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RESUMO

A valeriana € moderadamente sedativa e usada no tratamento da
ansiedade e disturbios do sono. De acordo com a literatura a exposicdo a
psicofarmacos que atuam em receptores GABA-A durante a gestacdao podem
provocar alteragdes comportamentais nos filhotes na vida adulta. O objetivo do
presente trabalho foi avaliar o efeito que a administracdo do extrato de
Valeriana durante a gestacdo possa ter sobre o desenvolvimento fisico, o
desenvolvimento reflexologico, a ansiedade e a memoéria dos filhotes. As ratas
prenhes foram distribuidas aleatoriamente em quatro grupos (n=10): controle
(1ml de 4gua destilada) e trés grupos tratados com valeriana, via intragéstrica,
T-500 (500mg/Kg/dia), T-1000 (1000mg/Kg/dia) e T-2000 (2000mg/Kg/dia) do
12° ao 19° dia de gestacdo. Depois do nascimento, o comportamento materno
foi registrado e os filhotes fémeas e machos foram avaliados separadamente
quanto a alteragcBes no desenvolvimento fisico e reflexoldgico. Os filhotes
machos também foram avaliados na vida adulta, 90 dias, quanto a ansiedade e
a memoria. Os animais apresentaram algumas alteracbes nas datas de
aparecimento dos sinais indicadores fisicos, 0s quais ndo permaneceram na
vida adulta. A data de aparecimento dos reflexos foi semelhante entre os
grupos. Em relacdo a ansiedade e a memoria na vida adulta, ndo houve
diferenca estatistica entre os grupos nos testes utilizados. Portanto, ndo houve
alteracdo no desenvolvimento neonatal e neurocomportamental dos ratos, nao
tendo sido possivel verificar se tal fato se deveu aos componentes da Valeriana

nao passarem pela placenta ou se o extrato ser indcuo para os fetos.

PALAVRAS CHAVE: Valeriana, prenhez, desenvolvimento neonatal,

ansiedade e memoria.



ABSTRACT

Valerian is moderately sedative and used for anxiety problems and sleep
disturbance. Previous studies have shown that the exposure to
psychopharmacs acting on GABA-A system during gestation in rats can
produce behavioral alterations in their descendants in the adult life. This work
was designed to evaluate the effects of the exposure to Valeriana officinalis L.
(Valerianaceae) during gestation on the physical and reflexological
development of the offspring and on their anxiety state and memory in the adult
stage. Pregnant rats were randomly distributed into four groups (n = 10): control
(1 ml distilled water) and three valerian-treated groups with the doses T-500
(500 mg/Kg/ day), T-1000 (1000 mg/Kg/day) and T-2000 (2000 mg/Kg/ day),
administered by gavage, from the 12" to 19" day of gestation. After birth,
maternal behavior was evaluated and the physical and reflexological
development of the offspring male and females was assessed separately. The
anxiety and memory of offspring male were evaluated at 90 days of age.
Maternal behavior was not affected by treatment with valerian. The offspring
exhibited some alterations on the day of appearance of physical signs, which
did not affect the adult life, whereas similar days of appearance of the reflexes
were observed among the groups. No significant difference was detected in the
offspring in the anxiety and memory tests. Therefore, no alterations in the
neonatal and neurobehavioral development of rats exposed to valerian during

intrauterine life were found in the present work.

Key words: Valerian, pregnancy, GABA, neonatal development, anxiety,

memory.
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1.0- INTRODUCAO

A conceituagao de “natural” contribuiu muito para o aumento da utilizagao de
plantas medicinais na Ultima década, pois assim passaram a ser sindnimos de
produtos saudaveis (Mengue et al., 2001). A ANVISA (Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria) estabeleceu normas para a determinacdo da eficacia e
seguranca de fitoterapicos, compreendendo a avaliacdo da toxicidade reprodutiva.
Além disso, qualquer uso de medicamento durante a gestacdo deve ser avaliado,
considerando a relagdo risco-beneficio. Sendo que plantas medicinais devem ser
evitadas até que estudos garantam seu uso seguro (Mengue et al.,, 2001).
Entretanto, pouco tem sido feito em relacdo aos efeitos na vida adulta, de crias
expostas durante o periodo intrauterino a farmacos em geral. Recentemente foram
sugeridos estudos visando a avaliacdo dos efeitos durante a puberdade (Goodman
et al., 2011).

O desenvolvimento do cérebro é demorado e no rato se completa na vida
pés-natal. Durante a gestacdo a barreira hematoencefdlica ainda ndo esta
estabelecida, o que permite a passagem de farmacos, via placenta, ao organismo
fetal e ao cérebro, caso haja afinidade por esse 6rgdo. Assim, fitoterapicos que
tenham potencial como ansiolitico, antidepressivo, anticonvulsivante e outros,
podem potencialmente chegar ao cérebro do feto, sendo desconhecidos seus efeitos
na vida pos-natal (Yang et al., 2010).

A Valeriana officinalis tem atividade moderadamente sedativa sendo indicada
nas desordens do sono ou no tratamento da ansiedade e distarbios do sono
induzidos pela ansiedade (Miyasaka et al., 2006), e é hoje uma matéria-prima
importante para os medicamentos da medicina contemporanea. Sugere-se que 0
extrato de Valeriana, assim como 0s benzodiazepinicos, atua através da modulagéo
de receptores GABA A (Benke et al., 2009). O GABA possui surgimento prévio no
desenvolvimento do cérebro de ratos e apresenta papel tréfico no desenvolvimento
do 6rgado (Fiszman et al., 1993; Lauder et al., 1986). Estudos demonstram que a
exposicao a drogas que atuam em receptores GABA A durante o desenvolvimento
do cérebro pode provocar modificagdes comportamentais ou do tipo autondmica que
podem ser evidentes na vida neonatal ou depois na vida adulta (Kellog, 1985;
Inglefield et al., 1993; Jaiswal e Bhattacharya, 1993; Kellog et al., 1993).
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Em virtude do exposto, torna-se importante avaliar o efeito que a
administracdo de extrato de Valeriana durante a gestagdo possa ter sobre o

desenvolvimento neonatal e sobre desenvolvimento neurocomportamental.
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2.0- REVISAO DA LITERATURA

2.1- Valeriana officinalis

A raiz seca da planta Valeriana officinalis L. é utilizada como uma erva
medicinal, pelo menos desde o tempo antigo na Grécia e Roma. Espécies
relacionadas da familia Valerianaceae foram usadas na medicina tradicional chinesa
e indiana (Jarema, 2008).

A espécie tem como classificacao botanica:

- Reino: Plantae

- Divisédo: Magnoliophyta

- Classe: Magnoliopsida

- Ordem: Dipsacales

- Familia: Valerianaceae

- Género: Valeriana

- Espécie: Valeriana officinalis L.

O género Valeriana contém cerca de 250 espécies e diversas subespécies. A
espécie Valeriana officinalis L. € a mais comumente referida como Valeriana, e é
utilizada principalmente como sedativa, ansiolitica, anticonvulsivante e para efeitos
hipnéticos, além de que ja foi utilizada ha mais de mil anos para tratamento de
problemas digestivos e do trato urinario (Circosta et al., 2007; Benke et al., 2009).

A atividade farmacoldgica da Valeriana pode ser atribuida a véarios
constituintes quimicos como: o acido valerénico presente no 0Oleo essencial de
Valeriana (American Herbal Pharmacopoeia and Therapeutic Compendium apud
Goncalves e Martins, 2006), sendo esse o principal constituinte ativo na planta
(Maier-Salamon et al., 2009); aos valepotriatos, encontrados principalmente nos
orgaos subterraneos (Russowski, 2007), aos quais é atribuido poder de toxicidade
(Al Majed et al.,, 2006); aminoacidos como acido gama-aminobutirico (GABA)
(Santos et al., 1994); flavanéides (Marder et al., 2003); além de alcaloides, lignanas
e triterpenos (Circosta et al., 2007)

A Valeriana é moderadamente sedativa e usada nas desordens do sono

podendo ser uma alternativa ou uma possivel substituta de fortes sedativos, como
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0s benzodiazepinicos, no tratamento da ansiedade e distirbios do sono induzidos
pela ansiedade (Miyasaka et al., 2006). O mecanismo de acdo da Valeriana
officinalis ainda néo esta totalmente esclarecido, mas estudos propdem que o efeito
farmacoldgico do extrato de Valeriana e do acido valerénico, assim como 0s
benzodiazepinicos, sdo mediados por modulacdo da funcdo de receptores GABA A.
Sugere-se que o acido valerénico inibe a enzima GABAase na fenda sinaptica e
aumenta a disponibilidade dos mediadores GABA (3 do receptor GABA (Benke et
al., 2009). Portanto, a Valeriana pode potencializar o efeito sedativo e anestésico de
outros medicamentos que agem em receptores GABA.

Estudos sobre a toxicidade de Valeriana demonstram que o valtrato inibe
fortemente a sintese de DNA em culturas de células hepaticas de rato (Bounthanh et
al., 1983). Hui-Lian et al. (2003) detectaram a genotoxidade in vitro do extrato
diclorometandlico de Valeriana em culturas celulares humanas. Resultados do
estudo in vivo de YAO et al. (2007), no qual administraram durante oito dias por via
oral 2,79g/Kg/dia do extrato de Valeriana em ratas prenhas, ndo mostraram
aumento da incidéncia na ma formacao interna e externa dos fetos, nem efeitos
adversos com relacdo a fertilidade. No entanto, Tuffik et al. (1994) mostraram que

altas doses de Valeriana podem aumentar o retardo da ossificacéo.

2.2- Acédo do GABA no periodo de neurogénese.

Véarios dos distarbios neuropsiquiatricos tém sido considerados como
resultado da influéncia em estagios criticos durante o desenvolvimento do cérebro,
sendo que esses distarbios podem ser evidentes em diferentes fases da vida. O
periodo de desenvolvimento do cérebro tanto em humanos quanto em ratos é
caracterizado pela auséncia da barreira hematoencefalica, uma diferenca importante
entre o cérebro em desenvolvimento e maturo, que contribui para a vulnerabilidade
do cérebro a agentes que interferem em seu desenvolvimento. A estimulacdo de
receptores durante o desenvolvimento pode causar ajuste permanente dos
receptores e justifica a acdo teratogénica de agentes psicoativos em doses
farmacologicamente efetiva em adultos (Rodier, 1994; Rodier, 1995).

Neurotransmissores podem modular a proliferacdo de células ndo diferenciadas,
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neuroblastos e interferir na diferenciacéo celular (Emerit et al., 1992; Nguyen et al.,
2001).

Nos vertebrados, o acido gaba-aminobutirico (GABA) é o principal
neurotransmissor inibitorio do sistema nervoso central e atua provocando a abertura
de canais idnicos para permitir o influxo de ions cloreto ou efluxo de ions potassio,
hiperpolarizando o neurénio e inibindo a geracdo de potencial de acdo. O GABA é
uma substancia que tem surgimento prévio no desenvolvimento do cérebro de ratos
(Fiszman et al., 1993), o que indica o papel tréfico do GABA no inicio do
desenvolvimento do o0rgdo, envolvendo possivelmente receptores para esses
neurotransmissores e substancias correlacionadas (Lauder et al., 1986).

Estudos demonstram que no cérebro de mamiferos em desenvolvimento o
GABA exerce um efeito excitatorio, despolarizando a membrana e aumentando a
taxa de Ca®" intracelular (Cherubini et al., 1991), em contraste com a ac&o
hiperpolarizante no cérebro maduro. Owens et al. (1996) sugeriram que esta
despolarizacdo pode influenciar os eventos de desenvolvimento neocorticais iniciais
como neurogénese e sinaptogénese, através das vias de transducdo de sinal
dependentes do Ca?', pois constitui um sinal de regulacdo do crescimento neural
que dispara processos mediados pelo Ca®*, nos precursores neurais, neuroblastos e
neurdnios imaturos (Fizman e Schousboe, 2004).

Estudos em animais tém apontado que a exposicdo a drogas que atuam no
sistema GABA durante o desenvolvimento do cérebro pode provocar alteracdes no
desenvolvimento neurolégico. Kellog et al. (1993) estudaram o efeito da exposicéo a
benzodiazepinicos na vida intrauterina e a responsividade do receptor GABA
durante situacdes de estresse em animais de diferentes idades. Ficou demonstrado
gue nos animais controle as mudancas induzidas pelo estresse na funcdo do
receptor ndo foram evidentes até os 70 dias de idade e os ratos expostos ao
diazepam n&o apresentaram mudanca na funcdo do receptor em nenhuma idade, ou
seja, parece que ocorreu uma alteracdo na sensitividade de receptores GABA, o0 que
pode ocasionar uma alteragcdo nas respostas comportamentais a mudancas
ambientais.

Além disso, a avaliacdo de fatores neurotroficos derivados do cérebro em
ratos expostos ao diazepam na vida intrauterina demonstrou influéncia na expresséao
desses fatores neurotréficos no cérebro, porém o impacto foi de acordo com 0 sexo

e regido, sendo os machos mais afetados. Assim, a manipulacdo dos receptores
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GABA A durante o desenvolvimento poderia interagir com outros fatores troficos no
desenvolvimento levando a alteragdo na organizagdo neuronal e posteriormente
disfungéo neurocomportamental (Kellog et al., 2000).

Em relacdo as consequéncias metabodlica e comportamental a exposicao
neonatal ao diazepam, Schroeder et al. (1995) demonstraram que o diazepam
induziu déficit motor e também diminuicdo no metabolismo energético em algumas
regides que controlam a postura e balanco do corpo, 0 que pode estar
correlacionado com o impedimento da atividade locomotora.

Nicosia et al. (2003) observaram que houve um retardo no aparecimento da
resposta ao susto e a geotaxia negativa em animais expostos ao diazepam na vida
pré-natal. Além disso, as fémeas demonstraram resisténcia a inducdo a convulsao
por pentylenetrazol comparado a animais machos. Assim a exposicdo pré-natal a
agentes externos que atuam no receptor GABA provocaram alteracdes metabdlicas,
neurotréficas e comportamentais que podem ser influenciadas por fatores
dependentes do sexo, portanto torna-se importante argumentar o uso de

medicamentos durante a gravidez.

2.3- Comportamento materno

O Comportamento materno compreende todos os cuidados oferecidos pela
mae aos filhotes para garantir a sobrevivéncia destes até que eles se tornem
independentes (Marchewska-koj et al., 1999). Em ratos o comportamento materno
ocorre mesmo antes do parto, quando as fémeas gestantes lambem seus mamilos,
o que favorece o crescimento mamario e a funcdo secretora (Brown, 1998) e
também iniciam a construc¢do do ninho 4 a 5 dias antes do parto.

ApOs 0 nascimento, a secrecdo de dodecilpropianato pela glandula prepucial
das crias estimula a mae lamber a regido ano-genital dos filhotes, induzindo a
defecacdo e micgdo, comportamento essencial a sobrevivéncia (Brouette et al.,
1998). Os filhotes sdo completamente dependentes da mae, e estas despendem a
maioria do seu tempo cuidando do ninho, amamentando e recuperando os filhotes.

O comportamento materno € mantido por estimulos emitidos pelos filhotes como

temperatura, odor e vocalizacao (Barnett e Burn, 1970; Brown, 1998).
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O cuidado com o ninho € importante para manutencdo das crias aquecidas.
Tal comportamento € realizado até que as crias fiquem ativas e abandonem o ninho
(Barnett e Burn, 1970). Em relacdo a amamentacéo, esta pode iniciar depois de 15
a 29 minutos apés o nascimento (Brown, 1998). Com trés semanas de idade o leite
fornecido pela mée deixa ser suficiente para sustentacéo dos filhotes e o desmame
ocorre porque 0s dentes comegam a crescer e provocam irritacdo a mée, assim esta
comeca evitar os filhotes (Kristal, 2008).

A ativacdo do comportamento materno esta relacionada com determinadas
areas do cérebro como o nucleo pré-optico medial do hipotdlamo (Numan, 1994;
Kendrick, 2000; Poindron, 2005). O desencadeamento ocorre por mecanismos
enddocrinos que se iniciam no final da gestacdo como a sensibilizacdo prévia pelo
estrogénio, posteriormente a elevacdo de prolactina e a elevacdo dos niveis de
ocitocina, decorrente da excitacdo da regido cérvico-vaginal durante o parto (Numan,
1994).

Considerando a importancia do comportamento materno para sobrevivéncia
dos filhotes, ele também influéncia a qualidade do desenvolvimento nas diferentes
fases da vida (Poindron, 2005), uma vez que alteragcbes no metabolismo por
doencas, estresse ou toxicidade da mae se refletem no desenvolvimento da cria
(Sodersten e Eneroth, 1984; Champagne et al.,, 2003). Estudos experimentais
consideram como sinais de toxicidade materna o decréscimo no ganho de peso,
diminuicdo no consumo de &gua e alimento, sinais clinicos de toxicidade e
mortalidade (Castro, 2004; ICH, 2005).

Nesse sentido, fatores que interferem na relacdo mae-filhote nas fases iniciais
da vida representam um consideravel fator de risco para o desenvolvimento de
doencas de ordem psiquiatrica e neurodegenerativas nos filhotes (Levine, 2000;
Huang et al., 2002; Renard et al., 2005; Benetti et al., 2009). Estudos utilizam a
deprivacdo materna (3 a 6h por dia) para avaliacdo das alteracdes devido a
interferéncia na relagdo mée-filhote (Huot et al., 2002; Renard et al., 2005; Benetti et
al., 2009). Por exemplo, ratos deprivados da mé&e na vida neonatal , quando
estudados na vida adulta, apresentaram aumento no medo e ansiedade em resposta
a um agente estressor (Renard et al., 2005; Renard et al., 2007); altos niveis de
corticosterona (Huot et al., 2002; Huot et al., 2004); comportamento depressivo no
teste de nado-forcado (Huot et al., 2002; Huot et al., 2004). Além disso, de Kloet et

al. (1999) demonstraram diminuicdo nos receptores de glicocorticoides no
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hipocampo de filhotes de roedores privados da mée, considerando que em roedores
o impedimento da funcdo de receptores de glicocorticoides compromete a
capacidade cognitiva e espacial dos individuos. Desta forma, é importante a

avaliacdo do comportamento materno em estudos de toxicidade reprodutiva.

2.4- Desenvolvimento neonatal

Define-se agente teratogénico como qualquer agente externo que pode
induzir alteracdo estrutural ou funcional em individuos expostos durante a vida
embrionaria (Dicke, 1989). Algumas alteracdes ndo sdo evidentes ao nascimento,
mas séo observadas na vida neonatal.

O estudo do desenvolvimento neonatal consiste em avaliagbes do
desenvolvimento fisico (nivel anatdomico) e reflexoldégico dos filhotes. O
desenvolvimento fisico é avaliado a partir da abertura dos olhos, desdobramento do
pavilhdo auricular, aparecimento de lanugo e pelos, erup¢ao dos incisivos superiores
e inferiores, a abertura vaginal ou descida dos testiculos, enquanto o
desenvolvimento reflexologico € observado os reflexos como a preensdo palmar,
resposta postural, esquiva ao abismo e geotaxia negativa. Avaliam-se os sinais de
desenvolvimento fisico e respostas reflexolégicas ocorrem em tempo semelhante ao
grupo controle (Baso et al., 2003; Chiavegatto et al., 1997; Dorce et al., 2009;
Oliveira et al., 2011).

Fox (1965) considera os sinais de desenvolvimento reflexolégico como
indicativos de maturacdo do cérebro. Segundo Altman e Sudarshan (1975) a
regulacdo do ajuste postural esta envolvido com trés sistemas: vestibular, tactil e
proprioceptivo. Desta forma, o atraso nas respostas reflexoldégicas implica em
alteracdes no desenvolvimento do sistema nervoso central, o que pode representar
um fator preditivo para modificagbes comportamentais na vida adulta. Portanto, o
estudo do desenvolvimento neonatal possibilita avaliar se um determinado agente
externo poderia diretamente ou indiretamente afetar o desenvolvimento e maturagéao
do filhote.



21

2.5- Ansiedade

O termo ansiedade se refere a um estado muito dificil de definir ou
caracterizar. Segundo Coélho e Tourinho (2008) as multiplas definicbes encontradas
para ansiedade na literatura nédo refletem necessariamente conceitos incompativeis,
visto que talvez abordem diferentes relagcdes de um fenbmeno complexo. Assim, 0s
diferentes conceitos encontrados podem se referir a componentes fisioldgicos ou
comportamentais, 0S quais, em conjunto, formam uma rede de relagées complexas
que definem a ansiedade do individuo. A ansiedade € considerada uma emocao
semelhante ao medo, no entanto este é fruto de ameaca definida enquanto na
ansiedade a fonte de perigo € incerta ou desconhecida (Graeff e Guimaréaes, 1999).

Atualmente, vérios estudos consideram uma distingdo entre ansiedade-
estado e ansiedade-traco (Belzung et al., 2001). A ansiedade-estado € aquele
estado relacionado a experiéncias subjetivas em um determinado momento e é
aumentado pela presenca de um estimulo ansiogénico. Ansiedade-traco, por sua
vez, nao varia de momento a momento, sendo um quadro persistente e duravel,
refletindo a maneira como o individuo interage com o ambiente.

A ansiedade é entdo um estado humano subijetivo; tal fato dificulta o estudo
da mesma em animais. No entanto, apesar de ser reconhecido que 0s animais nao
podem exibir todos os matizes da ansiedade humana, os estudos neles realizados
permitem investigacfes detalhadas dos processos neurobiolégicos e psicolégicos
relacionados ao medo, quando este pode ser inferido como resposta a situagdes
aversivas (Bourin et al.,, 2007). A maioria das pesquisas em farmacologia
comportamental tem abordado mudancas induzidas por drogas na ansiedade-
estado, onde o animal é confrontado com uma situacdo ansiogénica (Lister, 1990).
Para tais estudos, vem sendo utilizado testes comportamentais como o labirinto em

cruz elevado e o teste da placa perfurada.
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2.5.1- Labirinto em cruz elevado (LCE)

O labirinto em cruz elevado € um dos testes comportamentais mais populares
na pesquisa da ansiedade, sendo baseado no comportamento incondicionado.
Derivou de um trabalho com Y-labirinto que compreende numeros diferentes de
becos fechados e abertos, no qual Montgomery (1955) observou que ratos mostram
consistentemente altos niveis de exploracdo e preferéncia para bracos fechados e
concluiu que o esquivar-se dos bracos abertos se devia ao fato deles evocarem
elevado nivel de medo.

Durante os testes o0s ratos podem apresentar comportamentos como
congelamento, defecacdo e miccdo, além de aumento do nivel plasmatico de
hormonios de estresse, tais como a corticosterona e o cortisol — sinais indicativos de
ansiedade (Graeff e Guimaréaes, 1999).

A causa da aversdo aos bracos abertos pode ser explicada por diferentes
hipoteses. Sugeriu-se que a aversdo pelos bracos abertos resultaria do medo de
altura (Pellow, 1986) e/ou de espacos abertos (Pellow et al.,1985). Treit e Fundytus
(1988) propuseram que a relutancia do animal entrar nos bragos abertos estaria
relacionada ao comportamento de tigmotaxia — tendéncia de o animal permanecer
com o corpo préximo ou em contato com superficies verticais. No entanto, ainda nao
se sabe exatamente o porqué da preferéncia pelos bragos fechados. Primeiramente
foi sugerido que estaria relacionado ao sentido das vibrissas (Treit et al., 1993),
paralelamente a utilizacédo da visdo (Cadernas et al., 2001; Martinez et al., 2002).

Handley e Mithani (1984) fizeram estudos iniciais avaliando o labirinto em cruz
elevado em testes farmacologicos como um possivel modelo, em animal, para o
estudo da ansiedade, sendo que compostos ansioliticos aumentam, enquanto
compostos ansiogénicos diminuem a porcentagem de tempo gasto nos bragos
abertos em relacédo ao tempo gasto em ambos os bragos do aparato (bragcos abertos
+ bracos fechados) (Pellow et al., 1985; Cole et al., 1995), ou seja, uma maior
intensidade de ansiedade corresponde uma maior exploracdo dos bracos abertos
(Morato e Brand&o, 1997). E importante ressaltar que o célculo do indice de tempo
de permanéncia nos bragos abertos/bragos abertos+fechados com os resultados do
labirinto em cruz elevado elimina a interferéncia da atividade locomotora na

interpretacdo dos resultados quanto & ansiedade. Desta forma o LCE é uma
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ferramenta experimental importante para estudos farmacoldgicos que sustentam

muitas pesquisas no campo da ansiedade (Stern et al., 2010; Garcia et al., 2011).

2.5.2-Placa perfurada

Testes comportamentais incondicionados séo frequentemente utilizados para
avaliar efeitos de drogas (Sheldon, 1968). No entanto, dependendo do teste, a
interpretagdo confiavel dos resultados pode ser alterada pela atividade locomotora
do animal, visto que um animal que apresenta elevado indice de locomocéao tende a
explorar mais o ambiente, no entanto ndo € uma resposta do estado de ansiedade e
sim uma resposta motora.

Boissier e Simon (1962,1964) introduziram pela primeira vez o teste da
placa perfurada, um método simples para avaliar a exploracdo em um novo
ambiente. O aparato consiste em uma arena fechada com buracos no piso, nos
quais o animal pode mergulhar a cabeca conhecido como mergulhos (File e Wardill,
1975 a,b). A frequéncia dos mergulhos da cabeca fornece medidas para avaliar a
exploragdo em um novo ambiente, de forma que ficou demonstrado que o0s
mergulhos da cabeca sdo independentes da atividade locomotora, eliminando a
dificuldade de diferenciacédo entre o indice de ansiedade e a locomocao do animal
(Abel, 1995).

Outros estudos usam a placa perfurada modificada, que compreende um
teste comportamental ndo condicionado utilizando as caracteristicas do campo
aberto e da placa perfurada, assim o teste fornece automaticamente medidas como:
atividade locomotora, exploracdo do ambiente e nimero de vezes em que o0 animal
se levanta (Takeda et al., 1998; Casarrubea, 2010).

E conhecido que vérios testes sdo utilizados em pesquisas pré-clinicas em
farmacologia do comportamento. Takeda et al. (1998) avaliando drogas ansioliticas
e ansiogénicas no teste da placa perfurada demonstraram que o comportamento de
mergulhos pode refletir o estado ansiolitico e ansiogénico do animal e que a placa
perfurada modificada é um novo, sensivel e confiavel modelo para estudar
ansiedade, ja que a baixa frequéncia de mergulhos reflete um alto estado de

ansiedade no animal. Acredita-se que esta relacdo ocorre pelo fato de que quanto
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mais ansioso se encontra um animal, menos ele tende de se expor ao perigo, por

exemplo, a uma predacao (Rodriguez Echandia et al., 1987).
2.6- Memoria

Apesar de nado existir um consenso absoluto acerca da definicdo dos termos
aprendizado e memoria, é possivel diferenciar alguns conceitos. O aprendizado é a
aquisicdo de novas informacfes, enquanto que memdéria engloba a aquisicdo, a
formacdo, a conservacgao e a evocacao das informacdes (Izquierdo, 2002).

Memorias séo classificadas de acordo com seu conteudo: as memorias que
registram fatos eventos ou conhecimentos sao chamadas declarativas (explicitas) e
as memoérias de capacidade ou habilidades, motoras ou sensorial, sdo as memarias
conhecidas como procedurais (implicitas) (lzquierdo, 2002; Mourdo e Abramov,
2011). As memorias também podem ser classificadas de acordo com sua duracao:
as memorias armazenadas por um curto periodo de tempo sdo consideradas
memoérias de curta duracdo e aquelas armazenadas por um longo periodo de tempo
sdo consideradas memoérias de longa duragdo (Goldman,1996; Izquierdo, 2002).
Enquanto a memodria estiver retida, a informacdo pode ser recuperada, este
processo se denomina evocacdo, no entanto quando ocorre o desaparecimento de
memorias consolidadas, temos o fendbmeno do esquecimento (lzquierdo, 2002).
Além disso, existe a memoria de trabalho que mantém durante alguns segundos a
informacéo que esta sendo processada no momento (Mourdo e Abramov, 2011). A
memoria de trabalho se diferencia das outras porque ndo forma tracos bioquimicos
(Izquierdo, 2002; Mour&o e Abramov, 2011).

O hipocampo é a estrutura central para a formagdo de memorias declarativas,
sendo que varias regides corticais como a pré-frontal, a entorrinal e a parietal
participam do processo. As memodrias implicitas envolvem, em diversos casos,
algumas dessas areas, mas dependem fundamentalmente de circuitos subcorticais
(ndcleo caudado ou globo palido) ou cerebelares (lzquierdo, 2002; Mourdo e
Abramov, 2010).

Durante o processo de formacdo de memorias, elas sdo susceptiveis a

interferéncia, por exemplo, de drogas ou outros tratamentos (MCgaugh e Izquierdo,
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2000). Além disso, fatores que interferem na neurogénese sao conhecidos como
potenciais mediadores no prejuizo de funcbes hipocampais (Gould et al., 1999).
Pesquisas farmacoldgicas utilizam modelos comportamentais, para avaliacdo dos
diferentes tipos de memdria, como o teste de reconhecimento de objetos,
caracterizado por utilizar memorias inatas, relacionadas com reconhecimento de
objetos novos e o teste de esquiva inibitéria que se caracteriza por ser uma
avaliacdo de memoria de conteudo aversivo. Desta forma, utilizaram-se os dois
testes e um mesmo animal para ambos por explorarem memodrias de natureza

distinta.

2.6.1- Teste da Esquiva Inibit6ria

O teste de esquiva inibitoria € amplamente utilizado em avaliacbes cognitivas
(Davoodia et al., 2011; Aghdam et al.,, 2012). O experimento consiste em duas
sessdes diferentes: a sessdo de treino, na qual o animal € punido com um choque
nas patas apés descer de uma plataforma e a sesséo de teste, na qual o tempo que
o animal leva para descer da plataforma é registrado para avaliar se o animal se
lembra de que ndo deve descer para ndo receber o chogue (Bammer, 1982).

O intervalo entre a sessao teste e o teste de retencdo depende do tipo de
memoéria que sera avaliado. Assim o teste é utilizado para avaliacdo de memorias,
pois 0 tempo entre a sessao treino e a sessao teste vai determinar a avaliacdo da
memoéria de longa duracdo ou curta duracdo. lzquierdo et al. (1998), utilizando o
teste de esquiva inibitoria, observaram que tratamentos que interferem em sistemas
de neurotransmissores no hipocampo, ou nos cértices entorrinal ou parietal, afetam
diferentemente dois tipos de memoria: podem bloquear a memoria de curta duragcéo
sem afetar a memoéria de longa duracdo, ou podem alterar ambas, porém de
maneira distinta.

Além disso, o teste € utilizado em pesquisas farmacolégicas. Dickinson-Anson
e MCgaugh (1997) demonstraram que a administracdo de benzodiazepinicos
posteriormente ao treino altera a retencdo da memaria no teste de esquiva inibitéria,
sendo que a transmissdo GABAergica inibe a aquisicéo inicial da memoéria do medo

e possivelmente a sua consolidacdo (Kim et al., 2006).
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2.6.2- Teste de Reconhecimento de objetos

O teste de reconhecimento de objetos foi proposto por Ennauceur e Delacour
(1988) embasados na observacdo de um comportamento inato de roedores, em que
estes preferem explorar objetos novos em detrimento de objetos jA conhecidos.
Desta forma, roedores exploram durante maior periodo de tempo objetos que
desconhecem em relagéo a objetos familiares, conhecido como neofilia.

O teste vem sendo muito utilizado em pesquisas experimentais para avaliar
efeitos de drogas sobre a memoria (Ennaceur e Aggleton, 1994; Rampon et al.,
2000). O teste nédo requer um treinamento preliminar extenso, nem um
condicionamento aversivo (Ennauceur e Delacour, 1988). Devido as suas vantagens
e praticidade, o teste de reconhecimento de objetos torna-se uma ferramenta de
grande utilidade para pesquisas de processos neuronais e comportamentais sem
alterar o comportamento natural do animal. Assim, tanto o teste de reconhecimento
de objetos quanto o teste de esquiva inibitéria podem ser utilizados para avaliacdo
da memodria de longa duracdo, no entanto se completam, pois o teste de
reconhecimento de objetos utiliza estimulo etoldgico (exploracdo de ambientes
novos), enquanto o teste de esquiva inibitéria € embasado em um estimulo aversivo

(choque).
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3.0- HIPOTESE

A exposicao a Valeriana na vida intrauterina provoca alteracfes que podem

ser evidentes tanto no desenvolvimento neonatal quanto na vida adulta das crias.
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4.0- OBJETIVOS

4.1- Objetivo geral

Avaliar o efeito que a administracdo de extrato do Valeriana durante a
gestacao possa ter sobre o desenvolvimento fisico e reflexolégico na vida neonatal e

na ansiedade e memoaria na vida adulta das crias.

4.2- Objetivos especificos

. Observar manifestacdes de sinais clinicos de toxicidade e alteracées do
comportamento na mée;

. Avaliar o aparecimento dos sinais fisicos de desenvolvimento pos-natal;

. Determinar o periodo de aparecimento dos reflexos neuromotores;

. Investigar o estado de ansiedade do filhote na vida adulta;

. Avaliar a memoaria etologica de longa duracéo do filhote na fase adulta.

. Avaliar a memoaria aversiva de longa duracao do filhote na fase adulta.
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5.0- MATERIAL E METODOS

5.1- Valeriana

A Valeriana na forma de extrato seco foi fornecida pela empresa
ORTOFARMA®, onde se realizou a analise de controle de qualidade fisico-quimico.
O extrato foi importado pela empresa QUIMER®, sob o lote nUmero 004/2011.

O extrato seco foi suspendido em agua deionizada diariamente e mantido sob
protecdo da luz. O estoque da substancia foi conservado em dessecador a vacuo

para evitar umidificacao.

5.2- Modelo experimental

Foram utilizadas 40 ratas Wistar entre 90 e 120 dias provenientes da colonia
do Biotério do Centro de Biologia da Reproducéo (CBR) da Universidade Federal de
Juiz de Fora.

Os animais foram alojados na propor¢éo de cinco animais/ gaiola, em gaiolas
de polipropileno (40X30X16 cm), forradas com maravalha selecionada nao
esterilizadas, dotadas de cocho para racdo e local para mamadeira com agua. As
gaiolas foram mantidas em arméarios climatizados ALESCO @, em alojamento
provido de dispositivo temporizador, mantendo ciclo claro/escuro de 12 horas, sendo
a fase clara de 6:00 as 18:00 horas e a fase escura de 18:00 as 6:00 horas. Os
animais receberam &gua filtrada néo esterilizada e racdo tipo pellets (Nuvital®
Nuvilab, Colombo-PR, Brasil), ad libitum. Os procedimentos com 0s animais
seguiram os principios preconizados no “Manual sobre cuidados e usos de animais
de laboratério” (ILAR,2003).

Os experimentos foram realizados nos Laboratorios do Centro de Biologia da
Reproducao, Universidade Federal de Juiz de Fora e no Laboratorio de Fisiologia do

Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Juiz.
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5.3- Acasalamento

Duas fémeas foram transferidas para a gaiola de um macho e colocadas a
noite para acasalamento. A presenca de espermatozoides no esfregagco vaginal,
realizado na manha seguinte ao acasalamento, foi considerado como evidéncia do
acasalamento e como o dia 1 de gestacdo(DG1) (Beaudoin, 1985).

Cada rata, no 12° dia de gestacdo, foi colocada em gaiola individual e
distribuida aleatoriamente para constituir os grupos experimentais descritos adiante.

5.4- Grupos experimentais

As ratas foram distribuidas aleatoriamente em quatro grupos com dez (10)
animais cada, seguindo o esquema a seguir (Al-majed et al., 2006):

Grupol = controle-recebeul ml do veiculo utilizado no preparo do extrato

Grupo 2 = Tratado 1- recebeu 500mg/kg do extrato aquoso de Valeriana

Grupo 3 = Tratado 2- recebeu 1000mg/kg do extrato aquoso de Valeriana

Grupo 4 = Tratado 3 — recebeu 2000mg/kg do extrato aquoso de Valeriana

A Valeriana em p6 foi diluida em uma propor¢éo de 500mg/ml e cada animal
recebeu a dose conforme sua massa corporal, por via intragastrica no periodo do
122 ao 192 dia de gravidez, que corresponde ao periodo mais vulneravel no

desenvolvimento do cérebro (Vorhees et al., 1990).

5.5- Avaliacao de toxicidade materna

Indicios de toxicidade materna foram considerados através da observacéo de
atividade geral, postura, presenca de piloerecdo, diarréia e estereotipia, verificados
durante 30 minutos apoés o tratamento. Todos os animais foram pesados e tiveram o

consumo de ragdo estimado, diariamente. A estimativa do consumo de ragéo foi feita
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pela diferenga entre gramos de rag&o (40g/dia/animal) colocados em um dia e o que
restou no dia seguinte.

Também se observou o comportamento materno como: aleitamento,
canibalismo, comportamento de lamber os filhotes, recuperacdo das crias e
organizacdo do ninho (Brown, 1998; Chiavegatto et al., 1997). Esses
comportamentos foram observados durante cinco minutos para cada rata uma hora

antes dos procedimentos de tratamento.

5.6- Avaliacao do desenvolvimento neonatal

Para o estudo do desenvolvimento neonatal foram utilizadas 20 ratas entre as
40 inseminadas. As crias foram também homogeneizadas de forma a obter 8 filhotes
em cada ninhada (4 machos e 4 fémeas).

Os filhotes foram identificados através de tatuagem, por nanquim, feita na
pele. Machos e fémeas foram observados separadamente, visto que existem
evidéncias de diferencas de géneros nos processos neuronais e comportamento
(Kelly et al., 1999). Os dados de desenvolvimento fisico e reflexolégico das crias

foram anotados diariamente.

5.7- Desenvolvimento fisico

O dia do nascimento foi considerado o primeiro dia pds-natal (DPN1). Para
evitar estresse pela manipulacao dos filhotes, os animais foram contados, sexados e
pesados (em ninhadas separadas por sexo) 24horas ap6s 0 nascimento e no 42
102 159 20° e 252 dias ap6s parto (Bailey et al., 2009). Os sinais indicadores de
desenvolvimento fisico adotados foram: abertura dos olhos, desdobramento das
orelhas, aparecimento de lanugo e pelos, erupg¢do dos incisivos superiores e
inferiores, a abertura vaginal ou descida dos testiculos. Para estruturas pares a data
considerada foi a do aparecimento das duas estruturas (Chiavegatto et al., 1997,
Dorce et al., 2009; Oliveira et al., 2011)
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Para a observacao do aparecimento do lanugo foi utilizada uma lupa de méo.
O aparecimento dos pelos foi considerado quando o corpo do animal estava
recoberto de pelos e na cor branca. A erup¢ao dos incisivos, superiores e inferiores,
foi avaliada com auxilio de um lapis atritando a gengiva. A abertura vaginal foi
datada quando havia um orificio discernivel e a descida dos testiculos quando os
dois testiculos desciam para o escroto.

5.8- Desenvolvimento reflexoldgico

Para verificar aparecimento dos reflexos neuromotores foram feitos os
seguintes testes: preensao palmar, resposta postural, esquiva ao abismo, orientacao
e geotaxia negativa. Os testes foram realizados diariamente até o seu aparecimento,
com duracdo de 15 segundos cada (Chiavegatto et al., 1997; Dorce et al., 2009;
Oliveira et al., 2011).

Preensao palmar: para observar a preensao palmar foi colocado um clips na

pata dianteira dos filhotes e a resposta € o fechamento dos dedos (Fig. 1).

Figura 1- Teste preensédo palmar: Presenga de reflexo.

Resposta postural: neste teste o animal é colocado em decubito dorsal
sobre uma superficie e espera-se a resposta de retornar a posicdo de decubito
ventral (Fig. 2).
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Figura 2: Teste de resposta postural: a) auséncia do reflexo, b) presenca do reflexo.

Esquiva ao abismo: O animal é colocado na borda de uma mesa com as
patas dianteiras voltadas para fora. A resposta consiste no deslocamento do animal

em direcao oposta (Fig. 3).

Figura 3: Esquiva ao abismo: a) auséncia do reflexo b) presenca do reflexo.

Geotaxia negativa: O filhote foi colocado em uma rampa, com inclinagéo de
45°, com a cabeca voltada para baixo observa-se o animal girar180° (Fig. 4).

Figura 4: Geotaxia negativa: a) auséncia do reflexo, b) presenca do reflexo.
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5.9- Avaliagdo comportamental na vida adulta

Para avaliacdo do comportamento na vida adulta foram utilizados trés machos
de cada ninhada, que foram reagrupados em lotes de trés a quatro animais de
ninhada diferentes identificados por marcas de acordo com codigo estabelecido no
biotério do Centro de Biologia da Reproducdo. Foram selecionados apenas machos
para evitar interferéncia de possiveis diferencas em comportamento entre géneros
devido a bases hormonais (Kelly et al., 1999).

Aos 90 dias de idade (PND 90), foram realizados os testes comportamentais,
sendo para cada tratamento 10 animais para os testes de memoéria e 20 para 0s
testes de ansiedade. Na avaliacdo da ansiedade foram utilizados animais diferentes,
visto que a exposicdo a um teste pode produzir ansiedade e interferir nos resultados
do outro teste. Enquanto nos testes de memoria foi utilizado apenas um animal para

os dois testes, visto que a natureza da meméria explorada em cada teste é diferente.

5.9.1- Avaliacéo do efeito ansiolitico

5.9.1.1- Labirinto em cruz elevado (LCE)

5.9.1.1.1- Aparato

O labirinto € composto por dois bracos abertos e dois bracos fechados por
paredes de 30 centimetros de altura. Cada braco mede 50cm de comprimento por
10 cm de largura e contém uma area central quadrada de 10 x 10 cm. O labirinto
esta a 60 cm acima do chéo (Fig 5).
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Figura 5: Labirinto em Cruz elevado.

5.9.1.1.2- Procedimentos experimentais

Os animais foram colocados no centro do labirinto e foi monitorado o tempo
de permanéncia do animal nos bragos abertos e bragos fechados durante cinco
minutos (Pellow et al., 1985). Ap06s cada teste o aparato foi limpo com alcool

isopropilico 70%.

5.9.1.1.3- Variaveis avaliadas

Uma vez que o grau de ansiedade de um rato esta diretamente relacionado
com a tendéncia de o animal evitar os bragcos abertos do LCE (Morato e Brandao,
1997), preferindo os bracos fechados. A variavel utilizada como indicadora de
ansiedade foi o tempo percentual de permanéncia do animal nos bracos abertos (%
tBA), dado por (tempo de permanéncia nos bragcos abertos dividido pelo tempo de
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permanéncia nos bracos abertos e fechados) x 100. A utilizacdo do % tBA ao invés
da simples medida do tempo de permanéncia nos bracgos abertos foi utilizada para
controlar uma importante variavel interveniente que é a atividade locomotora do
animal, pois ao se medir o grau de atividade nos bracos abertos em relacdo a
atividade em ambos os bragos os efeitos de uma maior ou menor atividade

exploratoria ficam corrigidos (Rodgers e Dalvi, 1997).

5.9.1.2- Placa perfurada

5.9.1.2.1- Aparato

O aparelho consiste em uma caixa quadrada de acrilico transparente
(50x50x30cm), com 16 orificios de 2cm de diametros, equidistantes uns dos outros e
das bordas, com demarcacdes feitas entre as diferentes areas de orificios (File e
Pellow, 1985) (Fig. 6).

Figura 6: Placa perfurada.
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5.9.1.2.2- Procedimentos experimentais

O animal foi colocado individualmente na placa por um periodo de 5 minutos e
foi registrado o niumero de vezes que 0s animais espreitam os orificios, além do
movimento e comportamentos estereotipados do animal. Apds cada teste o aparato

foi limpo com alcool isopropilico 70%.

5.9.1.2.3- Variaveis avaliadas

O aumento do numero e do tempo gasto espreitando os orificios implica em
acdo ansiolitica (Boisser, 1976). Assim, foi registrado o nimero de vezes que 0s
animais espreitam os orificios (Rodriguez et al., 1987).

5.9.2- Memoria

5.9.2.1- Teste de esquiva inibitéria

5.9.2.1.1- Aparato

A caixa de esquiva inibitéria é formada por quatro paredes de metal de 21 cm
de altura e um piso de 20,5 X 22 cm, composto por grades paralelas de aco
inoxidavel com 1mm de didmetro e afastadas em 1cm uma da outra. O piso é
conectado a um aparato capaz de produzir choques elétricos de intensidade e
duracdo definidos pelo examinador (Fig. 7). O aparato encontra-se em uma sala
iluminada por luz fraca (22 + 1 lux) e os testes foram realizados durante a fase clara
do ciclo, entre 10:00 e 16:00 h.
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Figura 7: Esquiva inibitdria.

5.9.2.1.2- Procedimento experimental

Cada rato foi colocado na plataforma de metal que se localiza no interior do
aparato. Na sessdo de treino, imediatamente apés descer da plataforma o animal
recebeu um choque nas patas com 0,5 mA de intensidade e 2 segundos de duragéo.
A sessdo de teste para memoria de longa duracéo ocorreu 24 horas apés a sessao
de treino. Na sessao de teste o animal ndo recebeu choque e a laténcia para descer
da plataforma foi de 180s, quando o animal ndo desceu da plataforma durante este
tempo foi considerado como 180s. Isto requer 0 uso de estatistica ndo paramétrica
(Izquierdo et al., 1998). Apds cada teste o aparato foi limpo com alcool isopropilico
70%.
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5.9.2.1.3- Variaveis avaliadas

Nas sessoes de teste foi cronometrado o0 tempo necessario para o rato descer
da plataforma com as quatro patas. Quando o animal ndo desceu em até 180s, o
mesmo foi retirado do aparato e devolvido a sua gaiola. O procedimento
experimental foi realizado segundo o protocolo proposto por Vinade et al. (2004).

5.9.2.2- Teste de reconhecimentos de objetos
5.9.2.2.1- Aparato

O teste de reconhecimento de objetos foi realizado em uma arena feita de
MDF, com base retangular de 60 x 40 cm, piso coberto com vidro antiderrapante,
cercada por paredes com 30 cm de altura (Fig. 8a). Foram utilizados quatro cilindros
de plastico, trés brancos (Al, A2 e A3) e um preto (B), com medidas de 3 cm de
diametro da base e 5 cm de altura. Os quatro cilindros foram idénticos, exceto pela
cor do cilindro B. O aparato encontra-se em uma sala iluminada por luz fraca (22 £ 1

lux) e os testes foram realizados durante a fase clara do ciclo, entre 10:00 e 16:00 h.

IR I x';
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Fonte: arquivo pessoal

Figura 8: Reconhecimento de objetos.
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5.9.2.2.2- Procedimento experimental

Todos 0s animais passaram por um periodo de habituacdo, no qual puderam
explorar livremente a arena durante 5 minutos. Vinte e quatro horas apds a
habituacdo foi realizada uma sesséo de treino, com 5 minutos de duracéo, na qual
cada rato foi colocado na arena, na presenca de dois cilindros brancos idénticos (Al
e A2) (Fig 8b), posicionados em duas quinas adjacentes e a 10 cm de distancia das
paredes da arena. No teste da memoéria de longa duracgdo, realizado 24h apls a
sessdo treino, e com duragdo de 5 minutos, os objetos Al e A2 foram substituidos
por um cilindro branco (A3) idéntico a A1 e A2, e 0 objeto novo, ou seja, o cilindro
preto (B)(Fig 8c). Entre os testes, a arena e 0s objetos foram limpos com alcool
isopropilico 70%. O motivo de se ter usado o objeto A3 no teste foi evitar que a
animal utilizasse pistas olfatdrias para reconhecer os objetos.

5.9.2.2.3- Variaveis avaliadas

O tempo que o animal gastou explorando os objetos A3 (TA) e B (TB) foi
cronometrado. Em seguida foi calculado o indice de discriminacéo, dado por TB/(TA
+ TB). Caso o animal se lembre do objeto A3, espera-se que o indice calculado seja
maior que 50%. Foi considerado como exploracdo o comportamento de cheirar ou
tocar o objeto com o focinho ou com as patas. Todo o procedimento experimental foi

realizado segundo o protocolo proposto por Bevins e Besheer (2006).
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6.0- ANALISE ESTATISTICA

Os dados dos testes de desenvolvimento fisico e reflexologico foram
apresentados de acordo com a frequéncia de filhotes que apresentaram o sinal
indicador do desenvolvimento em cada dia. Essa frequéncia foi agrupada em trés
categorias, baseando-se no dia em que o0 grupo controle apresentou a maior
frequéncia de individuos com o aparecimento do indicador fisico ou do reflexo:

Categoria 1: Frequéncia semelhante ao do grupo controle

Categoria 2: Frequéncia anterior a exibida pelo grupo controle

Categoria 3: Frequéncia posterior a exibida pelo grupo controle.

Os resultados foram submetidos ao teste Qui-quadrado (a =0.05) para
comparar 0 grupo controle com cada grupo tratado. Diferencas significativas foram
consideradas quando p < 0,01(para se evitar o efeito das multiplas comparacdes
sobre o risco alfa). Nos testes de labirinto em cruz, placa perfurada e
reconhecimento de objetos, nas inferéncias estatistica, quando os pressupostos de
normalidade, homocedasticidade ndo foram violados, utilizamos teste paramétrico
One-way-ANOVA(a =0.05), do contrario foi utilizado teste ndo paramétricos (a=0.05).
A normalidade foi verificada por meio do teste Shapiro-Wilk e a homocedasticidade
pelo teste de Levene. Para esquiva inibitéria foi utilizado Kruskal-Wallis (a=0.05). Os
dados foram apresentados com (média = erro padrdo). As diferencas significativas

foram consideradas quando p < 0,05.
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7.0- APROVACAO DO COMITE DE ETICA

O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de ética em
Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Juiz de Fora, encontrando-se
protocolado sob o nimero de 019/2011.
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8.0- RESULTADOS

8.1- Avaliacao Materna

N&do foram observados sinais clinicos de toxicidade materna como:
piloerecao, estereotipias, diarreia e mortes em nenhum dos grupos estudados. Em
relacdo ao comportamento materno, a postura de amamentacdo, construgdo do
ninho, o recolhimento dos filhotes e o ato de lamber as crias foram semelhantes
entre 0S grupos.

Também ndo foram observadas diferencas significativas no consumo de

ragcéo (Fig.9) ou peso materno (Fig.10) entre os grupos estudados.

—— Controle

— Tratamento 1=500mg/Kg

—— Tratamento 2=1000m/Kg
Tratamento 3=2000mg/Kg
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Figura 9: Consumo estimado de racao por ratas Wistar gestantes tratadas com suspensdo aquosa de
Valeriana nas concentragfes 500 (n=10), 1000 (n=10) ou 2000mg/Kg (n=10) ou o controle (n=10).

Nenhuma das diferencas foi estatisticamente significante.
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——Controle
—— Tratamento 1=500mg/Kg
—— Tratamento 2=1000mg/Kg
Tratamento 3=2000mg/Kg
T

Dia de tratamento

Figura 10: Peso corporal de ratas Wistar gestantes tratadas com suspensédo aquosa de Valeriana nas
concentragdes 500 (n=10), 1000(n=10) ou 2000mg/Kg (n=10) ou o controle (n=10). Nenhuma das
diferencas foi estatisticamente significante.

8.2- Indices de sobrevivéncia

Os dados referentes aos indices de sobrevivéncia dos filhotes ndo mostraram

diferenca significativa entres os grupos experimentais (Tab. 1).

Tabela 1: indices de sobrevivéncia dos filhotes, obtidos de mées (n =10) expostas ao extrato aquoso
de Valeriana 500(Tr1), 1000(Tr2) ou 2000mg/Kg(Tr3) ou controle na vida intrauterina. Nenhuma das
diferencas foi estatisticamente significante.

Indice Controle Trl Tr2 Tr3
Viabilidade ~ 100% (91/91) 99,1%(110/111) 99,0%(104/105) 99,0%(94/95)
Lactagéo 96,7% (88/91) 99,1%(110/111) 99,0%(100/105) 98,0%(93/95)

Pré-desmame 82,4%(75/91) 90,0%(110/111) 81,0%(86/105) 86,0%(82/95)

indice de viabilidade = n® de filhotes vivos no quarto dia/ n°de filhotes nascidos.
indice de lactacdo = n® de filhotes vivos no 21° dia de vida/ n® de filhotes nascidos
indice de pré-desmame = n? de filhotes nascidos vivos — n® de crias desmamadas / n° de filhotes

nascidos vivos.
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8.3- Desenvolvimento fisico em machos

Os dados referentes ao peso dos filhotes ndo mostraram diferenca

significativa entres os grupos experimentais em machos (Fig. 11).

——Controle

—— Tratamento 1=500mg/Kg

—— Tratamento 2=1000mg/Kg
Tratamento 3= 2000mg/Kg

O T T T T T T T T T T T 1
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26

Idade (dia)

Figura 11: Peso corporal de crias do sexo masculino, desde as 24 horas apds o nascimento (dia 2)
ao 25° dia de vida. Controle (n=40), 500mg/Kg (n=40), 1000mg/Kg (n=40), 2000mg/Kg (n=40).

Nenhuma das diferencas foi estatisticamente significante.

A data de aparecimento dos indicadores fisicos como: desdobramento de
orelha, erupcdo do incisivo superior, abertura do olho e descida dos testiculos foi
semelhante entre os grupos em machos (Tabela 2), no entanto a erup¢ao do incisivo
inferior apresentou diferenca estatistica entre o controle e tratamento 3 (y?=10,2;
gl=2; p=0,006) (Fig.12), aparecimento do lanugo entre controle e tratamento 1
(x?=11,4; gl=2; p=0,003) (Fig. 13) e o aparecimento do pelo entre controle e
tratamento 1 (y°=17,7; gl=2; p < 0,001) (Fig. 14), controle e tratamento 2(y*=10,4;
gl=2; p=0,006) (Fig.14).



46

Tabela 2: Desenvolvimento fisico dos filhotes de sexo masculino expostos ao extrato aquoso de
Valeriana 500(Trl), 1000(Tr2), ou 2000mg/Kg(Tr3) ou controle na vida intrauterina. Nenhuma das

diferencas foi estatisticamente significante.

Indicadores Fisicos Controle  Trl Tr2 Tr3

n=23 n=21 n=23 n=18
Desdobramento da orelha
Anterior 26,0% (6) 30,0%(6) 13,0%(3) 66,0%(12)
Dia 5 69,5%(16) 70,0%(14) 82,6%(19) 34,0%(6)
Posterior 04,5%(1) 00,0%(0) 04,4%(1) 00,0%(1)
Erupgéo do incisivo superior
Anterior 04,3%(1) 00,0% (0) 00,0%(0) 00,0%(0)
Dia 9 56,5%(13) 55,0%(11) 43,5%(10) 61,1%(11)
Posterior 39,2%(9) 45,0%(9) 56,5%(13) 38,9%(7)
Abertura do olho
Anterior 26,0%(6) 50,0%(11) 08,7%(2) 16.7%(3)
Dia 17 56,5%(13) 35,0%(7) 65,2%(15) 38,9%(7)
Posterior 17,5%(4) 15,0%(3) 26,1%(6) 44,4%(8)
Descida dos Testiculos
Anterior 0,00%(0) 0,00%(0) 22,7%(5) 00,0%(0)
Dia 20 35,3%(6) 10,6%(2) 04,5%(1) 16,7%(3)
Posterior 64,7%(11) 89,4%(17) 72,8%(16) 83,3%(15)

Os resultados estdo apresentados em porcentagem de machos que apresentaram o desenvolvimento
fisico nas trés categorias: antes, mesmo dia e dia posterior ao controle, seguidos pelo nimero

correspondente de animais.
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Crontrole Tratamentol Tratamento 2 Tratamento 3
[J antes I dia 11 W dcpois

Figura 12: Frequéncia de aparecimento da erupgéo do incisivo inferior nas trés categorias: antes, dia

11 e posterior em filhotes do sexo masculino expostos ao extrato aquoso de Valeriana na vida

intrauterina. Diferencga estatistica entre o controle e tratamento 3 (x2=10,2;gl=2; p=0,006).

Crontrole Tratamentol Tratamento 2 Tratamento 3
[J antes m dia 4 W depois

Figura 13: Frequéncia de aparecimento do lanugo nas trés categorias: antes,dia 4 e dia posterior ao

controle,em filhotes do sexo masculino expostos ao extrato aquoso de Valeriana na vida intrauterina.

Diferenca estatistica entre controle e tratamento 1 (x2=1l,4; gl=2; p=0,003).

Crontrole Tratamentol Tratamento 2 Tratamento 3
[ antes mdia 8 W depois

Figura 14: Frequéncia de aparecimento do pelo nas trés categorias: antes, dia 8 e e dia posterior ao

controle, em filhotes do sexo masculino expostos ao extrato aquoso de Valeriana na vida intrauterina.

Diferenca estatistica entre controle e tratamento 1 (x2=17,7; gl=2; p=0,000), controle e tratamento 2

(x2=10,4;gl=2; p=0,006).
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8.4- Desenvolvimento reflexol6gico em machos

A data de aparecimento dos reflexos em machos ndo diferiram entre os
grupos (Tabela 3).

Tabela 3: Desenvolvimento reflexolégico dos filhotes de sexo masculino, obtidos de maes expostas
ao extrato aquoso de Valeriana 500(Trl), 1000(Tr2), ou 2000mg/Kg(Tr3) ou controle na vida

intrauterina. Nenhuma das diferencas foi estatisticamente significante.

Indicadores Reflexolégicos Controle Trl Tr2 Tr3

n=23 n=21 n=23 n=18
Preensao palmar
Anterior 00,0%(0) 00,0%(0) 00,0%(0) 00,0%(0)
Dia 2 69,5%(16) 80,0%(16) 56,5%(13) 72,0%(13)
Posterior 30,5%(7) 20,0%(4) 43,5%(10) 28,0%(5)
Resposta postural
Anterior 00,0%(0) 00,0%(0) 00,0%(0) 00,0%(0)
Dia 2 87,0%(20) 90,0%(18) 83,0%(19) 89,0%(16)
Posterior 13,0%(3) 10,0%(2) 17,0%(4) 11,0%(2)
Esquiva ao abismo
Anterior 34,8%(8) 20,0%(4) 17,4%(4) 22,2%(4)
Dia 7 34,8%(8) 15,0%(3) 47,8%(11) 33,3%(6)
Posterior 30,4%(7) 65,0%(13) 34,8%(8) 44,5%(8)
Geotaxia Negativa
Anterior 26,0%(6) 15,0%(3) 30,4%(7) 33,0%(6)
Dia 6 26,0%(6) 25,0%(5) 17,4%(4) 11,2%(2)
Posterior 48%(11) 60,0%(12) 52,2%(12) 55,5%(10)

Os resultados estdo apresentados em porcentagem seguidos pelo ndmero correspondente de
machos que apresentaram o desenvolvimento reflexoldgico nas trés categorias: antes, mesmo dia e

dia posterior ao controle.
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8.5- Desenvolvimento fisico em fémeas

Os dados referentes ao peso dos filhotes ndo mostraram diferenca

significativa entres os grupos experimentais em filhotes do sexo feminino (Fig.15).

—— Controle

—— Tratamento 1=500mg/Kg

—— Tratamento 2=1000mg/Kg
40 - Tratamento 3=2000mg/Kg

Peso(g)

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26
Idade(dia)

Figura 15: Peso corporal de crias do sexo feminino, desde as 24 horas apés o nascimento (dia 2) ao
25° dia de vida. Controle (n=40), 500mg/Kg (n=40), 1000mg/Kg (n=40), 2000mg/Kg (n=40) de méaes
expostas a Valeriana. Nenhuma das diferencas foi estatisticamente significante.

A data de aparecimento dos indicadores fisicos como: desdobramento de
orelha, erupcdo do incisivo superior, abertura do olho e aparecimento do lanugo
foram semelhantes entre os grupos em fémeas (Tabela 4), no entanto a erupgéo do
incisivo inferior apresentou diferenca estatistica entre o controle e tratamento 1
(x?=9,9; gl=2; p=0,007) (Fig.16), controle e tratamento 3 (y°=11,5; gl=2; p=0,003)
(Fig.16), o aparecimento do pelo entre controle e tratamento 1 (x*=15,9; gl=2; p <
0,001) (Fig. 17) e a abertura do olho entre controle e tratamento 1(x?=9,1; gl=2;
p=0,01) (Fig.18).
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Tabela 4: Desenvolvimento fisico dos filhotes de sexo feminino obtidos de mées expostas ao extrato

aquoso de Valeriana 500(Trl), 1000(Tr2), ou 2000mg/Kg(Tr3) ou controle na vida intrauterina.

Nenhuma das diferencas foi estatisticamente significante.

Indicadores Fisicos

Tr2
n=18

Tr3
n=21

Desdobramento da orelha

Anterior
Dia 5
Posterior

Erupcéo do incisivo superior

Anterior
Dia 9
Posterior

Aparecimento do lanugo

Anterior
Dia 4
Posterior

Abertura Vaginal

Anterior
Dia 33
Posterior

29,2% (7)

58,30%(14) 73,19%(19)

03,8% (1)
46,2%(12)
50,0%(13)

58,3%(14)

66,7%(16)
53,8%(14)

42,8%(10)

57,2%(14) 61,5%(17)

38,9%(7)
61,1%(11)
00,0%(0)

05,5%(1)
33,3%(6)
61,1%(11)

33,4%(6)
38,9%(7)
27,7%(5)

27,8%(5)
44,4%(8)
27 8%(5)

33,3%(7)
61,9%(13)
04,8%(1)

0,00%(0)
66,7%(14)
22,3%(7)

23,8%(5)
61,9%(13)
14,3%(3)

04,8%(1)
57,29%(11)
38,0%(8)

Os resultados estdo apresentados em porcentagem seguida pelo nimero corresponde de fémeas

que apresentaram o desenvolvimento fisico nas trés categorias: antes, mesmo dia e dia posterior ao

controle.
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Controle Tratamentol Tratamento 2 Tratamento 3

060

[J antes mdia 1l W depois
Figura 16: Frequéncia de aparecimento da erupgéo do incisivo inferior nas trés categorias: antes, dia

11 e posterior em filhotes de sexo feminino de mées expostas ao extrato aquoso de Valeriana na vida

intrauterina. Diferenca estatistica entre o controle e tratamento 1()(2:9,9; gl=2; p=0,007) e controle e

tratamento 3 (x2:11,5; gl=2;p=0,003).

Crontrole Tratamento 1 Tratamento 2 Tratamento 3
[J antes @ dia 8 W depois

Figura 17: Frequéncia de aparecimento do pelo nas trés categorias: antes, dia 8 e posterior em

filhotes expostos ao extrato aquoso de Valeriana na vida intrauterina. Diferenca estatistica entre

controle e tratamento 1 (x2=15,9; gl=2; p=0,001).

Crontrole Tratamento 1 Tratamento 2 Tratamento 3
(1 antes mdia 17 m depois

Figura 18: Frequéncia de abertura do olho nas trés categorias: antes, dial7 e posterior em filhotes

expostos ao extrato aquoso de Valeriana na vida intrauterina. Diferenca estatistica entre abertura do

olho entre controle e tratamento 1()(2:9,1; gl=2; p=0,01).
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8.6- Desenvolvimento reflexolégico em fémeas

A data de aparecimento dos reflexos em fémeas nado diferiram entre os

grupos (Tabela 5).

Tabela 5: Desenvolvimento reflexoldgico dos filhotes de sexo feminino de mées expostas ao extrato
aquoso de Valeriana 500(Trl), 1000(Tr2), ou 2000mg/Kg(Tr3) ou controle na vida intrauterina.

Nenhuma das diferengas foi estatisticamente significante.

Inicadores Reflexoldgicos

Controle  Trl Tr2 Tr3

n=24 n=26 n=18 n=21
Preenséo palmar
Anterior 29,2% (7) 23,1%(6) 38,9%(7) 33,3%(7)
Dia 2 58,3,%(14) 73,1%(19) 61,1%(11) 61,9%(13)
Posterior 12,5%(3) 03,8%(1) 00,0%(0) 04,8%(1)
Resposta postural
Anterior 04,2%(1) 03,8% (1) 05,5%(1) 00,0%(0)
Dia 2 58,3%(14) 46,2%(12) 33,3%(6) 66,7%(14)
Posterior 37,5%(9) 50,0%(13) 61,19%(11) 22,3%(7)
Esquiva ao abismo
Anterior 16,6%(4) 11,5%(3) 33,3%(6) 23,8%(5)
Dia 8 66,7%(16) 34,6%(9) 38,9%(7) 61,9%(13)
Posterior 16,7%(4) 53,8%(14) 27,7%(5) 14,3%(3)
Geotaxia Negativa
Anterior 45,8%(9) 73,1%(19) 61,1%(11) 57,2%(12)
Dia 9 25,0%(6) 07,0%(2) 11,1%(2) 19,0%(4)
Posterior 29,2(7) 19,9%(55) 27,8%(5) 23,8%(5)

Os resultados estdo apresentados em porcentagem seguida pelo nimero corresponde de fémeas
que apresentaram o desenvolvimento fisico nas trés categorias: antes, mesmo dia e dia posterior ao
controle.
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8.7- Avaliacao na vida adulta

8.7.1- Esquiva inibitoria

A variavel avaliada no teste de esquiva inibitoria foi o tempo de laténcia para o
rato descer da plataforma com as quatro patas apds 24 horas a sessao teste para 0s
quatro grupos. O teste ndo verificou nenhuma diferenca estatistica significante entre
os grupos (H=0,93; p=0,82). Os dados de estatistica descritiva nos quatro grupos

estudados estdo demonstrados na tabela 6.

Tabela 6: Dados de estatistica descritiva dos grupos na esquiva inibitéria de filhotes do sexo
masculino de maes expostas ao extrato aquoso de Valeriana 500(Trl), 1000(Tr2), ou

2000mg/Kg(Tr3) ou controle na vida intrauterina.

Grupo n Laténcia

Controle 10 153.0+18.0(180.0)
Tratado 1 10 151.3+16.4(180.0)
Tratado 2 10 129.5+22.4(180.0)
Tratado 3 10 147.7+21.0(180.0)

8.7.2- Labirinto em cruz

A variavel avaliada no labirinto em cruz para os quatro grupos foi a
porcentagem de tempo gasto nos bracos abertos (%tBA). O teste ndo verificou
nenhuma diferenca estatistica significante entre os grupos (Kruskal-Wallis-2,47;
p=0,48). Os dados de estatistica descritiva nos quatro grupos estudados estao
demonstrados na tabela 7.
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Tabela 7: Dados de estatistica descritiva dos grupos no labirinto em cruz de filhotes do sexo
masculino de maes expostas ao extrato aquoso de Valeriana500(Tr1), 1000(Tr2), ou 2000mg/Kg(Tr3)

ou controle na vida intrauterina.

Grupo n (%tBA)

Controle 10 22.93+4.5 (21.5)
Tratado 1 10 20.30£5.4 (16.2)
Tratado 2 10 21.21+5.5 (15.5)
Tratado 3 10 39.62+9.8 (43.0)

8.7.3- Reconhecimento de objetos

A variadvel avaliada no teste de reconhecimento de objetos para os quatro
grupos foi o indice de discriminacédo entre 0os objetos considerando um intervalo de
24 horas entre as sessdes. O teste ndo verificou nenhuma diferenca estatistica
significante entre os grupos (F(3,36)=0,429; p=0,73). Os dados de estatistica
descritiva nos quatro grupos estudados estdo demonstrados na tabela 8.

Tabela 8: Dados de estatistica descritiva no teste de reconhecimento de objetos de filhotes do sexo
masculino de maes expostas ao extrato aquoso de Valeriana 500(Trl), 1000(Tr2), ou

2000mg/Kg(Tr3) ou controle na vida intrauterina.

Grupo n indice de discriminacéo
Controle 10 58.63+£8.8(58.11)
Tratado 1 10 49.82+5.1(50.00)
Tratado 2 10 49.38+8.1(54.92)

Tratado 3 10 54.31+2.4(55.71)
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8.7.4- Placa perfurada modificada

As variaveis avaliadas na placa perfurada foi o hole-board para os 4 grupos.

O teste nédo verificou nenhuma diferenca estatistica significante (H=1,9; p=0,58).

Tabela 9: Dados de estatistica descritiva dos grupos na placa perfurada de filhotes do sexo
masculino de maes expostas ao extrato aquoso de Valeriana 500(Trl), 1000(Tr2), ou

2000mg/Kg(Tr3) ou controle na vida intrauterina.

Grupo n Hole-board

Controle 10 50.7+2.7 (52.5)
Tratado 1 10 45.4+3.8 (44.5)
Tratado 2 10 47.3t4.1 (47.5)

Tratado 3 10 44.0+4.5 (40.0)
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9.0- DISCUSSAO

Em relacdo ao desenvolvimento, um agente € considerado téxico quando ha
efeitos adversos no desenvolvimento do filhote sem causar sinais de toxicidade
materna (Farrar e Blumer, 1991). Estudos experimentais consideram como sinais de
toxicidade materna o decréscimo no ganho de peso, diminuicdo no consumo de
agua e alimento, sinais clinicos de toxicidade e mortalidade (Castro, 2004; ICH,
2005). De acordo com essas variaveis, no presente estudo, a exposi¢do a Valeriana
durante a gestacdo ndo demonstrou efeito téxico as maes, nem alteragfes em seu
comportamento avaliado por aleitamento, canibalismo, comportamento de lamber os
filhotes, recuperacéo das crias e organizacado do ninho.

Isso € importante, pois 0 comportamento materno € fundamental para garantir
a sobrevivéncia da prole, pois pode influenciar a qualidade do desenvolvimento dos
filhotes nas diferentes fases da vida (Poindron, 2005), uma vez que alteracbes no
metabolismo materno, por doencas, estresse ou toxicidadese refletem no
desenvolvimento da cria (Sodersten e Eneroth, 1984; Champagne et al., 2003),
sendo que o desenvolvimento cognitivo nos filhotes de ratos pode ser comprometido
por fatores que interferem na relacdo mae-filho (Renard et al., 2005; Benetti et al.,
2009), por exemplo, ratos deprivados da mae na vida neonatal , quando estudados
na vida adulta, demonstraram aumento no medo e ansiedade em resposta & um
agente estressor (Renard et al., 2005; Renard et al., 2007)

Observou-se que os indices de viabilidade, lactacdo e pré-desmame foram
semelhantes entre grupos tratados e controle (Tab.1l), além disso, ndo houve
diferenca no peso dos filhotes tratados e controle (Fig. 11 e 15). Em conjunto os
dados indicam que as crias tiveram aleitamento e cuidados maternos adequados, ou
seja, pode-se inferir que a exposicdo materna a Valeriana nado alterou a qualidade ou
o volume do leite nem causou altera¢cdes comportamentais maternas em longo prazo
gue pudessem interferir com os cuidados com a prole.

Em relacdo ao desenvolvimento fisico, houve atraso de alguns sinais de
desenvolvimento tais como: erupg¢do do incisivo inferior e aparecimento do pélo,
tanto em machos (Fig.12 e 14) quanto em fémeas (Fig.16 e 17), o aparecimento de
lanugo em machos (Fig. 13) e a abertura do olho em fémeas (Fig.18). Apesar das

diferencas constatadas em alguns sinais de desenvolvimento fisico, na vida adulta
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nenhum dos animais, de qualquer grupo, apresentou alteracdes morfoldgicas
relacionadas aos indicadores fisicos o que permite inferir que a exposicdo materna
ao extrato de Valeriana ndo causou les6es permanentes no desenvolvimento fisico
das crias.

Tem sido proposto que o efeito farmacoldgico do extrato de Valeriana, assim
como os benzodiazepinicos, € mediado por modulagdo da funcdo de receptores
GABA A (Benke et al.,2009). Estudos em roedores tém apontado que a exposi¢céo a
drogas, que atuam no sistema GABA A, na vida pré-natal ou neonatal pode provocar
alteragcbes no desenvolvimento reflexolégico como: a exposicdo ao diazepam,
agente atuante no receptor GABA A, provocou um atraso na resposta ao susto e
geotaxia negativa (Nicosia et al., 2003), ocasionou déficit motor e também
diminuicdo no metabolismo energético em algumas regides que controlam a postura
e balanco do corpo, o que pode estar correlacionado com o impedimento da
atividade locomotora (Schroeder et al., 1995). Entretanto, no presente trabalho, ndo
houve diferenca na data de aparecimento das respostas reflexoldgicas,
comparando-se 0 grupo controle com os tratados

A ansiedade e memoéria também estdo relacionadas a modulacdo dos
receptores GABA. A transmissdo GABAergica inibe a aquisicdo inicial da memoria
do medo e possivelmente a sua consolidacédo (Kim et al., 2007), enquanto diminui a
ansiedade (Nutt, 2001).

Sabe-se que alteracdes no sistema GABA durante o desenvolvimento, podem
persistir na vida adulta. O neurotransmissor GABA é um dos primeiros a surgir
durante o desenvolvimento do cérebro (Fiszman et al., 1993), podendo modular a
proliferacdo de células ndo diferenciadas, neuroblastos e na diferenciacéo celular
(Emerit et al., 1992; Nguyen et al., 2001). Estudos demonstram que no cérebro em
desenvolvimento de mamiferos o GABA exerce um efeito excitatério, despolarizando
a membrana e aumentando a taxa de Ca®* intracelular (Cherubini et al., 1991), em
contraste com a acao hiperpolarizante no cérebro maduro. Owens et al. (1996)
sugeriram que o efeito excitatorio pode influenciar os eventos de desenvolvimento
neocorticais iniciais, como neurogénese e sinaptogénese, através das vias de
transducao de sinal dependentes do Ca?".

Schroeder et al. (1997) demonstraram que a exposicdo neonatal ao
diazepam provocou reducdo no nivel de ansiedade, mas n&o impediu a

aprendizagem e memoria em ratos adultos. No presente trabalho também néo se
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observou alteracdo na memdéria do animal adulto, cuja méae foi exposta ao extrato de
Valeriana durante o periodo de maior suscetibilidade do sistema nervoso em
desenvolvimento, além disso ndo causou alteracdes do estado de ansiedade.

A literatura ndo relata a passagem da Valeriana pela placenta, no entanto
segundo Tuffik et al. (1994), a exposicado pré-natal & Valeriana provoca retardo na
ossificacao dos filhotes, sugerindo sua passagem atraves da placenta.

Segundo Tucker (1995) e Nicosia et al. (2003) as alteragdes no
desenvolvimento sO ocorrem em altas doses de benzodiazepinicos. No presente
trabalho, a dose de 500mg/Kg de Valeriana foi calculada para rato de acordo com a
recomendada para humanos (Al-majed et al., 2006) e as outras doses foram duas e
guatro vezes maior como é preconizado em estudos toxicolégicos. No entanto nem a
dose mais alta de Valeriana foi suficiente para causar alteracbes no
desenvolvimento das crias, ou no estado de ansiedade, e nos processos de
memoéria e aprendizado, sugerindo um efeito moderado da Valeriana.

Atualmente sabe-se que existem varios subtipos de receptor GABA-A que se
diferenciam em funcéo e farmacologia (Olsen e Sierghat, 2009), assim a diferenca
apresentada entre a exposi¢do intrauterina a benzodiazepinicos e o resultado do
presente trabalho pode ser devido a atuacdo dos dois psicofarmacos em subtipos de
receptores GABA-A diferentes.

Em conclusdo, os resultados encontrados demonstram que a exposicao
materna ao extrato aquoso de Valeriana oficinalis ndo alterou o desenvolvimento
fisico, reflexolégico, e comportamental de ratos, ndo tendo sido possivel verificar se
tal fato se deveu a que os componentes da Valeriana ndo passaram pela placenta

ou se 0 extrato € indcuo para os fetos.
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