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BLASTOCYST DEVELOPMENT IN RATS (RATTUS NORVEGICUS
BERKENHOUT, 1769) TREATED WITH JARSIN EXTRACT
(HYPERICUM PERFORATUM L., 1753)

ABSTRACT: The “Jarsin” extract (Hypericum perforatum L., 1753), is used as an
alternative of the synthetic antidepressants. The are few paper concern-
ing the reproductive toxicology of “Jarsin” extract and none related to
the early embryonic development. The present work was aimed at veri-
fying the effect of “Jarsin” extract, on the blastocyst development in
Wistar rats. Female rats from the Centro de Biologia da Reprodugao
vivarium were mated with fertile males. After the insemination, the fe-
male rats were randomly distributed in two groups: Control (0.5 ml of
distilled water) and treated (18mg of H. perforatum/0.5 ml of distilled
water). Both groups received the treatment by oral gavage, twice a day
from the first to the fourth day of gestation. The animals were terminated
on the fifth day of gestation. The oviduct and uterine cornua were flushed
with Talpe-Hepes medium and the embryos were collected, counting
and their morphologic development performed. The dams were evalu-
ated to clinical signs indicative of maternal intoxication (deaths, altered
locomotion in the cage, piloerection, diarhoea, vaginal bleeding, re-
duced food consumption and body weight gain or loss). Maternal ovary
weight was measured and the number of corpora lutea was counted. The
data were analyzed by the Student’s t test (a = 0,05). No clinical indica-
tive of maternal intoxication were observed. The number of embryos and
of the blastocyst phase were inalterated. The Jarsin extract, in the present
experimental design doesn’t seem to be toxic to the dams or the embryos.
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INTRODUCAO

A depressao que ocorre durante a gestagcdo € menos
comentada que a depressao pés parto, bastante estudada e
conhecida, mas é igualmente importante para o desenvolvi-
mento fetal. A depressdo em mulheres gestantes é um fato co-
nhecido e tem aumentado progressivamente nos ultimos anos
(SCHMIDT et al., 1997). Ela gera alteracdo no ambiente ma-
terno, tanto por seus préprios mecanismos patolégicos quanto
pelos farmacos usados para tratd-la. Ha relatos de que cerca
de 70% de mulheres gestantes apresentam sintomas de depres-
sdo das quais 10% a 16% preenchem os critérios para o qua-
dro de depressao maior (NEWPORT et al., 2001).

O tratamento da depressao se faz através da psicandli-
se e com farmacos diversos que cruzam a placenta, estdao pre-
sentes no liquido amniético, sdo excretados no leite (NEWPORT
et al., 2001; LLEWELLYN & STOWE, 1998; HOSTETTER et al.,
2000) mas, nao se tem certeza de como agem no organismo
fetal.

Embora alguns autores sugiram que os antidepressivos,
usados durante o inicio da gestacdo nao mostrem indicios de
risco adverso para a crianca (ERICSON et al.,, 1999), seu uso
continua a ser desaconselhado em mulheres gestantes.

O hipérico (Hypericum perforatum Linnaeus, 1753) é
um fitofdrmaco que possui potente atividade antiviral (BAHLS,
2001), tem sido indicado no tratamento de algumas formas de
cancer (MERUELO et al., 1988) e é amplamente usado no tra-
tamento da depressdo leve a moderada (SIMOES et al., 2001).

A atividade antidepressiva do hipérico deve-se a dois
componentes: a hipericina e a pseudohipericina, seus princi-
pais componentes ativos (WAGNER & BLADT, 1994). Outro
componente do hipérico, a hiperforina, tem sido objeto de con-
trovérsias quanto a seu efeito antidepressivo, enquanto
CHATTERJEE et al. (1998) lhe atribui tal efeito, COLETA et al.
(2001) o negam.

Poucas informacgoes sobre a toxicidade do hipérico,
administrado durante a gestacao, foram encontradas na litera-
tura consultada. RAYBURN et al. (2001) relatam que a admi-
nistracdo de 180mg de H. perforatum/Kg de peso corporal/dia,
as maes, durante quinze dias antes do acasalamento e ao lon-



go de toda a gestagdo, ndo afeta o desenvolvimento nem a
maturagao fisica da prole de camundongos. CHAN et al. (2001),
verificaram reducdo do nimero de somitos e do didametro do
saco vitelino nos fetos de ratos, cultivados, in vitro, com
hipericina, do nono ao décimo-primeiro dias da embriogénese.
O tratamento com hipérico ndo altera o comportamento das
crias de ratas (CADA et al., 2001). ONDRIZEK et al. (1999)
relatam que doses elevadas de hipérico causam
mutagenicidade no espermatozéide. SCHWARZ et al. (2003)
sugerem que o hipérico pode interferir com o efeito
contraceptivo de hormdnios esteroidianos.

Alguns extratos especificos do H. perforatum estao sen-
do estudados, dentre eles o extrato de Jarsin (GRAHAM et al.,
2000), que possui em sua constituicao 0,4% de hipericina e tem
mostrado eficicia e excelente tolerabilidade nos casos de de-
pressao (WAGNER & BLADT, 1994; HARRER & SCHULZ, 1994).

Visando contribuir para os estudos pré-clinicos dessa
substancia, no presente trabalho, pretendeu-se avaliar o de-
senvolvimento embriondrio até a fase de blastocisto, em ratas
tratadas com extrato de Jarsin.

MATERIAL E METODOS

Foram usadas ratas, originalmente Wistar, com trés
meses de idade, nuliparas, pesando entre 150 e 180g, obtidas
na colbnia do Biotério do Centro de Biologia da Reproducao -
Universidade Federal de Juiz de Fora.

O alojamento de ratos, no Biotério do Centro de Biologia da
Reproducao - UFJF, é provido de amplos basculantes telados e de
dois exaustores, além de aquecedores de meio ambiente. A tempera-
tura é mantida em torno de 22° C. A ventilagao € natural, a ilumina-
¢ao é mista - luz natural e lampadas incandescentes - sendo as Glti-
mas controladas automaticamente para acenderem as 6:00h e apa-
garem as 18:00h (fotoperiodo de 12h claro/12h escuro). Os ratos sao
mantidos em gaiolas de polipropileno, providas de camas de
maravalha selecionada, mamadeira para 4gua filtrada e cocho para
racdo do tipo peletizada.

A dagua é oferecida ad libitum e cada rato recebe, em
média, 10g de racao/100g de peso corporal por dia
(WOLFENSOHN & LLOYD, 1998; SHARP & LA REGINA, 1998).

Nathdlia
Barbosa do
Espirito
Santo
Borges,
Martha de
Oliveira
Guerra,
Lucimar Las
Casas, Vera
Maria Peters

Rev. bras.
Zoociéncias
Juiz de Fora
V.7 N2 2
Dez/2005
p. 259-272



Desenvolvimento
blastocisto em
ratas (Rattus
norvegicus
Berkenhout,
1769) tratadas
com extrato de
jarsin
(Hypericum
perforatum L.,
1753)

Rev. bras.
Zoociéncias
Juiz de Fora

V.7 N2 2
Dez/2005
p. 259-272

Acasalamento e datacao da gestacao

Para a determinacdo das fémeas inseminadas, fez-se o
acasalamento pelo sistema poligdmico, usando-se machos de
fertilidade previamente comprovada. Acasalaram-se, ao final
da tarde (17:00h), trés fémeas por macho e, na manha seguin-
te, determinou-se a inseminacdo pela presenca de espermato-
zbides no esfregaco vaginal, sendo este dia designado o dia 1
apos a inseminacao (DPI)) (TONG et al., 2000).

Desenho experimental

As ratas inseminadas foram distribuidas aleatoriamente
em dois grupos: tratado e controle, cada um contendo um lote
de 10 animais.

O extrato seco de Jarsin, contendo 0,4% de hipericina
(Lote SJO01108 - Galena Quimica e Farmacéutica Ltda) foi
gentilmente cedido pela Farmdcia de Manipulacao Las Casas,
Juiz de Fora, MG.

Os animais do grupo tratado receberam 18mg de ex-
trato seco de Jarsin (H. perforatum) diluidos em 0,5mL de agua
destilada/Kg de peso corporal, por via intragastrica, duas ve-
zes ao dia, uma pela manha (9:00h) e outra a tarde (15:00h). A
dose usada corresponde a maior dose (1800mg/dia) terapéuti-
ca humana, que varia de 300 a 1800mg de H. perforatum/dia
(STAFFELDT et al., 1994). Os animais do grupo controle rece-
beram 0,5mL de 4gua destilada, pela mesma via e nos mes-
mos horarios que os do grupo tratado. A administracao foi fei-
ta, consecutivamente, do primeiro ao quarto dia pds-insemina-
¢ao, compreendendo o periodo da fertilizagdo a formagao do
blastocisto inicial.

Durante todo o experimento os animais foram
inspecionados — as 9:00h e as 15:00h para avaliar comporta-
mentos indicativos de toxicidade materna, tais como,
piloerecdo, alteracdo na deambulagdo do animal pela gaiola
e diarréia, além de mortes maternas (MANSON & KANG, 1994;
LEMONICA, 1996).

As ratas foram pesadas no inicio, no término do trata-
mento e no dia do sacrificio. O consumo de racao, do primeiro
ao quinto dia apds a inseminacgao, foi estimado pela diferenca
de peso da ragdo colocada em um dia e o peso das sobras no
dia seguinte.



A eutanasia foi realizada por excesso de inalagdao de
éter etilico, entre 9:00 e 10:00h, do quinto dia pés-insemina-
cao. Em tal dia os blastocistos expandidos iniciam sua migra-
¢do para o utero (YOSHINAGA & ADAMS, 1967, GANGULY
et al., 1986; SINGH et al., 1993; SOUZA et al., 1997) e ainda
estdo livres no corno uterino (SOUZA et al., 1997).

Coleta e andlise de embrides, em fase de pré-implantacao

As técnicas de coleta e analise de embrides ja foram
previamente descritas (TONG et al., 2000; FORCELLEDO et
al.,, 1981; ORTIZ et al., 1989). Apds laparotomia o trato
reprodutor foi removido em bloco e os ovarios foram separa-
dos para pesagem e contagem dos corpos |iteos.

Em seguida, as tubas uterinas e os cornos uterinos fo-
ram dissecados e removidos para uma placa de Petri, conten-
do soro fisiolégico.

As tubas uterinas foram separadas dos cornos uterinos
e cada 6stio tubdrio foi canulado com sonda apropriada por
onde se perfundiu o meio de cultura Talp Hepes. O lavado
tubario foi recolhido em cdpsulas embrionarias, para posterior
exame dos embrides.

Cada corno uterino foi seccionado na extremidade
tubaria e acima do colo e, em seguida, foi submetido ao mes-
mo procedimento de lavagem para a coleta de embrides.

Cada cdpsula embrionaria foi examinada para conta-
gem do nimero de embrides e para identificacdo de
blastocistos.

Variaveis analisadas

Maternas: Ganho de peso corporal materno; estimativa
do consumo médio de ragao; auséncia ou presenga de sinais e
sintomas indicativos de toxicidade; auséncia ou presenca de
mortes; média do peso de ovarios direito e esquerdo; média de
corpos luteos de gestacao/mae.

Embrionarias: Média de embrides em fase de pré-im-
plantacdo/mae; média de blastocistos/mae.

Processamento Estatistico
Teste “t” de Student. Nivel de significancia: a = 0,05.
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O protocolo experimental foi submetido a Comissao de
Ftica na Experimentacdo Animal do Centro de Biologia da Re-
producdo, sendo aprovado em ata datada de doze de janeiro
de 2001. Protocolo n? 001/2001.

RESULTADQOS

A administracdo do extrato de Jarsin nao alterou a
deambulacdao dos animais pela gaiola, ndo causou diarréia,
piloerecdo nem mortes maternas.

Ratas do grupo controle ganharam 3,16 + 4,70 de peso
corporal (g) e as do grupo tratado 2,44 + 3,91 (p > 0,05), ndo
havendo diferenga entre os grupos.

Nao houve diferenca significativa no consumo médio
de ragdo, por rata, entre os grupos, nos quatro dias examina-
dos (Tab. 1).

Os pesos de ovarios dos animais dos grupos controles e
tratados com extrato de Jarsin foram semelhantes, como pode
ser visto na Tabela 2.

Nota-se que ndo ocorreram diferencas significativas nas
médias de corpos liteos (Tab. 3), de embrides (Tab. 4) e de
blastocistos por mae (Tab. 5).

Tabela 1. Estimativa do consumo médio de ragdo (g) por ratas prenhes, trata-
das com 18mg de extrato de Jarsin/Kg de peso corporal (tratadas) ou com
0,5mL de dgua destilada (controles), duas vezes ao dia, via gastrica, do 12 ao
4% dia pés-inseminacao.

DIAS DE PRENHEZ CONSUMO DE RACAO *
Controle Tratado
2 11,86 + 2,94 (10) 10,91 + 4,48 (10)
3 14,13 + 2,16 (10) 15,07 = 2,75 (10)
4 14,89 + 2,62 (10) 14,84 + 1,90 (10)
5 15,03 + 3,44 (10) 14,09 = 1,57 (10)

* Resultados expressos em média + desvio-padrdo, (n? de animais estudados). p > 0,05



Tabela 2. Peso de ovarios (mg) no quinto dia de prenhez de ratas, tratadas com
18mg de extrato de Jarsin/Kg de peso corporal ou controles, com 0,5mL de
agua destilada, duas vezes ao dia, via gastrica, do 12 ao 4° dia pds-insemina-
cao.

GRUPOS EXPERIMENTAIS PESO DE OVARIOS *

Direito Esquerdo
Controle 20,30 + 3,50 (10) 18,30 + 3,80 (10)
Tratado 20,30 + 3,50 (10) 19,50 + 3,03 (10)

* Resultados expressos em média + desvio-padrao, (n® de animais estudados). p > 0,05

Tabela 3. Média de corpos liteos em ovarios de ratas, no quinto dia p6s-
inseminagdo, tratadas com 18mg de extrato de Jarsin/Kg de peso corporal ou
controles, com 0,5mL de dgua destilada, duas vezes ao dia, via gastrica, do 1°
ao 4° dia pds-inseminagao.

CORPOS LUTEOS * GRUPOS EXPERIMENTAIS
Controle Tratado
Ovirio Direito 5,70 = 1,77(10) 6,40 = 1,58(10)
Ovirio Esquerdo 5,20 + 1,69(10) 510 + 1,37(10)
Total de Corpos Liteos 10,90 + 1,29(10) 11,50 £ 1,65(10)
( )

* Resultados expressos em média + desvio-padrao, (n® de animais estudados). p > 0,05
Tabela 4. Média de embrides por rata, no quinto dia pds-inseminagao, trata-
das com 18mg de extrato de Jarsin/Kg de peso corporal ou controles, com
0,5mL de 4gua destilada, duas vezes ao dia, via gastrica, do 1° ao 4° dia p6s-
inseminacao.

EMBRIOES * GRUPOS EXPERIMENTAIS
Controle Tratado
Corno Uterino Direito 490 = 1,37(10) 5,60 = 1,78(10)
Corno Uterino Esquerdo 4,30 = 1,34(10) 3,60 = 1,43(10)
Total de Embrioes 9,20 + 1,48(10) 9,20 = 2,70(10)

* Resultados expressos em média + desvio-padrao, (n® de animais estudados). p > 0,05

Tabela 5. Média de blastocistos por rata, no quinto dia pds-inseminagao,
tratadas com 18mg de extrato de Jarsin/Kg de peso corporal ou controles, com
0,5mL de 4gua destilada, duas vezes ao dia, via gastrica, do 1° ao 4° dia p6s-
inseminacao.

BLASTOCISTOS * GRUPOS EXPERIMENTAIS
Controle Tratado
Corno Uterino Direito 4,80 = 1,47(10) 4,20 = 1,75(10)
Corno Uterino Esquerdo 4,30 = 1,34(10) 3,40 = 1,35(10)
Total de Blastocistos 9,10 * 1,45(10) 7,60 + 2,46(10)

* Resultados expressos em média + desvio-padrao, (n® de animais estudados). p > 0,05.
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DISCUSSAO

Alteragdes no organismo materno causam alteracoes
do desenvolvimento embriondrio conforme ja demonstrado
por KHERA (1987) que, em 1985, havia correlacionado
malformacgdes fetais que ocorrem com baixa freqiiéncia
(exencefalia, encefalocele, micro ou anoftalmia e outras) a
reducdo do peso materno. Embora, essa relagdo tenha sido
contestada por CHAHOUD et al. (1999) nao existem duvidas
de que a toxicidade materna pode influir no bom desenvolvi-
mento do embrido.

Os indicativos de toxicidade materna, habitualmente
observados em ratas, sdo: decréscimo ou aumento de peso
corporal, de consumo de alimento e dgua, alteragao da
deambulacdo na gaiola, piloerecdo, diarréia, mortalidade ma-
terna, entre outros (MANSON & KANG, 1994; CHAHOUD et
al., 1999; LEMONICA, 2001). Como em nenhum dos grupos
estudados observaram-se alteracoes nos dados clinicos, aci-
ma mencionados, pode-se supor que a administragao do ex-
trato de Jarsin as maes nao causou toxicidade observavel por
critérios clinicos.

As condicdes hormonais maternas também sao neces-
sarias para o bom desenvolvimento embriondrio, sendo am-
plamente conhecido que niveis sangiiineos de progesterona
inadequados interferem com a viabilidade do embrido. Uma
forma indireta de se avaliar a progesterona materna faz-se atra-
vés do peso de ovario e do nimero de corpos liteos de gesta-
cao (WAINFORTH, 1971; KATO et al., 1979; UCHIDA et al.,
1970).

O peso do ovario depende bastante do nimero e do
volume dos corpos liteos de gestacao, visto serem eles as
maiores estruturas no ovario gestante (WAYNFORTH, 1971).
Os corpos llteos sdo os principais responsaveis pela secrecao
de progesterona (KATO et al., 1979), eles aumentam de volu-
me durante a gestacao, tendo sido demonstrado que seu cres-
cimento estd intimamente correlacionado com o aumento de
secrecao de progesterona e 20-hidroxi-progesterona (UCHIDA
et al., 1970), hormdnios também indispensaveis a manutencao
da prenhez na rata.



Nos dois grupos experimentais foram encontrados pe-
sos de ovarios e nimero de corpos |lGteos semelhantes, consi-
derando as informacdes anteriores (WAINFORTH, 1971; KATO
et al.,, 1979; UCHIDA et al., 1970), pode-se sugerir que o am-
biente hormonal materno, pelo menos no que se refere a
progesterona, nao diferiu entre eles.

Os dados acima mencionados permitem supor que o
hipérico ndao causou toxicidade materna clinicamente
observavel.

A acdo de um toxicante sobre o embridao em fase de
pré-implantacdo, pode envolver um ou varios mecanismos. O
embrido pode sofrer uma lesdo grave que leve a sua morte ou
uma lesao moderada ou leve que retarde o seu crescimento e
o seu desenvolvimento (BRINSTER, 1975; BROCAS, 1997). Além
disso, seu transporte pelo trato reprodutor pode ser acelerado
ou retardado, levando a dissincronia entre o seu desenvolvi-
mento e a janela de implantagdo, o que também resulta em
morte do embrido.

Quando o embridao morre durante a fase precoce do
seu desenvolvimento, observa-se como conseqiiéncia um me-
nor nimero deles ao se examinar o Utero ou o oviduto. Altera-
¢oes do desenvolvimento embrionario, no periodo de pré-im-
plantacdo, podem ser reconhecidas pela defasagem entre a
morfologia e a idade gestacional. A alteragdo no transporte
pode ser observada pela presenca de um embrido em fase pre-
coce ou tardia em determinada regiao do trato reprodutor. Tais
dados sao tomados como guias para estudos como os que se
efetuaram no presente trabalho.

O tratamento das ratas, com hipérico, em DPI, envolve
o periodo em que ocorrem a fertilizagdo e o inicio da primeira
divisdao da clivagem (SINGH et al., 1993; SOUZA et al., 1997;
HILL, 2001). No segundo dia apds a inseminacao os embrides
permanecem em fase de dois blastomeros (SINGH et al., 1993;
SOUZA et al., 1997; HILL, 2001). Ao longo do terceiro dia apds
a inseminacao, os embrides sdo coletados em fase de duas a
quatro células (SINGH et al., 1993; SOUZA et al., 1997; HILL,
2001). No quarto dia apds a inseminacao o embrido evolui para
a fase de mérula (SINGH et al.,, 1993; SOUZA et al., 1997,
CARSON & NAFTOLIN, 1982; ACOSTA, 1994; ALBERTS et
al., 1997; MOLEY, 1999; MOORE & PERSAUD, 2000). Nessa
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ocasido alguns blastocistos precoces também poderao ser de-
tectados (SINGH et al., 1993; HILL, 2001). Entre o terceiro e o
quarto dias apds a inseminacdo, inicia-se a blastogénese
(MANSON & KANG, 1994; MOLEY, 1999).

Se a administracao do extrato de Jarsin tivesse apresenta-
do efeito lesivo sobre o desenvolvimento do embrido até a fase
de blastocisto poderiam ser observados: nimero menor de em-
brides coletados ou eles poderiam ter sido encontrados em fase
atrasada do desenvolvimento. Nao foi esse o caso, pois os resul-
tados mostram que o nimero de embrides recuperados do Utero,
no quinto dia de prenhez, foi semelhante nos dois grupos experi-
mentais e, além disso, a maioria absoluta dos embriGes encontra-
va-se em fase de blastocisto. Tais dados demonstram que o extra-
to de Jarsin ndo alterou os processos de desenvolvimento embri-
onario de ratos até a fase de blastocisto.

Outro fator que pode influir no desenvolvimento e so-
brevivéncia do embrido em sua fase inicial de desenvolvimento
diz respeito ao transporte tubdrio. Sabe-se que o transporte dos
embrides depende de sinalizacdo entre estes e as células
epiteliais (o didlogo entre embrido e mae), além de fatores
hormonais. Entre esses Gltimos, estrogénio e progesterona sao
cruciais para as contragoes tubdrias. O estrogénio acelera o
transito tubdrio enquanto que a progesterona o retarda
(CARSON & NAFTOLIN, 1982; FORCELLEDO & CROXATTO,
1988; VINIJISAMUN, 1990; CROXATTO et al., 1991).

O tempo de transporte do embrido pela tuba uterina
dura quatro dias (SINGH et al., 1993; SOUZA et al., 1997;
CARSON & NAFTOLIN, 1982; KANJANAPOTHI et al., 1981).
A fertilizacdo ocorre na regidao da ampola tubdria, onde of(s)
gametas/zigoto permanecem algumas horas. Na etapa seguinte,
quando ja ocorrem as clivagens sucessivas, o embrido fica no
istmo por um tempo varidvel até passar para o ltero, onde ocor-
rerd a implantagdo. A contractilidade das fibras musculares
lisas do oviduto é importante para a progressao do embrido
através do oviduto. As contragdes sao circulares, progressivas
e em direcao ao Gtero (HARPER, 1994).

Caso ocorresse aceleracao no transito tubario, o ndme-
ro de embrides coletados poderia ser menor, por ja terem sido
destruidos no ambiente impréprio do Utero, ou poderiam ser
recolhidos embrides em fase precoce do desenvolvimento.



Nenhuma dessas situagdes ocorreu nos experimentos realiza-
dos com o extrato de Jarsin, o que leva a crer que nao ocorreu
aceleracao do transito.

Caso ocorresse retardo no transito seriam encontrados
embrides no lavado tubario, o que ndo aconteceu em nenhum
dos grupos experimentais, sendo possivel, portanto, sugerir que
o extrato de Jarsin administrado a maes nao alterou o transpor-
te dos embrides.

O blastocisto € a fase final do desenvolvimento do em-
brido antes de sua implantacdo no Utero. Alteragdes no desen-
volvimento do blastocisto podem ser causadas por retardo no
desenvolvimento ou morte de embrides. Como foi observado,
ndo houve diferenca significativa entre a média de blastocistos,
recolhidos de maes do grupo controle e tratado, o que leva a
suposicao de que o desenvolvimento embriondrio nao foi afe-
tado pela administragdo de H. perforatum as maes.

CONCLUSOES

Tomando todos os dados em conjunto é possivel admi-
tir que, no modelo experimental apresentado, o extrato de Jarsin,
administrado a ratas no periodo de pré-implantagdo, ndo cau-
sa toxicidade materna clinicamente observavel, ndo induz
mortes embriondrias, nem interfere com o desenvolvimento do
embrido até a fase de blastocisto livre.
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