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RESUMO

O uso de plantas medicinais durante a gestacéo ou lactacdo é um assunto delicado uma
vez que podem causar estimulo da contracdo uterina e consequentemente aborto ou parto
prematuro, acao sobre o sistema hormonal que possibilite alteracdes no desenvolvimento fetal
ou do sexo da crianca e agdes mutagénicas e teratogénicas que podem levar a mé formacéo do
feto. A espécie Passiflora nitida Kunth comumente conhecida como “maracuja-do-mato” e
usada pela populacédo local para disturbios gastrointestinais, praticamente ndo foi estudada até
0 momento, nenhum estudo mostra perfil toxico definido e alteragfes no desenvolvimento
pos-natal. A proposta deste projeto é efetuar uma avaliacdo farmacoldgica dos efeitos do
extrato das folhas de Passiflora nitida Kunth sobre o sistema nervoso central e verificar os
possiveis efeitos desse extrato na exposicdo pré-natal. Para o experimento foram utilizados
filhotes na idade pds-natal obtidos do cruzamento de ratos Wistar macho e fémeas,
sexualmente maduros; As ratas com diagnostico de prenhes confirmado foram dividas em
quatro grupos. Grupol: controle com solugéo salina, Grupo 2 : tratadas no 10° dia gestacional
com o extrato da Passiflora na dose de 150mg/kg, Grupo 3: tratadas no 15° dia gestacional
com o extrato da Passiflora na dose de 150mg/kg e Grupo 4: tratamento prolongado com a
dose de 50mg/kg. A administracdo foi por via oral (vo) através da gavagem, e 0 extrato
utilizado foi o hidroetal6lico obtido das folhas da Passiflora. Os filhotes das fémeas tratadas
foram observados e avaliados quanto ao seu do desenvolvimento fisico e reflexiologico. Os
animais ndo mostraram alteracdes no desenvolvimento fisico (exceto peso corpéreo), quando
avaliados nos reflexos neurologicos, mostraram déficits evidentes no Reflexo Postural e uma
diminuig&o na laténcia para a ocorréncia da Preensdo Palmar. De modo geral, a administragao

do extrato causa alteragdes do desenvolvimento neurocomportamental das proles.

Palavras- chave: Passiflora nitida Kunth; Estudos perinatais; Teratogénese.



ABSTRACTS

The use of herbs during pregnancy or lactation is a delicate matter since they can cause
stimulation of uterine contraction and consequently abortion or premature delivery, action on
the hormonal system enabling changes in fetal development or sex of the child and mutagenic
actions and teratogens that can lead to birth defects. According to Carvalho (2008), Passiflora
nitida Kunth species commonly known as "maracuja-do-mato” and used by the local
population for gastrointestinal disorders, has scarcely been studied so far, no study shows
toxicological profile defined and changes in postnatal development. The purpose of this
project is to perform a review of the pharmacological effects of the extract of leaves of
Passiflora nitida Kunth on development of the central nervous system and check the possible
effects of this extract on prenatal exposure. For the experiment pups in postnatal age obtained
by crossing male and female Wistar rats, were used sexually mature; The female rats
diagnosed with confirmed pregnant were divided into four groups. Groupl: control saline,
Group 2: treated on the 10th gestational day with Passiflora extract at a dose of 150mg/kg,
Group 3: treated on the 15th gestational day with Passiflora extract at a dose of 150mg/kg and
Group 4: prolonged treatment with the dose of 50mg/kg. The administration was orally (vo)
by gavage and the extract used was obtained from the leaves of hidroetal6lico Passiflora
nitida. The offspring of treated females were observed and evaluated for their physical
development and reflexioldgico. It was observed that at a dose of 150mg/kg on the 10th day
there was neurobehavioral alterations. At the same dose only on day 15 and term treatment
with the dosage of 50mg/kg day there was physical and neurobehavioral changes. Generally
and subtly, the administration of the extract of Passiflora nitida Kunth in the dosage of
50mg/kg long way in pregnant rats and 150mg/kg in the 10th and 15th gestational day cause
changes in the physical and behavioral development of the offspring.

Keywords: Passiflora nitida Kunth, Perinatal Studies; Teratogenesis
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1.INTRODUCAO

O uso de plantas no tratamento e na cura de patologias é mais antigo que a espécie
humana, pois muitos animais ja utilizavam institivamente esse recurso antes do
homem surgir sobre a Terra. Mesmo hoje em dia o conhecimento sobre plantas
medicinais simboliza muitas vezes o Unico recurso terapéutico de muitas
comunidades. As plantas constituem-se num enorme laboratorio de sintese orgéanica,
fruto de milhdes de anos de evolucdo e adaptacdo sobre a Terra. Nas Ultimas décadas
esse manancial de moléculas distintas e complexas comecou a se desvendar, devido a
evolucdo dos métodos de analise e separacdo destes compostos. Historicamente, o
desenvolvimento da quimica organica ocorreu paralelamente ao estudo de plantas,
principalmente a partir do século XIX, quando foram registrados os primeiros estudos
sobre plantas com bases cientificas (Montanari e Bolzani, 2001).

O avanco tecnoldgico e cientifico no estudo de plantas medicinais se faz evidente
pela crescente descoberta de novos compostos com propriedades terapéuticas e pelo
aumento de trabalhos publicados nesta area, tanto em congressos como em periodicos
nacionais e internacionais, além do surgimento de novos periddicos especificos sobre
produtos naturais ativos, como Phytomedicine, Phytochemical Analysis, Natural
Product Letter, entre outros (Cechinel-Filho e Yunes, 1998).

N&o ha davidas que dentre tantas espécies vegetais da flora Amazdnica existem
substancias que ainda nem foram caracterizadas, mas que possuem um grande
potencial de se tornarem medicamentos capazes de alterar a historia terapéutica
mundial. Demonstra-se com isso que ndo basta ter uma rica biodiversidade se a ela
néo se associar um enorme esforgo concentrado de pesquisa que possa cobrir todos os

passos da bioprospeccdo, que vao desde o inventario bioldgico até o patenteamento e o



licenciamento, passando pelas etapas especificamente laboratoriais e 0s ensaios
clinicos. Para que essas substancias saiam da floresta para a utilizacdo em larga escala
existe um caminho extenso e arduo, mas que deve ser iniciado o mais rapido possivel

se quisermos deter o controle sobre essa potencial biodiversidade.

Infelizmente a maior parte dos fitoterapicos utilizada atualmente por
automedicacdo ou por prescricdo médica ndo apresenta perfil toxico definido,
justamente pela falta de avaliacdo em testes bioldgicos destes compostos. A utilizacdo
inadequada de um produto, mesmo de baixa toxicidade, pode produzir problemas
graves (Silveira, et al, 2008). O aumento do risco de toxicidade humana ocorre porque
as plantas medicinais ou seus derivados sdo utilizados concomitantemente com drogas
alopaticas, em idades extremas (criancas e idosos), durante a gravidez e na presenca de
doencas cronicas que alteram o metabolismo (Pinn, 2001).

O uso de plantas medicinais durante a gestacdo ou lactacdo € também um
assunto delicado uma vez que podem causar estimulo da contracdo uterina e
consequentemente aborto ou parto prematuro; agdo sobre o sistema hormonal que
possibilite alteragdes no desenvolvimento fetal ou do sexo da crianga; acdes
mutagénicas e teratogénicas que podem levar a ma formacdo do feto (Silveira, et al,
2008).

Para 0 bom desenvolvimento de um ser vivo é necesséario que se tenha uma
complexa coordenacgéo de divisdes, migracOes e interacoes celulares, regulacdo génica
e diferenciacdo. Qualquer substancia que possa interferir nestes processos pode causar
malformacdes no embrido. Com isso, a preocupacdo e investigacdo com agentes
ex0genos capazes de causar mortes ou anomalias comportamentais e estruturais no

neonato, tém aumentando. Andlises simples de animais experimentais neonatos
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oriundos de mées tratadas com fitoterapicos durante a gestacdo, mostram informacdes
sobre a toxicidade destes compostos. A analise do desenvolvimento ponderal,
reflexioldgico e fisico dos filhotes, fornecem informacdes valiosas sobre as possiveis
alteracdes ocasionadas durante a gestacdo e praticamente sem custos.

A proposta deste projeto é efetuar uma avaliacdo farmacologica dos efeitos do
extrato das folhas de Passiflora nitida Kunth sobre o sistema nervoso central, além de

verificar os possiveis efeitos desse extrato na exposicao pre-natal.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 ESTUDOS PERINATAIS

A gestacdo é um processo dindmico envolvendo crescimento e desenvolvimento do
embrido/feto e crescimento e alteragdes fisiolégicas do sistema materno. Da
concepcao ao nascimento o embrido/feto humano aumenta em peso mais ou menos um
bilido de vezes enquanto 0 organismo materno pode aumentar mais ou menos de 15%
a 20%. Entretanto as mudancas no sistema materno durante a gestacdo vao além de
crescimento e incluem alteragdes na absorcdo, distribuigdo, metabolismo e excregéo
de nutrientes e xenobidticos para melhor suprir e proteger o sistema em
desenvolvimento (Walton, 1992).

Durante o periodo de gestacdo 0s niveis de progesterona materno podem
estimular enzimas celulares e consequentemente, aumentar a metabolizacdo de
substancias quimicas que, por sua vez, alteram sua toxicidade, aumentando-a ou
diminuindo-a dependendo do metabolito formado (Lemonica, 1996).

Em mamiferos, a exposi¢cdo materna a substancias toxicas pode causar desvios

comportamentais nas maes; € a chamada toxicidade materna, e tém como
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consequéncia, perturbacbes no desenvolvimento da prole, mesmo que esta ndo tenha
contato direto, via placenta, com a substancia (Frankova, 1985). Outras substancias,
mesmo sem alterar aparentemente o metabolismo da mée, podem alcangar o feto e
causar danos diretamente sobre ele através de passagem pela placenta e penetracdo na
circulacéo fetal (Cruttenden, 2003).

A exposicdo a uma substancia toxica pode ocorrer durante todo o ciclo
reprodutivo nos mamiferos. Conforme o periodo do ciclo reprodutivo, a
susceptibilidade individual e entre espécies e a intensidade da exposicdo, as
consequéncias podem ser bastante variadas (Lemonica, 1996).

Nos mamiferos o desenvolvimento ocorre em quatro fases: implantacgéo,
organogénese, desenvolvimento fetal e neonatal (Manson e Kang, 1989).

A fase de implantacdo comeca na fecundacgédo do évulo e vai até o implante do
blastocisto no utero materno, nesta fase um agente tdxico pode provocar
embrioletalidade, sendo bastante rara a ocorréncia de teratogénese (Bernardi 1999). O
periodo seguinte, chamado de organogénese, inicia-se na fase de proliferacdo celular e
vai até a formacdo de 6rgdos rudimentares. O desenvolvimento embrionario € mais
sensivel aos insultos durante este periodo, durante o qual cada 6rgdo/tecido exibe um
periodo critico de maior susceptibilidade as injarias. Nem todos os 6rgdo e tecidos
crescem na mesma razdo ou sdo sensiveis a insultos pelos mesmos agentes ou ainda,
exibem as mesmas caracteristicas dose-resposta (Walton, 1992).

Nesta fase 0s agentes toxicos podem levar a teratogénese caso a alteracdo seja
compativel com a vida do individuo, caso contrario, & embrioletalidade. E neste
periodo que ocorre a maioria das anomalias do desenvolvimento. Cada um dos
sistemas que compde o organismo do animal apresenta um tempo diferente de

desenvolvimento e consequentemente um periodo critico particular dentro da

12



organogénese no qual ele € mais susceptivel aos agentes toxicos. (Bernardi, 1999). No
desenvolvimento fetal e neonatal os Orgdos comecam a apresentar crescimento
tecidual e maturacdo. As anomalias neste periodo sdo mais sutis do que nas que
ocorrem no periodo de organogénese (Manson e Kang, 1989).

Vérias espécies animais apresentam, durante o periodo de desenvolvimento,
diferentes periodos criticos, porém existe em algumas delas, bastante similaridade com
0s respectivos periodos na espécie humana (Bernardi, 1999). O rato é o animal de
escolha para estes testes (OECD, 2001).0s diversos periodos de desenvolvimento séo
distintos para as diversas espécies animais. No rato, o implante do blastocisto ocorre
até o sétimo dia de gestacao; o término da organogénese para a maioria dos 6rgaos, no
décimo quinto dia; o desenvolvimento fetal ocorre dai, até o final da gestacdo. Apos o
nascimento inicia-se 0 periodo pos-natal onde os filhotes continuam seu

desenvolvimento extrauterino (Bernardi,1999).

Figura 1. Esquema de Bernardi (1999) ilustra os periodos criticos dos diversos érgdos dos
ratos.
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A exposi¢do materna a varias substancias durante a gravidez e a lactacdo pode causar
desenvolvimento de neurotoxicidade e/ou anormalidades comportamentais nos descendentes,
que pode persistir através de toda vida dos desses individuos (Palermo-Neto, 1994 —

AMITRAZ).

As modificacbes produzidas no feto e no neonato podem aparecem durante o
desenvolvimento do animal, ndo sendo detectaveis pela simples observacdo macro ou
microscopica, sendo necessarios estudos comportamentais, bioquimicos e de biologia
molecular, eletrofisiologicos, etc. Estes tipos de modificacdes sdo chamados efeitos
teratogénicos sutis (Nasello, 1997). As substancias entdo, também podem agir sobre a prole
como teratdgenos comportamentais que produzem nesta, apenas mudangas comportamentais

(Castro, 1998).

Os ratos, ao nascer, tm um sistema nervoso central imaturo, com deficiente irrigacdo
cerebral e auséncia de barreira hematoencefélica (Bernardi, 1999). Seu desenvolvimento
acontece no decorrer o periodo pds-natal. Qualquer influéncia que o feto possa sofrer durante
a gestacdo, desde a organogénese até a amamentacdo pode agir sobre esse processo, podendo
causar desde anomalias sutis até teratogénese. O desenvolvimento pés-natal da atividade
motora do rato compreende alguns processos comportamentais como o desenvolvimento da
postura e locomoc¢do quadripede, ajustes dinamicos posturais, algumas respostas de
orientacdo e de habilidade motoras complexas. Por testes comportamentais é possivel avaliar

tais parametros nos animais (Dorce, 2006).
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2.2.Passiflora nitida Kunth

O composto escolhido para o desenvolvimento desse projeto € o extrato das folhas da
Passiflora nitida Kunth (maracuja-do-mato ou maracuja-suspiro), que em experimentos
prévios (Carvalho, 2008), produziu um efeito de alteracdo comportamental aparentemente de
origem central, dependente da dose. Porém na literatura constam apenas dados da atividade
desse extrato sobre a agregacdo plaquetaria e coagulacao sanguinea (Carvalho, et. Al., 2010).
Vérias espécies do género Passiflora, denominadas popularmente como maracuja, sdo
empregadas extensivamente na medicina popular em muitos paises, sob diversas formas

farmacéuticas.

A Passiflora nitida cresce espontaneamente em vegetacdo secundéria, beira de rios e
estradas e seus frutos sdo consumidos in natura pela populagdo local da Regido Amazénica
(Hopkins e Souza, 1999). N&do existem estudos sobre a acdo dessa espécie vegetal sobre o
sistema nervoso central, porém outras espécies do mesmo género sdo amplamente utilizadas
com comprovado efeito ansiolitico, sedativo, anti-inflamatério, antinociceptivo, anti-

inflamatério (Di Stasi, et. Al., 2002; Dhawan e Sharma, 2002, 2003).

Como exemplo podemos citar a Passiflora incarnata, que atua ao nivel da medula espinhal,
provavelmente por interacdo com receptores das endorfinas naturais, diminuindo os estimulos
externos que chegam ao SNC. E utilizada eficazmente em crise de ansiedade, insbnia e
hiperexcitabilidade nervosa induzindo a um sono préximo do fisiolégico, sem causar a
depressdo psiquica e a lentiddo dos reflexos, comuns aos hipnéticos e tranquilizantes

(Dhawam, et. al., 2004).

Quanto as caracteristicas fitoquimicas da Passiflora nitida, (Carvalho, 2008), anti-

inflam, cumarinas e taninos, sdo as substancias ativas majoritarias neste extrato e, conforme
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descrito na literatura, sdo compostos ativos em nivel central. Os anti-inflam sdo compostos de
origem vegetal muito estudados e que demonstram efeitos antimicrobiano, antiviral,
antiulcerogénico, antineoplasico, antioxidante, antihepatotoxico, anti-inflamatorio,

hipolipidémico, antiplaquetério (Machado, et. al., 2008).

3.DESCRICAO METODOLOGICA

3.1- Sujeitos experimentais:

Filhotes na idade pds-natal serdo obtidos do cruzamento de ratos Wistar macho e
fémeas, sexualmente maduros, pesando entre 180 e 250g. Todos os animais
experimentais serdo mantidos em condicGes padronizadas no biotério do Instituto
de Ciéncias Bioldgicas - UFAM. O trabalho sera realizado observando-se 0s
Principios Eticos na Experimentacdo Animal do Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal - COBEA (1991). Esse projeto foi submetido a avaliacdo
do Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Amazonas

(CEP/UFAM) e foi considerado aprovado.

Observacdes: Nos experimentos anteriores com a Passiflora nitida utilizou-se extrato aquoso,
etanolico e hexanico, mas o extrato hora disponivel é hidroalc6olico. Portanto as doses
utilizadas nos experimentos descritos a seguir, foram determinadas em teste piloto, onde
fixamos duas doses que foram utilizadas em todos os experimentos, sendo estas as dosagens

de 150mg/kg ( tratamento, administracdo do extrato, em dias especificos: 10° e 15° dia
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gestacional ) e 50 mg/kg( tratamento prolongado, administracdo do extrato iniciando a partir

do segundo dia e tendo o término programado para o 20° dia gestacional).

3.2 - Analise de Toxicidade do extrato da Passiflora nitida Kunth
por Exposicdo Pré-Natal

3.21- Cruzamento de animais e diagnéstico de prenhez:

As ratas foram agrupadas em gaiolas de polietileno com tampa metéalica contendo
trés fémeas cada. Um macho foi colocado no final do dia aproximadamente as 17
horas e retirado pela manhd do dia seguinte (por volta das 9:00h). As fémeas
foram avaliadas quanto a presenca de espermatozoides através de lavado vaginal.
O lavado vaginal consiste em injecdo de 60 microlitros de solucdo salina, com
ajuda de uma micropipeta, no canal vaginal da rata e da retirada desta solucdo
com esta mesma pipeta. Este liquido é colocado na lamina e observado ao
microscopio onde se verifica a presenca de espermatozoides e células indicativas
de estro (caracterizada como fase estrogénica maxima, onde se encontram apenas
células queratinizadas) para confirmacdo do diagndstico de prenhez (dia zero de
gestacdo). Apos esta confirmacdo as fémeas foram separadas individualmente. Os

machos e as fémeas ndo prenhes foram utilizados em novos cruzamentos.

3.22 - Avaliacdo do Desenvolvimento Reprodutivo Materno:

17



Ratas prenhes receberam tratamento com o extrato ou o veiculo de diluicdo, via
oral, prolongado ( administrac@es iniciadas no 2° dia gestacional e finalizando no
20 dia gestacional) e agudo em dias especificos do periodo gestacional (10° e 15°
dia gestacional). Os filhotes foram avaliados quanto a presenca de anomalias
fenotipicas macroscopicas, além de serem pesados no segundo dia de vida, no
sétimo e no décimo segundo dia de vida para estimativa de um possivel efeito
toxico do extrato. A manipulacéo dos filhotes ocorreu sempre a partir do segundo

dia de vida, com o objetivo de evitar o risco de rejeicdo dos mesmos pelas méaes.

3.23 - Avaliacdo do desenvolvimento fisico pos-natal:

Os filhotes de maes tratadas com o extrato ou com a solugdo veiculo foram
analisados quanto ao aparecimento dos parametros desdobramento de orelhas,
erupcao dos dentes incisivos, abertura dos olhos e abertura do orificio do ouvido.
Cada filhote foi marcado e observado individualmente todos os dias no mesmo
periodo até o surgimento dos parametros citados. A pesagem dos filhotes foi
realizada a cada 5 dias, iniciando-se no segundo dia de vida e terminando no

décimo segundo dia de vida.

3.24 - Avaliacéo do desenvolvimento reflexiol6gico pés-natal:

Os animais nascidos de maes tratadas com o extrato ou com veiculo por periodo

agudo ou prolongado durante a gestacdo foram submetidos aos testes:
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a) Preensdo palmar: O animal serd contido por uma das maos do pesquisador,
com o cuidado de ndo tocar sua pata esquerda dianteira. Ao contato com a ponta
de um lapis a pata se fecha segurando o objeto. Este € o critério para se considerar
que houve ocorréncia do reflexo, porém a laténcia para que o reflexo ocorra
também serd avaliado (cronometragem do tempo para ocorréncia do reflexo). O

teste foi realizado nos dias 4, 6 e 8 de vida.

Figura 2 — Preensdo palmar

b) Reflexo postural: O animal é colocado em decubito dorsal e medido o tempo
que o mesmo leva para virar o corpo e ficar na posi¢do de decubito ventral com
as quatro patas apoiadas na superficie. O teste foi realizado nos dias 4, 6, 8 e 10 de

vida.
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Figura 3 — Reflexo postural

c) Geotaxia negativa: O animal serd colocado em uma rampa de material
antiderrapante de aproximadamente 45° graus de inclinacdo a 5 cm da borda
inferior desta superficie, com a cabeca direcionada para baixo. O resultado
esperado para este teste sera que o animal se volte para a posi¢do oposta, ou seja,
com a cabeca voltada para cima. O tempo necessario para a ocorréncia do reflexo

serd cronometrado. O teste foi realizado nos dias 6, 8,10 e 12 de vida.

Ficuiras 4 — Geontaxia negativa

3.25 Andlises estatisticas:

Os dados foram analisados utilizando-se primeiramente o teste de Bartlet para

determinacédo da distribuicdo paramétrica ou ndo paramétrica. Por esta analise 0s
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dados considerados com distribuicdo parameétrica foram analisados utilizando o
teste ANOVA seguido do teste de Tukey Kramer. O intervalo de confianca

aceitavel sera de 5% (p<0,05).

4. RESULTADOS

Experimento 1- Efeitos da administracdo do extrato da Passiflora nitida Kunth sobre

parametros do desenvolvimento fisico e comportamental da prole de ratas tratadas com

150ma/kg no 10° dia de prenhez.

Em relacdo ao desenvolvimento fisico dos filhotes de maes tratadas comparados ao
grupo controle, observou-se que o desdobramento das orelhas, erupcao dos dentes incisivos,
abertura do orificio do ouvido e abertura dos olhos ndo sofreram alteracbes. A variacao de
peso dos filhotes de mées tratadas ndo foi significativa para todos os periodos analisados.

Quanto ao desenvolvimento neurocomportamental da prole foi observada uma
diminuicdo da laténcia para a ocorréncia do reflexo de preensdo palmar dos filhotes no 8°

dia de vida, como pode ser observado na tabela 1.
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Tabela 1. Resultado do teste de Preensdo Palmar dos filhotes de ratas do Grupo 2.

Dias de observagao do Controle Tratado no 102 dia
Reflexo Preensdo palmar (salina) ( 150mg/kg)

42 dia de vida 1,91 £0,33 1,84 0,22

62 dia de vida 1,3340,22 1,01+0,04

82 dia de vida 2,70+0,52 0,98+0,11%**

- Os dados se referem a média + erro padréo da média
***Significativamente diferente do controle (p< 0,05) -Teste ANOVA seguido de teste de

Tukey Kramer

Para o reflexo postural, observou-se aumento do tempo de retorno ao endireitamento do
corpo no 10° dia de vida dos filhotes como mostra a tabela 2.

Tabela 2. Resultado do teste de Reflexo Postural dos filhotes de ratas do Grupo 2.

Dias de observagao do Controle Tratado no 102 dia
Reflexo Postural ( salina) (150mg/kg)

42 dia de vida 6,66 £ 1,52 14,55 15,81

62 dia de vida 4,0311,71 2,4240,32

82 dia de vida 1,45+0,20 2,11+0,21

10¢ dia de vida 0,76+0,14 1,29+0,08*

- Os dados se referem a média =+ erro padrao da média
*Significativamente diferente do controle (p< 0,05) -Teste ANOVA seguido de teste de

Tukey Kramer
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Quanto ao reflexo de geotaxia negativa ndo houve alteracdo em relacdo ao grupo
controle, do tempo necessario para voltar da cabeca para cima, em posi¢cdo oposta ao que 0

animal foi colocado.

Experimento 2- Efeitos da administracdo do extrato da Passiflora nitida Kunth sobre

paradmetros do desenvolvimento fisico e comportamental da prole de ratas tratadas com

150ma/kg no 15° dia de prenhez.

Durante e algumas horas ap6s a administracdo do extrato duas fémeas ndo reagiram
bem a gavagem, ficaram sonolentas e pouco ativas. Em relacéo ao desenvolvimento fisico dos
filhotes de mées tratadas comparados ao grupo controle, observou-se que o desdobramento
das orelhas, erupcdo dos dentes incisivos, abertura do orificio do ouvido e abertura dos olhos
ndo sofreram alteragdes. Entretanto, houve um aumento do peso de filhotes fémeas no 12° dia
de vida, e uma diminuicdo do peso dos filhotes machos no dia 2°.( Tabela 3) .Em algumas
ninhadas foi observado que na regido correspondente a regido dos rins apresentava-se bem

edemaciada quando comparados com o grupo controle.
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Tabela 3. Alteracdo no peso dos filhotes de ratas do Grupo 3.

Periodo de vida Controle Tratado no 152 dia
(salina) (150mg/kg)

Fémea 129 dia de vida 18,98 + 0,23 22,68 £0,33***

Machos 22 dia de vida 7,1940,13 6,48+0,19**

- Os dados se referem a média + erro padréo da média

**

*** Significativamente diferente do controle (p< 0,05) -Teste ANOVA seguido de teste de

Tukey Kramer

No desenvolvimento neurocomportamental de filhotes de mées tratadas ndo houve alteracéo,
em relacdo ao grupo controle, do tempo necessario para ocorréncia do reflexo de preensédo
palmar nos dias observados. Para o reflexo postural, observou-se aumento do tempo de retorno

ao endireitamento do corpo no 10° dia de vida dos filhotes como mostra a tabela 4.
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Tabela 4. Resultado do teste de Reflexo Postural dos filhotes de ratas tratadas no Grupo 3.

Dias de observacdo do Controle Tratado no 152 dia
Reflexo Postural ( salina) ( 150mg/kg)

42 dia de vida 6,66 + 1,52 19,19 +10,36

62 dia de vida 4,03+1,71 2,60+0,25

82 dia de vida 1,4510,20 1,9510,28

102 dia de vida 0,76+0,14 1,4140,07**

- Os dados se referem a média + erro padrdo da media
** Significativamente diferente do controle (p< 0,05) -Teste ANOVA seguido de teste de

Tukey Kramer

Quanto ao reflexo de geotaxia negativa ndo houve alteracdo em relacdo ao grupo
controle, do tempo necessario para voltar da cabeca para cima, em posi¢cdo oposta ao que 0

animal foi colocado.

Experimento 3- Efeitos da administracdo do extrato da Passiflora nitida Kunth sobre

paradmetros do desenvolvimento fisico e comportamental da prole de ratas tratadas com

50ma/kg no tratamento prolongado.

Em relagdo ao desenvolvimento fisico dos filhotes de mées tratadas comparados ao grupo
controle, observou-se que o desdobramento das orelhas, erup¢éo dos dentes incisivos, abertura
do orificio do ouvido e abertura dos olhos ndo sofreram alteragdes. Entretanto, houve um

aumento do peso de filhotes fémeas e machos no 12° dia de vida (tabela 5).
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Tabela 5 Alteracdo no peso dos filhotes de ratas do Grupo 4.

Periodo de vida Controle Tratamento
(salina) Prolongado
(50mg/kg)
Fémea 129 dia de vida 18,98 £ 0,23 21,97 £0,50**
Machos 122 dia de vida  19,87+0,38 22,60+0,50*

- Os dados se referem a média + erro padréo da média
** Significativamente diferente do controle (p< 0,05) -Teste ANOVA seguido de teste de

Tukey Kramer

Quanto ao desenvolvimento neurocomportamental da prole foi observada uma diminuicdo da
laténcia para a ocorréncia do reflexo de preensdo palmar dos filhotes no 6° e 8° dia de vida,

como pode ser observado na tabela 6.

Tabela 6. Resultado do teste de Preensdo Palmar dos filhotes de ratas Do Grupo 4.

Dias de observacao do Controle Tratamento

Reflexo Preensdo palmar (salina) Prolongado
(50mg/kg)

42 dia de vida 1,91 £ 0,33 1,12 £0,27

62 dia de vida 1,33+40,22 0,65+0,08**

82 dia de vida 2,70+0,52 0,60+0,07***

- Os dados se referem a média + erro padrdo da média
** Significativamente diferente do controle (p< 0,05) -Teste ANOVA seguido de teste de

Tukey Kramer
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Para o reflexo postural, observou-se aumento do tempo de retorno ao endireitamento do corpo

no 6° dia de vida dos filhotes como mostra a tabela 7.

Tabela 7. Resultado do teste de Reflexo Postural dos filhotes de ratas do Grupo 4.

Dias de observacdao do Controle Tratamento
Reflexo Postural ( salina) Prolongado
(50mg/kg)
49 dia de vida 6,66 £ 1,52 5,33 £1.42
62 dia de vida 4,03+1,71 0,95+0,12**
8¢ dia de vida 1,45+0,20 0,54+0,05
109 dia de vida 0,7610,14 0,48+0,03

- Os dados se referem a média + erro padrdo da media
** Significativamente diferente do controle (p< 0,05) -Teste ANOVA seguido de teste de

Tukey Kramer

Quanto ao reflexo de geotaxia negativa ndo houve alteracdo em relacdo ao grupo
controle, do tempo necessario para voltar da cabeca para cima, em posi¢cdo oposta ao que 0

animal foi colocado.

5 — DISCUSSAO

As plantas medicinais sdo empregadas na prevencéo, tratamento, cura de distarbios,
disfungbes ou doengas como primeiro recurso medicinal desde a Antiguidade, tendo
representado a base da terapéutica durante muitos anos. S&o usadas popularmente contra

varias doencas infecciosas e parasitarias, vetores, problemas cronico-degenerativos,
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emagrecimento, para a regulacdo da menstruacdo, com intuito abortivo e até como antidoto ao

veneno de cobra (Carvalho, 2008).

O interesse da populacdo em drogas de origem vegetal e 0 estimulo ao uso destas
deve-se a varias razles, entre as quais, a dificuldade de acesso aos medicamentos
industrializados, os efeitos colaterais da terapéutica convencional, além do conceito
equivocado de que produtos naturais ndo fazem mal a satde. No entanto, a grande maioria das
plantas medicinais é utilizada de forma empirica, sem a devida comprovacéo cientifica de

suas virtudes farmacologicas (Carvalho, 2008).

Plantas amazonicas sdo usadas terapeuticamente em diversas condi¢des patologicas. O
uso do género Passiflora (Passifloraceae) € descrito na literatura para tratar doencas do SNC,
cardiovasculares, processos inflamatorios e dor. No entanto, a espécie Passiflora nitida Kunth
comumente conhecida como “maracuja-do-mato” e usada pela populagéo local para distirbios
gastrointestinais, praticamente ndo foi estudada até o momento. (Carvalho, 2008). Nenhum
dos estudos mostra perfil toxico definido e alteracdes no desenvolvimento pés-natal,
justamente pela falta de avaliacdo em testes bioldgicos deste composto. O que representa um
grande risco, pois de acordo com Silveira, et. Al. a utilizacdo inadequada de um produto,
mesmo de baixa toxicidade, pode produzir problemas graves. Em vista disso, € importante
haver estudos nesta area, ja que ndo existe dado na literatura sobre a exposicdo pré-natal ao
extrato da Passiflora nitida Kunth. Com isso, novos dados cientificos sobre esse extrato
seriam obtidos, discutindo os possiveis beneficios e riscos que esse composto poderia

ocasionar no periodo gestacional e ao posterior desenvolvimento do individuo.

As dosagens utilizadas nesse experimento foram baixas, 150mg/kg em dias
especificos (10° e 15° dias gestacionais) e 50mg/kg de forma prolongada, visto que o agente

utilizado nos estudos de efeitos perinatais deve ser administrado em dose minima, com a qual
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ndo sejam observados efeitos toxicos na mae ou no concepto. A administracdo de doses que
levam ao aparecimento de sintomas acentuados de intoxicacdo ndo permite concluir se as
alteracdes apresentadas pelo filhote seriam devidas a acdo embriofetotoxica da substancia em
estudo ou as alteragdes na homeostase materna causadas pela intoxicagdo, 0 que viria a

comprometer as trocas materno/fetais (Lemonica, 1996).

Nesse trabalho optou-se em utilizar duas dosagens do extrato da Passiflora nitida
Kunth. A dosagem de 150mg/kg que teve como objetivo analisar o efeito sobre o Sistema
Nervoso Central (SNC) e a toxicidade do extrato em dias criticos para o desenvolvimento
fetal, 10° dia - &pice da organogénese - e 15° dia - &pice do desenvolvimento fetal -,
simulando o uso de maneira Unica e isolada do extrato, na forma de cha concentrado ou

ingestdo das folhas, pelas gestantes para alivio de algum disturbio.

Ja a dosagem de 50mg/kg teve como objetivo analisar o efeito sobre o Sistema
Nervoso Central (SNC) e a toxicidade do extrato de maneira prolongada (iniciando no 2° dia
de gestacdo indo até o 20° dia gestacional), simulando o uso de maneira continua do extrato,
na forma de ch@, pelas gestantes para alivio dos sintomas da gravidez. Com essas dosagens 0s

animais testados ndo apresentaram sinais e sintomas associados & intoxicagao.

Os dias de gavagem foram determinados para assim serem comparados com estudos
prévios realizados em nosso laboratério. Esses dias sdo baseados no periodo de
desenvolvimento do rato, segundo Bernardi (1999) (Figura 1). O 10° dia esta entre o periodo
de organogénese, onde ocorre grande proliferacdo celular e formacao de érgdos rudimentares,
é também um periodo critico para a formacdo de varios 6rgaos como olhos, palato, sistema
urogenital e cérebro. O 15° dia pertence ao periodo de desenvolvimento fetal ocorrendo

principalmente a diferenciacdo e maturagéo cerebral.
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E no tratamento prolongado optou-se por iniciar a administracdo do extrato da
Passiflora nitida Kunth no segundo dia gestacional e terminar no vigésimo dia, para evitar o
estresse ocasionado pela manipulacdo em dias criticos para a gravidez, que poderiam levar a

perda dos filhotes e induzir o trabalho de parto.

Os reflexos e as respostas de um recém nascido permite que ele reaja ao ambiente em
que vive. Esses reflexos sdo instintivos, servem para protege-lo e todos os filhotes nascem
com os mesmos reflexos. Por outro lado, as respostas séo totalmente individuais. Os reflexos
sdo respostas especificas, previsiveis e involuntarias a um tipo especifico de estimulo(Ricci,

2010).

A maturacdo poés-natal da atividade motora do rato ocorre através dos seguintes
processos comportamentais: desenvolvimento da postura e locomoc¢do quadripede, dos
ajustes dinamicos posturais, de algumas respostas de orientacdo e de habilidades motoras
complexas. O reflexo de preensdo palmar é um reflexo medular que envolve respostas
motoras do animal, sendo um dos poucos reflexos que diminuem com o desenvolvimento do

animal. Este € o Unico reflexo que com o passar do tempo desaparece . (Dorce, 2006)

O reflexo de endireitamento ou postural ¢ medido pelo tempo que um animal,
colocado apoiado sobre as costas, consegue voltar a posicao original. Animais recém-nascidos
demoram cerca de 3 minutos para voltarem a posicdo normal e a medida que 0 mesmo
desenvolve-se, 0 tempo necessario para a sua execu¢do diminui gradativamente (Dorce,
2006).As reacOes de geotaxia compreendem respostas de girar a cabeca para cima quando 0s
animais sdo colocados em um plano inclinado com a cabeca para baixo. No 5° dia de vida,
filhotes de ratos séo capazes de girar todo o corpo em um angulo de 180° e a partir deste dia 0
tempo necessario para que o reflexo ocorra diminui gradativamente (Alteman; Sudarshan,
1975).0s reflexos de geotaxia negativa e postural refletem as fungdes do sistema vestibular,
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dependendo de estruturas medulares que sdo as primeiras a chegar a maturidade (Dorce,

2006) estando envolvidas com a relagéo espacial dos animais.

Observou-se no Reflexo Postural (Figura 3) que todos os grupos tratados com o
extrato apresentaram retardo significante em relagdo ao controle; Essa diferenca apareceu no
10° dia de vida nos filhotes do Grupo 2 e 3 e no 6° dia nos filhotes do Grupo 4 ( Tabela 2, 4 e
7). O reflexo do endireitamento esta ligado a propriocepcao (Fox, 1967) e os presentes dados
indicam que esse aspecto do desenvolvimento foi alterado de forma significativa pela
administracdo do extrato da Passiflora nitida Kunth. Por outro lado, o reflexo de Geotaxia
Negativa( Figura 4 ) que expressa a esterocepc¢do do animal (Chiavegatto; Oliveira; Bernardi,
1997) nédo apresentou diferencas significativas em relacdo ao grupo controle o que leva a
conclusdo que a administragdo do extrato ndo interfere com a relagdo espacial do animal.
Além de sugerir a ndo interferéncia de maneira significativa sobre as funcbes do sistema

vestibular

Em relacdo ao reflexo de Preensdo Palmar (Figura 2) observou-se que nos
filhotes de maes do Grupo 2 e do Grupo 4 apresentaram reducdo no reflexo em relacdo ao
grupo controle. Houve uma diminuicdo na laténcia para a ocorréncia do reflexo no 8° dia de
vida dos filhotes do Grupo 2 e no 6° e 8° dia nos filhotes do Grupo 4( Tabelas 1 e 6). O que
indica uma possivel maturacdo e desenvolvimento nos nervos que conectam a medula espinal

ao cérebro (o trato corticoespinal)( Ricci, 2010).

Em relagdo aos parametros do desenvolvimento dos filhotes de mades tratadas
comparados ao grupo controle, observou-se que o desdobramento das orelhas, erupcdo dos
dentes incisivos, abertura do orificio do ouvido e abertura dos olhos ndo foram modificados
pelo extrato. No entanto cambem aqui alguns de forma resumida alguns comentarios a cerca

da natureza de cada um desses parametros. A abertura dos olhos e erupcdo dos dentes
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incisivos depende basicamente da presenca do fator de crescimento epidérmico (EGF), sendo
caracterizado como fator promotor de diferenciacdo celular dos tecidos epidérmico. A
facilitacdo para a abertura dos olhos e erupcdo dos dentes tem origem epidérmica. Esses
fatores sdo polipeptideos que regulam a proliferacdo e/ou a diferenciacdo celular. Varios
desses fatores ja foram identificados e caracterizados nestes Ultimos anos e suas a¢des estdo
envolvidas com diferentes processos fisiologicos tais como crescimento, reparagéo,
diferenciacdo e desenvolvimento de populacdes especificas de células recebendo, em geral, 0
nome de acordo com sua atividade especifica. Foi demonstrado que esse fator esta envolvido

também com o desdobramento das orelhas. (Ricci, 2010);

Quanto a pesagem dos filhotes foi observado um aumento de peso no 12° dia
de vida dos filhotes fémeas de mées do Grupo 3 e uma diminui¢do do peso dos filhotes
machos no 2° dia de vida. Uma possivel explicacdo para o efeito de aumento de peso no 12°
dia de vida dos filhotes poderia ser um aumento de peso dos 6rgéos afetado pelo extrato, visto
que em algumas ninhadas foi observado que na regido correspondente a dos rins apresentava-
se bem edemaciada quando comparados com o grupo controle. Até o momento, ndo ha
estudos sobre o efeito do extrato da Passiflora nitida Kunth sobre aumento de peso nos
6rgdos. Somente estudos especificos poderiam comprovar esse relacionamento. Ja em relacdo
a reducdo corporal nos filhotes machos no 2° dia, a literatura remete a 2 provaveis hipdteses
negligéncia materna ou alteragbes comportamentais da mée e o efeito do tratamento
experimental sobre as funcOes da placenta. Durante a administracdo do extrato duas fémeas
ndo reagiram bem a gavagem, ficaram sonolentas e pouco ativas. Diante disto, propde-se que
nos protocolos de estudo do desenvolvimento a inclusdo de testes de avaliagdo do
comportamento materno para dirimir algumas duvidas que possam ser de natureza relativa a

interpretacdo materno-filhote ou de agdes diretas ou indiretas do agente toxico.(Ricci, 2010).
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Na prole de maes tratada de maneira prolongada (Grupo 4) houve um aumento do peso
de filhotes fémeas e machos no 12° dia de vida. Fride e Weinstock (1984) relacionaram
aumento de peso fetal com estresse durante a gestacdo em ratos. Prople-se a realizacdo de
estudos como o de dosagens de fatores de crescimento e citoxinas, para a verificacdo da

relacdo do aumento do ganho de peso corp6reo com a administracéo do extrato.

6- CONCLUSAO

De modo geral, a administracdo do extrato da Passiflora nitida Kunth na dosagem de
50mg/kg de maneira prolongada em ratas prenhes e de 150mg/kg no 10° e 15° dia gestacional
causam alteracdes do desenvolvimento fisico e comportamental das proles. Os estudos agora
desenvolvidos ndo sdo suficientes para determinarmos se estas alteracdes sdo de carater
deletério ou ndo para os filhotes durante toda sua vida. Estudos posteriores poderdo responder

a esse gquestionamento.
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