsos convulsivantes

(D) ACAD DO Hypericum perforatum

( pios )({pw

{C} PROPAGACRD DE IMPLILSDS

MNeurotransmissores
excitatorios

(Na®, Ca®, glummato)

Meurotransmissores
inibitatios

(GABA)

(A) ATIVACAO EXCITATORIA [E} IMPULSOS REPETITIVOS o
REPETITIVOS {HIPDCAMPO|

(A) Aumento da liberacdo de neurotransmissores (NT) excitatérios (Na*, Ca*,
glutamato e estimulo elétrico) e/ou diminuicdo da liberacdo de neurotransmissores
inibitérios (GABA e glutamina) causam diminuicdo do limiar de excitacdo nos
neurbnios pos-sinapticos (B). O aumento da frequéncia nestes disparos geram
episoédios convulsivos recorrentes que geralmente partem do hipocampo (C). (D) O
H. perforatum aumenta o limiar de excitagdo, o que diminui a propagacao de

impulsos que geram episodios convulsivantes.

A acdo anticonvulsivante de fracbes polares (etandlico — 1 ml/kg do peso
corporal, i.m.) do extrato de H. perforatum demonstrou-se mais intensa do que

fracbes menos polares (butandlico) sobre chinchilas estimuladas por eletrodos
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implantados em regifes corticais e no hipocampo (IVETIC et al., 2002).
Similarmente, o extrato hidroalcoolico de H. perforatum pode manifestar esse efeito
por diferentes mecanismos (Figura 6D): inibicdo da abertura de canais de Na*, Ca®*
e glutamato (IVETIC et al., 2011), como também, pela promogédo da abertura de
canais de CI" (IVETIC et al., 2011), o que hiperpolariza a célula neuronal e atrasa a
propagacdo do impulso. O extrato alcodlico administrado em doses de 25, 50, 100 e
200 mg/kg (i.p.) reduziu os episddios de convulsdes estimulados por picrotoxina, um
antagonista GABAérgico em camundongos (IVETIC et al., 2002). Tanto a geragao
de episddios convulsivos estimulados por pentilenotetrazol (PTZ; 0,1-1,0 mg/kg, i.p.)
em camundongos, como por estimulacdo elétrica no hipocampo de lagomorfos,
foram controladas por acdo do EHP. Este controle pode ser observado através do
aumento do tempo de laténcia para inicio dos episédios epiléticos, diminuicdo da
duracdo dos mesmos, como também do niamero de morte de roedores e lagomorfos

(HOSSEINZADEH et al., 2005; ETEMAD et al., 2011; IVETIC et al., 2011).

2.3. Extrato de H. perforatum e o desenvolvimento embrionario

Episodios convulsivos, doencas neurodegenerativas, ansiedade, depresséao e
outras neuropatologias sdo mais frequentes em mulheres do que em homens e
podem surgir em qualquer fase de suas vidas: infancia, adolescéncia, gestacional,

menopausa, dentre outras (MANSON, 2010; HOBAN et al., 2015).

Centenas de extratos de plantas e de psicofarmacos séo utilizados para
tratamento de distarbios do SNC, inclusive durante a gravidez e no periodo perinatal.
Contudo, seu uso deve ser feito com cautela, uma vez que a escolha do

psicofarmaco para uma gestante deve levar em consideragcdo o0 risco de ela
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desenvolver desordem psiquiatrica causada pelo proprio farmaco/planta, como
também o surgimento de complicacbes morfofisiolégicas fetais durante a

embriogénese e, até mesmo, no periodo pés-natal (DESAI et al., 2009).

Estudos in vitro demostraram que a hiperforina e a hipericina presentes em
células da placenta (JEG-3 cell line) expostas ao EHP causam alteracbes no seu
funcionamento devido ao aumento na concentracéo intracelular de Ca®*. Contudo,
estudos in vitro com células trofoblasticas demonstraram que o EHP ndo causou
alteracdes na producdo de gonadotrofina coriénica (hCG) e que de acordo com o

periodo de incubacdo, podem (ou n&do) apresentar aumento do Ca®* intracelular

(CONCEICAO et al., 2010).

O metabolismo de moléculas que passam pela membrana placentéaria (e pelo
figado) ocorre a partir de véarias enzimas, dentre elas a glutationa S transferase
(GST). Estudos in vitro demonstraram que a hipericina é capaz de inibir a GST e,
portanto, comprometer sua funcdo, com possiveis efeitos deletérios acentuados

sobre o funcionamento do figado fetal (DALMIZRAK et al., 2012).

Assim, a elevacdo dos niveis intracelulares de Ca®* em células placentarias,
bem como alteracdes de suas enzimas, € um ponto que merece atencdo, pois pode
alterar diretamente o funcionamento de suas células, alterando consequentemente o
transporte de moléculas ou bloqueando outras. Ao atravessar a placenta, moléculas
gue chegam a circulacao fetal séo transportadas pela veia umbilical até o coracéo do
feto e conduzidas até células dos diferentes tecidos em formacdo, como o tecido

nervoso (MOORE, 2013).
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Este tecido pode ser alvo da distribuicdo de certos farmacos e fitofarmacos.
Contudo, o0 acesso a ele é regulado pela barreira hematoencefalica, que comeca a
ser formada a partir da vascularizacdo do tubo neural e das cristas neurais, seguida

por estimulos paracrinos provenientes de astrécitos locais (MOORE, 2013).

Além da via placentaria, o embrido/feto também pode ter contato com
antidepressivos (fluvoxamina, sertralina e venlafaxina) e fitofarmacos através do
liguido amnidtico, como também por varias outras vias: gastrointestinal; pela
degluticdo do proprio liguido amnidtico, e pela absorcdo pulmonar fetal, dentre
outros. Outro fator relevante que contribui com a exposicéo fetal a um medicamento
corresponde ao grau de vascularizacdo e ao fluxo sanguineo da placenta fetal e
materna, uma vez que influem sobre a taxa de trocas de moléculas (MOORE,

2013).

O EHP possui ampla utlizacdo por gestantes devido a sua acgao
antidepressiva e, sobretudo, devido ao seu facil acesso pela populag¢édo. Entretanto,
0 conhecimento a respeito de sua seguranca, eficacia e toxicidade sobre a gestante
e sobre o embrido/feto € pequeno o suficiente, para que sua administracao durante
este periodo ndo seja recomendada pela ANVISA que o categoriza como

pertencente a classe de risco C (ANVISA, 2008).

Estudos mostraram que o EHP ndo causaram modificagcbes nos parametros
de normalidade para fetos humanos e de roedores. A ingestdo do EHP durante a
gravidez ndao causou malformacdes fetais, nem variacbes nas taxas de nascimentos
prematuros, nativivos, nem de natimortos em humanos (MORETTI et al., 2009).
Alguns resultados evidenciaram auséncia de toxicidade do EHP relacionada a

diferenciacdo do trofoblasto em ratos (NEWPORT et al., 2001). Do mesmo modo,
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ratas tratadas com EHP (6 mg/kg ou 36 mg/kg), por via intragastrica, durante os dias
05, 06 e 07 pos-inseminacdo ndao manifestaram sinais de toxicidade materna ou
embrionaria, uma vez que sua administracdo nao interferiu na implantacdo do
blastocisto. Ratas prenhes, fetos e recém — nascidos expostos a dose de 36 mg/kg
durante a organogénese (entre os dias 9 e 15 pds inseminacdo) ndo manifestaram
toxicidade, nem interferéncia no desenvolvimento e na sobrevivéncia dos ultimos
(BORGES et al., 2005a; b). Ratas Sprague-Dawley expostas a dietas com 0, 180,
900, 1800 ou 4500 ppm do EHP, entre o terceiro dia de gestacdo até o vigésimo
primeiro ap0s 0 nascimento, tiveram paradmetros fisiologicos, fisicos e neuro-
comportamentais das gestantes e da prole avaliados e normais (CADA et al., 2001).
A auséncia de alteracbes morfofuncionais foi também demonstrada em fémeas de
camundongos prenhes que receberam o extrato, assim como em sua prole. N&o
houve modificacdo no crescimento, maturacédo fisica e reprodutiva, nem em certas
tarefas cognitivas da prole (RAYBURN et al., 2001; VIEIRA et al., 2013). Filhotes
originados de ratas prenhes tratadas com EHP durante a gestacao (36, 72 e 144
mg/kg) ndo manifestaram alteragbes no seu desenvolvimento fisico, reflexologico

nem relacionados a memoria (dados ndo publicados).

A hiperforina, um dos principais componentes do EHP, sob niveis prescritos
pela ANVISA, ndo apresentam efeitos embriotoxicos in vitro. Porém, sob alta
concentracdo, causou reducdo no crescimento celular de células-tronco
embrionérias, direcionou sua diferenciacdo preferencialmente a cardiomidcitos e

inibiu sua diferenciacdo em linhagens mesodérmicas e endodérmicas (NAKAMURA

et al., 2013).
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Contudo, a administracéo oral (duas doses diarias de 100 mg/kg) do extrato
em ratas, durante o periodo pré- e pds-natal (de 2 semanas antes do acasalamento
a 21 dias depois do parto) causou danos morfolégicos tanto nos rins, quanto no

figado dos recém nascidos (GREGORETTI et al., 2004).

Dada a ampla utilizacdo do EHP por gestantes, a possibilidade de sua
passagem pelas barreiras placentaria e hematoencefalica fetal, além das
modificacdes comportamentais do tipo antidepressiva e ansiolitica observadas nas
maes tratadas como em sua prole (F1), torna-se relevante avaliar se estes e outros

efeitos também sao observaveis em crias de mées tratadas com EHP.

Portanto, o presente estudo avaliou se crias provenientes de ratas Wistar
tratadas com EHP durante toda a gestacéo apresentaram indicacdo de aumento de
atividade antinociceptiva, anticonvulsivante, ansiolitica e antidepressiva na vida
adulta. Com tais estudos pretende-se ampliar as informacdes sobre riscos e
beneficios do uso de EHP durante a gestacdo e fomentar discussfes sobre o uso de

fitofarmacos durante este periodo de vida da mulher.



28

3. HIPOTESE

O extrato de H. perforatum administrado em ratas durante a gestacao
potencializa os efeitos antinociceptivo, anticonvulsivante, ansiolitico e antidepressivo

de seus descendentes (F1) adultos.

4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo Geral

Investigar possiveis efeitos antinociceptivo e anticonvulsivante em
descendentes (F1) fémeas originadas de ratas prenhes tratadas com extrato de H.
perforatum durante a gestacdo; e comprovar possiveis efeitos ansiolitico e

antidepressivo nos descendentes (F1) machos.

4.2. Objetivos Especificos

1. Demonstrar a passagem do extrato hidroalcodlico de H. perforatum pela

barreira placentéaria e pela barreira hematoencefalica fetal.

2. Investigar possiveis alteracdes nas respostas aos diferentes estimulos
algicos (fisicos e quimicos) em ratas (F1) adultas, cujas maes foram tratadas com o

extrato hidroalcodlico de H. perforatum durante a gestacéo.

3. Investigar possiveis alteragcdes nas respostas aos diferentes agentes
convulsivantes (fisicos e quimicos) em ratas (F1) adultas, cujas mées foram tratadas

com o extrato hidroalcodlico de H. perforatum durante a gestacao.
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4. Comprovar possiveis alteracfes nas respostas ansiolitica e antidepressiva
em ratos (F1) adultos, cujas maes foram tratadas com o extrato hidroalcodlico de H.

perforatum durante a gestacao.
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5. MATERIAL E METODOS
5.1. Animais e alojamento

Os procedimentos experimentais deste projeto foram aprovados pelo Comité
de Etica Para Uso de Animais (CEUA/UFJF): 063/2013.

Os experimentos foram realizados em ratas Wistar (Rattus norvegicus) de 90
dias de idade, pesando entre 200 g a 350 g, nascidos de maes tratadas com EHP
durante a gestacdo. Todos os animais foram provenientes do Biotério do Centro de
Biologia da Reproducédo (CBR) da Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF)
(CIAPE 01.0048.2013).

As ratas foram alojadas em gaiolas de polietileno (30 x 14 x 16 cm), dentro de
armarios climatizados (Alesco™) com fluxo de ar controlado e foram mantidas sob
condicBes monitoradas de temperatura equivalente a 23 + 2° C, com livre acesso a
racdo tipo pellets (Nuvilab®) e &gua. Os animais foram mantidos em ciclo
claro/escuro de 12 horas, sendo a fase clara de 6h as 18h e a fase escura de 18h as
6h.

As ratas dos diferentes grupos (controle e tratados descritos posteriormente)
foram separadas em gaiolas individuais dois dias antes da data provavel do parto.
As crias F1 foram amamentadas até o 21° dia de vida e, posteriormente as fémeas
(F1) foram separadas dos machos e conforme o grupo experimental. As fémeas F1
foram destinadas aos experimentos de avaliagcdo antinociceptiva e anticonvulsivante,
enquanto os machos, para experimentos de avaliagdo ansiolitica e antidepressiva do
EHP.

Foram colocados cinco animais em cada gaiola. Na sala de experimentacgéao,
as ratas foram mantidas em suas gaiolas individuais, com pelo menos 60 minutos de

antecedéncia da execugdo dos testes, visando minimizar as possiveis alteraces
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comportamentais do animal. Os mesmos foram privados de agua e racdo 60 minutos

antes dos testes (ALMEIDA, 2006).

5.2. Tratamento com extrato de H. perforatum

O extrato hidroalcodlico seco, contendo 0,3% de hipericina foi preparado pela
Mbpharma manipulagdes - Lote 10124778.

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2008) recomenda que a
dose do EHP em humanos corresponda a ingestdo de 600 a 900 mg do extrato
padronizado em 0,3% de hipericina ao dia (ANVISA, 2008; RODRIGUES et al.,
2006). Com base na area da superficie corporal, a dose minima para ratas seria 36
mg/kg (GREGORETTI et al., 2004).

Os animais foram separados nos seguintes grupos experimentais: Controle:
Ratas prenhes receberam agua destilada durante todo o periodo de gestacéo;
Tratados: Ratas prenhes foram agrupadas em: Tratado 1- 36 mg/kg; Tratado 2 — 72
mg/kg, e Tratado 3 — 144 mg/kg de extrato seco de H. perforatum, por via
intragastrica (Figura 7), durante os 21 dias de gestacao.

Figura 7: Administracdo de extrato de H. perforatum (ou agua destilada)

Fonte: Arquivo pessoal
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Aos 90 dias de vida, as ratas em fase de diestro, periodo com menor
concentracdo plasmatica de estrogeno, foram selecionadas para minimizar a
possivel interferéncia hormonal sobre respostas antinociceptivas (STOFFEL et al.,
2003). Posteriormente, os animais foram eutanasiados com o relaxante muscular
xilasina (2% - Kensol?), associado ao anestésico ketamina (5% - Vetanarcol®)

(COUNCIL, 2011; ANVISA, 2012), via i.p., seguido de ruptura do diafragma.

5.3. Ensaio de biodistribuicdo do extrato de H. perforatum

O sistema de imagem in vivo (IVIS) foi empregado para visualizar a
biodistribuicdo (quantificacdo da intensidade de fluorescéncia) do EHP em fémeas
gravidas e em seus respectivos fetos. Diferentemente do procedimento experimental
mencionado anteriormente, administrou-se diariamente, por gavagem, &agua
destilada aos animais controle (C) e EHP com doses de 36 mg/kg (T1), 72 mg/kg
(T2) e 144 mg/kg (T3) as fémeas gravidas a partir do dia 18 a 21 da gestacdo. Cada
grupo experimental consistiu em quatro fémeas (n = 4) e ap0s cesariana, trés
filhotes foram selecionados aleatoriamente (n = 12 descendentes por grupo). Trés
horas apds o ultimo tratamento, as fémeas foram eutanasiadas com solucdo de
ketamina (90 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg) seguida de coleta de sangue por puncao
cardiaca (WOLFENSOHN, 1994). As maes foram submetidas a laparotomia para
remocao de gordura retroperitoneal, rim, coracdo, figado, baco, pulméo, cérebro e
placenta. Nos fetos, o figado e o cérebro foram dissecados. Os tecidos e 6rgaos
isolados foram entdo lavados em solucédo salina e imediatamente fotografados em
IVIS Kodak Image Station 4000 MM PRO (Carestream Health Inc., Rochester, EUA)
equipado com camara CCD (dispositivo de carga acoplada) (Figura 13). Para a

imagem de fluorescéncia, a maquina foi configurada para excitacdo de 610 nm,
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filtros de emissao de 700 nm, exposicdo de 3 min e “binning” (para redugao do
namero de pixels das imagens para melhor deteccdo da fluorescéncia) de 2 x 2.

As imagens adquiridas (intensidade média de cada amostra) foram analisadas
com a aplicacdo Carestream MI Application versdo 5.0.2.30E e, posteriormente,
usadas para comparacdo com animais do grupo controle, que apresentaram valores

normais de fluorescéncia =1 (au = 1).

Figura 8: Aparelho KODAK in-Vivo Imaging System FX Pro para avaliagdo da

biodistribuicdo do extrato hidro-alcodlico de H. perforatum

Fonte: Arquivo pessoal

5.4. Avaliagéo da atividade antinociceptiva

5.4.1. Teste da placa quente (hot plate)

Este teste foi descrito inicialmente por Woolfe e Macdonald (1974) para
analise de substancias analgésicas que possuem acao sobre o SNC, uma vez que

aumentam a laténcia para levantar ou lamber as patas (WOOLFE, 1944). Ele faz
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uso da temperatura como estimulo fisico, a qual ativa receptores vaniloides
nociceptivos a partir dos 43 °C em fibras nervosas C e Ad (SILVA et al., 2013).

As ratas (F1) dos grupos controle e tratados (T1, T2 e T3) foram colocadas
individualmente sobre a placa quente (LE 7406, Panlab®), aquecida at¢ a
temperatura de 55 + 1° C. (Figura 8). O aumento da laténcia (em segundos),
caracterizada como o tempo decorrido até o aparecimento de uma primeira reagao
para o estimulo térmico (lambida de uma das patas), foi registrado como indice de
antinocicepgéo ao estimulo fisico. O tempo méximo de avaliacdo foi fixado em 30
segundos (laténcia méxima) para minimizar os danos as patas dos animais
(KUMAR et al., 2001; ABDEL-SALAM, 2005; ALMEIDA, 2006).

Figura 9: Teste da placa quente (hot plate)

Fonte: Arquivo pessoal

5.4.2. Teste das contor¢cBes abdominais induzidas pelo acido acético
Trata-se de um modelo de dor visceral quimica, induzida pela injecdo de

acido acético glacial, pela via intraperitoneal (i.p.), que consiste na contracdo da
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musculatura abdominal seguida pela rotacdo do quadril e alongamento do corpo e
dos membros posteriores. O acido age diretamente sobre o fluido do periténio,
provocando a liberacdo de mediadores endogenos inflamatérios, como
prostaglandinas E, (PGE;) e I, (PGIl,), dentre outros e, desta forma, sensibiliza as
terminacdes nervosas da regido. As ratas (F1) dos grupos controle e tratados (T1,
T2 e T3) receberam 10 ml/kg (i.p) de 0.8% &cido acético (solucéo de v/v), exceto o
grupo controle que recebeu o mesmo volume de agua destilada (10 mi/kg). Cinco
minutos apds a administracdo do acido acético, as ratas foram colocadas em caixas
individuais, sendo observado o numero de contor¢des abdominais durante 15
minutos. A atividade antinociceptiva foi expressa como a reducdo do numero de

contor¢cdes (KUMAR et al., 2001; ABDEL-SALAM, 2005; ALMEIDA, 2006).

5.4.3. Teste do edema de pata

Consiste na inducdo de nocicepg¢do causada por estimulacdo quimica através
da injecdo de 50 pL de 2.5% solucao de formalina (0.92% formaldeido) sob a pele
da superficie plantar da pata traseira direita. Ele foi descrito por Dubuisson e Dennis
(1977), utilizando modelos animais de ratos e gatos (DUBUISSON, 1977).

Apos a injecao de formalina, as ratas (F1) dos grupos controle e tratados (T1,
T2 e T3) foram colocados em ambientes de vidro com espelho nas laterais para
proporcionar uma visdo completa do comportamento dos animais. Os episédios de
suspensao da pata traseira, que recebeu injecdo com formalina (Figura 9) foram
monitorados e interpretados como resposta a nocicepcdo (ALMEIDA, 2006). Dois
periodos foram considerados: o primeiro, conhecido como inicial (ou de primeira
fase) refere-se a fase de estimulacdo neurogénica da dor, que comeca

imediatamente apds a injecdo de formalina e perdura por cinco minutos, por
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estimulacdo das fibras nervosas nociceptivas aferentes C e Ad, mediante liberagao
de aminoacidos excitatérios, 6xido nitrico e substancia P. O segundo, conhecido
como fase tardia (ou segunda fase), faz referéncia a dor inflamatéria e acontece
entre 15 e 30 minutos apds a injecdo de formalina e resulta da liberacdo de
mediadores pro-inflamatérios (bradicinina, serotonina, prostaglandinas e outros)
(DUBUISSON, 1977). A atividade antinociceptiva foi expressa como a reducédo do
tempo de suspencao da pata em ambas as fases. Além disso, a laténcia para inicio
da suspensao da pata foi também avaliada, cujo aumento foi o parametro utilizado
para verificacdo da acdo antinociceptiva do extrato (ALMEIDA, 2006; UCHIDA et
al., 2008)

Figura 10: Teste de edema de pata, induzido por injecao plantar de formalina
(50 pL de formalina - 0.92%)

Fonte: Arquivo pessoal

5.5. Avaliagédo da atividade anticonvulsivante
5.5.1. Episédios convulsivos induzidos por pentilenotetrazol (PTZ)
Esse modelo de convulsdo induzida por este estimulo quimico mimetiza, nos

roedores, convulsées de pequeno mal e de crise de auséncia que acometem 0s
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humanos (DHIR, 2012). Este é o modelo de inducdo quimico mais aceito
atualmente em animais de experimentacdo (ORLOFF et al., 1949). O PTZ induz
convulsdes (agudas ou cronicas) por bloquear canais de CI associados aos
receptores para 0 GABA, (BUKHARI et al., 2004; HOSSEINZADEH et al., 2005;
ALMEIDA, 2006). Ao longo do episodio convulsivo o animal manifesta estagios de
contracdes involuntarias pelo corpo; rigidez da calda; movimentacdo circular dos
membros anteriores; extensao das patas traseiras e morte (DHIR, 2012).

Fémeas (F1) provenientes dos grupos controle e tratados (T1, T2 e T3) foram
colocadas, individualmente, em uma gaiola, onde receberam injecao intraperitoneal
de PTZ (60 mg/kg) para observagdo por 25 minutos. O tempo de laténcia para o
inicio das convulsGes agudas, assim como 0 numero e duracdo dos episodios

convulsivos, foi avaliado.

5.5.2. Convulséo induzida por pilocarpina (PLC)

A pilocarpina é um agonista muscarinico utilizado em modelo animal para
simular o desenvolvimento do estado epilético manifestado por humanos (OLNEY
et al., 1983). Apesar de manifestar-se através de um mecanismo diferente daquele
utilizado com o uso de pentilenotetrazol, ela pode causar perda de células no giro
denteado e no hipocampo (areas CAl e CA3), além de desencadear episddios
convulsivos recorrentes, quando administrada em camundongos e ratos (300 — 380
mg/kg, i.p.) (MELLO et al., 1993; ALMEIDA, 2006).

Ratas (F1) provenientes dos grupos controle e tratados (T1, T2 e T3) foram
colocadas individualmente em gaiolas, onde receberam injecdo intraperitoneal de

pilocarpina (350 mg/kg) para serem observadas por 60 minutos. O tempo (laténcia)
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para o inicio das convulsbes, assim como o0 numero, duracdo dos episodios

convulsivos e o numero de mortes, foi avaliado.

5.5.3. Convulséo induzida por eletrochoque auricular

Herberg e Watkins (1966) demonstraram que a estimulacao elétrica repetida
em regibes subcorticais geravam episodios convulsivos recorrentes em ratos
(HERBERG et al, 1966). O eletrochoque auricular corresponde a pulsos elétricos
repetitivos que induzem, em diferentes estruturas neuronais, um padréo
caracteristico de atividade epiléptica, que quando mantida, € denominada poés-
descarga (ALMEIDA, 2006). Este modelo simula, em roedores, episédios
convulsivos de “grande mal” comum em humanos (DHIR, 2012). Para avaliar a
possivel atividade anticonvulsivante, ratas (F1) pertencentes aos grupos controle e
tratados (T1, T2 e T3) foram submetidos ao choque auricular com corrente de 70 mA
de intensidade, a uma frequéncia de 150 pulsos/segundo e duragédo de 2 segundos.
Foram observados: laténcia para inicio dos episodios convulsivos, niamero de
animais que apresentaram convulsfes tonico-clénicas e duracdo do episodio
convulsivo (flexdo e extensao das patas) (ALMEIDA, 2006; PAHUJA et al., 2012).

Com o intuito de avaliar a ocorréncia de efeitos sedativos e de relaxamento
muscular ndo especificos que poderiam interferir com a avaliagdo do comportamento
nociceptivo, os animais foram submetidos aos testes de barra giratdria e da placa
perfurada. Os testes descritos abaixo foram realizados com diferentes grupos de

machos F1 adultos.
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5.6. Avaliacdo dos efeitos ndo especificos sobre o sistema nervoso central

5.6.1. Teste da barra giratéria (rotarod)

O teste da barra giratoria foi descrito inicialmente por Dunham e Miya (1957)
para avaliar o equilibrio e o desempenho motor de ratos sobre uma barra giratéria.
Posteriormente, o teste foi modificado por Jones e Roberts (1968) ao acrescentarem
diferentes velocidades de rotacdo a barra giratéria. Com isso, ele pode ser
empregado no estudo de ratos submetidos a tratamentos com drogas que atuam
possivelmente deprimindo o SNC (DUNHAM, 1957; JONES, 1968; HAMM et al.,
1994). O desempenho motor do animal foi medido como o tempo gasto para
caminhar sobre uma barra rotativa (7 rpm) num sé ensaio, isto €, depois de cair da
barra o animal retornou para a gaiola. Para este efeito, os animais foram submetidos
a uma pré-seleccdo 24 horas antes do ensaio e foram seleccionados apenas
agueles que permaneceram na barra rotativa do rotarod durante pelo menos 60
segundos numa das trés tentativas (KANNAN et al., 2013). O equipamento utilizado
foi o barra giratéria (rotarod) Panlab® s.. Mod. LE 8200 (Barcelona, Espanha)
(Figura 10).

Figura 11: Aparelho do teste da barra giratéria — rotarod (modelo LE 8200, Panlab®)
para observacao de coordenacdo motora

Fonte: Arquivo pessoal
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5.6.2. Tempo de sono induzido por pentobarbital

Esse teste tem por objetivo verificar se drogas testadas atuam deprimindo o
SNC, uma vez que caso isso aconteca, sua acao potencializaria os efeitos hipnéticos
do pentobarbital (RILEY, 1958). Os animais foram injetados, i.p., com pentobarbital
sédico (Syntec, Hypnol?, 40 mg/kg - Juiz de Fora, Brasil) e a laténcia (em segundos)
- intervalo entre a administracdo de pentobarbital e o inicio do tempo de sono - e a
duracdo (segundos) para recuperacdao do reflexo de endireitamento foram

considerados parametros de avaliacao (WAMBEBE, 1985; ALMEIDA, 2006).

5.7. Avaliacdo da atividade ansiolitica

5.7.1. Ensaio de labirinto em cruz elevado

Este teste, utilizado inicialmente por Handley e Mithani (1984) e validado por
Pelow e colaboradores (1985), tem por objetivo avaliar o possivel efeito ansiolitico
de drogas sobre o animal, a qual interfere sobre seu comportamento exploratério e
de medo diante de uma situacdo de estresse (desconhecida) (HANDLEY, 1984;
PELLOW et al., 1985).

O aparelho de labirinto elevado (Novalab®, Ribeirdo Preto, Brasil) consiste em
quatro bracos (50 cm) elevados a 39 cm acima do chdo. Cada braco esta
posicionado a 90° em relagcdo aos bracos adjacentes e todos os bragos estao
conectados através de uma area central (5 x 5 cm), formando uma cruz (Figura 11).
Cada rato foi colocado no centro do labirinto virado para um dos bragos abertos. O
tempo gasto (em segundos) nos bracos abertos (ou fechados) foi registrado durante
3 minutos. A entrada em um bracgo foi definida como a passagem das quatro patas

do animal pela linha diviséria entre a area central e o braco (HERRERA-RUIZ et

al., 2008; GRUNDMANN et al.,, 2009). Apd6s cada ensaio, o labirinto foi
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cuidadosamente limpo com solucéo de etanol a 10%. O aumento da permanéncia do

animal no braco aberto indica estado compativel com menor estado de ansiedade.

Figura 12: Labirinto em cruz elevado

Fonte: Arquivo pessoal

5.7.2. Teste da placa perfurada

A capacidade exploratéria do roedor frente a um ambiente desconhecido
serve de base para este teste que € usado para avaliagdo de comportamento como
ansiedade dos animais. Os primeiros momentos de exploragdo sdo influenciados
pelo medo do animal, enquanto que a avaliacdo de sua mobilidade pode ser
avaliada ap0s certo periodo de exploragdo do novo ambiente. Assim, o tempo de
deambulacdo do animal, presenca de movimentos esterotipados e capacidade
exploratoria (exploragdo de buracos) estdo relacionados de maneira inversamente
proporcional ao comportamento de ansiedade (TAKEDA, H. et al., 1998).

O aparelho de placa perfurada (Panlab® s.|. mod. LE 8811 - Barcelona,

Espanha) consiste numa caixa de acrilico transparente com 16 furos equidistantes
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na superficie e com células fotoelétricas nas placas laterais (Figura 12). Estas
células sdo capazes de conduzir uma leitura automatizada dos movimentos dos
animais, prevenindo possiveis erros humanos durante a observacdo. Cada animal foi
colocado uma vez no centro da placa, voltada para longe do observador e o niumero
de atividade de imersdo na cabeca nos furos, atividade locomotora (ambulacéo) e
movimentos estereotipados foram registados durante 5 min (HAN et al., 2009).
Apés cada ensaio, a placa perfurada foi cuidadosamente limpa com solucdo de
etanol a 10%.

Figura 13: Aparelho para teste da placa perfurada (LE 8811, PanlabF)

Fonte: Arquivo pessoal.

5.8. Avaliagéo da atividade antidepressiva

5.8.1. Teste do nado forcado

O teste do nado forcado é bastante utilizado para avaliacdo de estudo de
drogas com agéo antidepressiva. Baseia-se na resposta do roedor em relagédo a uma

situacdo de estresse ndo solucionavel, supondo-se que 0s animais tentam escapar



43

de um estimulo aversivo, fornecendo informacdes sobre seu estado emocional
(PORSOLT et al., 1977).

Os ratos foram colocados em um cilindro de vidro transparente (altura: 50
cm, didmetro: 20 cm) cheio de 4gua e, dessa forma, foram expostos ao estimulo
para natacdo durante 5 min. A agua foi trocada ap6s cada ensaio.

Os seguintes parametros foram avaliados quanto a analise do
comportamento: tempo gasto pelo animal para parar de nadar (tempo de laténcia) e
duracdo da imobilidade. Portanto, a diminuicdo da laténcia, assim como o aumento
no tempo de imobilidade do animal sdo considerados parametros para comprovagao

da atividade antidepressiva sobre os mesmos (CARLINI, 2011).

5.9. Andlise Estatistica

A analise estatistica dos dados foi elaborada com o uso do programa SPSS
versao 21. Para verificacdo da normalidade, foram utilizados os testes Kolmogorov-
Smirnov e Shapiro-Wilk. Os dados paramétricos foram avaliados pelos testes
estatisticos ANOVA e Teste T, seguido de post-hoc Tukey (ou Dunnett’s) e para os
dados ndo paramétricos, Kruskal-Wallis e Qui-quadrado, seguido de Mann-Witney. A
confeccdo dos graficos foi realizada com uso do programa GraphPad Prism 5.0
GraphPad Software (San Diego USA). Para todos os testes foram considerados
significativos os valores que apresentaram nivel de significancia p <0,05 e a =0,95

(SOKAL, 1994).
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados e as discussdes séo apresentados sob a forma de artigos.

Figura 14: Artigo 1: “Rats treated with Hypericum perforatum during pregnancy
generate offspring with behavioral changes in adulthood” publicado pela revista

Brazilian Journal of Pharmacognosy (Apéndice 1).

www.elsevier.com/locate/bjp
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Drugs used in the treatment of depression can cross the placenta giving rise to questions regarding the
effects these drugs exert on the fetus. Hypericum perforatum L., Hypericaceae, is a natural product used to
treat depression. However, information about its toxicity and the occurrence of alterations in the central
nervous system development of the offspring is scarce. This work assessed the behavior of adult male
rats born from mothers treated with Hypericum extract during gestation and analyzed the fluorescence of
the extract in different organs of mothers and fetuses. Male pups were divided into three treated groups,
corresponding to the administration of the Hypericum extract to mothers at the dose levels of 36 mg/kg.
72 mg/kg and 144 mg/kg. and one control group in which the mothers received distilled water. At 90 days
of age, the offspring underwent the following tests: rotarod, pentobarbital-induced sleep time, elevated
plus maze, hole-board and forced swimming test. The observed fluorescence indicated the presence of
the extract in all tissues analyzed. The obtained results suggest lasting changes in the performances
displayed in the CNS, depression and anxiety tests, indicating that the use of Hypericum during gestation
could interfere with the behavioral development of the offspring reducing anxiety and depression when
they become adults. We suggest that these alterations are associated with the reprogramming of the
brain regions related to changes in emotional reactivity.
© 2017 Sociedade Brasileira de Farmacognosia. Published by Elsevier Editora Ltda. This is an open
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Figura 15: Artigo 2: “Effect of the extract of Hypericum perforatum on
neurodevelopment of regions related to pain control and convulsion” publicado

pela revista Journal of Medicinal Plants Research (Apéndice 2).
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Hypericum perforatum (HP) is well-known by the population of the world as herb with antidepressant
effect. Its various components, such as hypericin and hyperforin, provide many other effects for this
plant, for example, antinociceptive and anticonvuisant. The aim of this work was to determine whether
HP administration during pregnancy can cause changes in neurodevelopment related to pain control
and seizures in rats (F1). For this, Wistar rats received oral doses of HP at 36, 72 and 144 mg/kg
throughout pregnancy. Tests to evaluate the antinociceptive and anticonvulsant activity of HP were
performed in adult F1 rats, which showed a decrease of both responses, suggesting therefore that HP
exposition during pregnancy causes changes in neurodevelopment of brain regions related to pain
control and seizures in rats.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

A utilizacdo cientifica e popular do EHP por milhares de pessoas no mundo e
no Brasil, assim como a escassez de estudos, as possiveis consequéncias sobre 0
neurocomportamento de pacientes gestantes e sobre a neurogénese de seus
descendentes ressaltam a necessidade de se avaliarem riscos e beneficios da
utilizacao terapéutica e popular deste extrato.

Este estudo investigou se o extrato hidroalcodlico de H. perforatum
administrado em ratas gravidas durante toda a gestacdo poderia atravessar as
barreiras placentaria e hematoencefalica. Também foi pesquisada sua capacidade
de causar alteracbes sobre o0 neurodesenvolvimento de regifes cerebrais
relacionadas ao controle da dor, convulsdo, ansiedade e depressdo em seus
descendentes (F1).

A hipotese deste trabalho foi confirmada, uma vez que o EHP distribui-se por
varios tecidos corporais, tanto nas ratas prenhes, quanto nos fetos (principalmente
no figado e cérebro de ambos), comprovando sua passagem pelas barreiras
placentaria e hematoencefalica.

Como o acesso ao SNC dos fetos ocorreu desde o inicio de sua formacéo,
acredita-se que os componentes do EHP tenham sido responséaveis por alterar a
expressdo e/ou distribuicdo de receptores (ligantes de neurotransmissores -
serotonina, noradrenalina, GABA e encefalinas) envolvidos com o
neurodesenvolvimento de regides cerebrais relacionadas ao controle da dor,
convulsdo, ansiedade e depressdo. E possivel que estas alteracbes tenham
desencadeado tolerancia gestacional (down-regulation pré-natal) e consequente
hiper-regulacdo rebote poés-natal (up-regulation) dos receptores citados

anteriormente, em regides do SNC (encéfalo e medula espinhal) relacionadas a
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esses efeitos. Essas alteracbes foram permanentes, uma vez que apesar da
exposicao aos componentes do EHP sobre os descendentes ter sido cessada com o
fim da gestacdo, os resultados foram obtidos a partir de testes realizados aos 90
dias de idade dos descendentes.

As acdes antinociceptiva, anticonvulsivante, ansiolitica e antidepressiva
presentes na geracdo F1 de descendentes, e mencionadas nesta tese, comprovam
a neurotoxicidade causada pelo EHP quando administrado durante a gestacéo e
corroboram a necessidade de alerta pela ANVISA guanto ao seu uso neste periodo
da vida da mulher.

O papel desempenhado por cada componente do extrato de H. perforatum
(hiperforina e hipericina, principalmente) sobre a reprogramacdo do SNC, assim
como sobre os mecanismos de hipo e hiper-regulacdo de receptores, além de sua
distribuicio no SNC dos descendentes sdo pontos importantes a serem

pesquisados.

8. CONCLUSAO

Ratas (F1) originadas de gestantes prenhes tratadas com extrato de H.
perforatum durante toda a gestacdo apresentaram maiores respostas antinociceptiva
e anticonvulsivante, do que as descendentes originadas de maes que né&o
receberam este extrato durante toda a gestacdo. Além disso, os descendentes
machos (F1) manifestaram respostas ansiolitica e antidepressiva mais intensas do
gue os descendentes originados de maes que ndo receberam este extrato durante
toda a gestacdo. Todos estes efeitos foram mais expressivos nas gestantes tratadas

com a dose de 144 mg/kg de extrato hidro-alcoolico de H. perforatum.
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