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RESUMO

Phyllanthus niruri Linn, espécie herbdcea pertencente a familia Phyllanthaceae, conhecida
popularmente por “quebra-pedra”, ¢ uma planta utilizada na medicina tradicional para tratar
vérias doencas, principalmente litiase renal. E amplamente estudada quanto a uma variedade de
propriedades farmacoldgicas. No entanto, os efeitos da exposicdo materna a P. niruri
permanecem inexplorados. O presente estudo teve por objetivo avaliar os efeitos da
administracao do extrato aquoso de P. niruri (EAPN), durante a gestacao e lactagcdo, quanto a
toxicidade materna sist€émica, ontogénese reflexa neonatal e o desenvolvimento da memoria da
prole de ratos na vida adulta. Ratas primigestas foram divididas aleatoriamente em trés grupos:
um controle (n = 8) e dois tratados por via oral (gavagem) com o EAPN (75 e 150 mg/kg/dia)
(n = 8/grupo) durante a gestacdo e lactacdo. Nas maes foram analisados a evolugdao ponderal,
consumo de racdo, parametros de fertilidade e o desempenho reprodutivo. Nos filhotes, a
maturacdo dos parametros reflexos foram avaliados entre o 1° e 21° dia pds-natal. Na vida adulta
(80 a 90 dias pds-natal), os animais foram submetidos aos seguintes testes para avaliacdo do
aprendizado e da memdria: teste de habituacdo ao campo aberto, como exposicao repetida apds
sete dias; e o teste de reconhecimento de objetos, com exposicao do animal ao campo aberto a
uma sessao de habituacdo, familiarizacdo e a duas fases de testes. Utilizou-se o teste de Kruskal-
Wallis para os dados ndo paramétricos € ANOVA unidirecional e bidirecional para dados
paramétricos. As diferencgas entre grupos foram consideradas significativas quando p < 0,05. A
exposicao materna a0 EAPN nas doses de 75 e 150 mg/kg ndo interferiu no ganho de peso
corporal, consumo de ragdo, parametros de fertilidade e o desempenho reprodutivo. Na prole
foi observado antecipacdo no tempo de conclusdo da ontogénese reflexa para a maioria dos
parametros avaliados (p < 0,05). Durante a fase adulta os grupos EAPN exibiram diminui¢ao
da atividade exploratdria, de maneira dependente da dose, e da atividade locomotora apds
segunda exposicado no teste de habituacdo em campo aberto (p < 0,05), indicando facilitacdo da
aprendizagem. Além disso, a exposi¢do ao extrato a 75 e 150 mg/kg induziu melhora
significativa e dependente da dose na memodria a curto e a longo prazo no teste de
reconhecimento de objetos (p < 0,05), observada através do aumento estatisticamente
significativo do tempo total usado na explorag¢do do objeto novo em comparagdo ao tempo gasto
no objeto familiar. O presente estudo fornece, pela primeira vez, evidéncias de que a
administracdo do EAPN nao induz toxicidade materna e neonatal, acelera a maturacdo reflexa
dos neonatos e melhora a aprendizagem e a memoria da prole de forma dose-dependente.

Palavras-chave: Phyllanthus niruri Linn, toxicidade materna, desempenho reprodutivo,
maturagdo reflexa, memoria.



ABSTRACT

Phyllanthus niruri Linn, an herbaceous species belonging to the Phyllanthaceae family,
popularly known as “quebra-pedra”, is a plant used in traditional medicine to treat various
diseases, mainly kidney stones. It is widely studied for a variety of pharmacological properties.
However, the effects of maternal exposure to P. niruri remain unexplored. The present study
aimed to evaluate the effects of the administration of the aqueous extract of P. niruri (EAPN),
during pregnancy and lactation, regarding systemic maternal toxicity, neonatal reflex
ontogenesis and the development of the memory of the offspring of rats in life adult.
Primigravida rats were randomly divided into three groups: one control (n = 8) and two treated
orally (gavage) with EAPN (75 and 150 mg/kg/day) (n = 8/group) during pregnancy and
lactation. In mothers, weight evolution, feed intake, fertility parameters and reproductive
performance were analyzed. In puppies, maturation of reflex parameters was assessed between
the 1st and 21st postnatal days. In adulthood (80 to 90 postnatal days), the animals were
subjected to the following tests to assess learning and memory: habituation test to the open
field, as repeated exposure after seven days; and the object recognition test, with exposure of
the animal to the open field to a habituation, familiarization session and two test phases. The
Kruskal-Wallis test was used for non-parametric data and One-Way and Two-Way ANOVA
for parametric data. Differences between groups were considered significant when p < 0.05.
Maternal exposure to EAPN at doses of 75 and 150 mg/kg did not interfere with body weight
gain, feed intake, fertility parameters and reproductive performance. In the offspring,
anticipation of the time of completion of reflex ontogenesis was observed for most of the
evaluated parameters (p < 0.05). During adulthood, the EAPN groups showed a decrease in
exploratory activity, in a dose-dependent manner, and in locomotor activity after a second
exposure in the habituation test in the open field (p < 0.05), indicating facilitation of learning.
In addition, exposure to the extract at 75 and 150 mg / kg induced a significant and dose-
dependent improvement in short and long-term memory in the object recognition test (p < 0.05),
observed through the statistically significant increase in the total time used to explore the new
object compared to the time spent on the familiar object. The present study provides, for the
first time, evidence that the administration of EAPN does not induce maternal and neonatal
toxicity, accelerates the reflexive maturation of neonates and improves the learning and
memory of the offspring in a dose-dependent manner.

Keywords: Phyllanthus niruri Linn, maternal toxicity, reproductive performance, reflex
maturation, memory.
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1. INTRODUCAO

A exposicdo a substincias quimicas, durante a gestacdo e/ou lactagdo, pode atingir
diferentes 6rgaos do concepto em desenvolvimento, através do transporte sanguineo placentario
ou pelo leite materno. (HOLLENBACH et al., 2010; LEE et al., 2018). Entre eles, o cérebro,
que tem como periodo de maior susceptibilidade, o periodo que compreende o inicio do terceiro
trimestre de gestacdo até os primeiros anos de vida, em humanos, e a partir da dltima semana
de gestacdo até a terceira semana de vida pds-natal, em ratos (MORGANE et al., 1993;
KHALAF-NAZZAL; FRANCIS, 2013). O adequado desenvolvimento do sistema nervoso
pode ser afetado diretamente pela exposi¢do intrauterina e neonatal a agentes quimicos diversos
(TAHERI et al., 2019), estando normalmente associado a efeitos adversos no
neurodesenvolvimento.

A relacdo entre as plantas medicinais e o desenvolvimento do sistema nervoso é
geralmente evidenciada pelo efeito toxico provocado pela exposicdo materna a extratos de
plantas ou a fitoconstituintes sobre a maturacao dos reflexos neuroldgicos, desenvolvimento
neurocomportamental e a funcdo cognitiva, relatado em vérios estudos experimentais
(BEDADA; ENGIDAWORK, 2010; XUYING et al., 2010; SANDINI et al., 2014; ABU-
TAWEEL, 2018; LAADRAQUI et al., 2018). No entanto, alguns poucos estudos, durante a
gestacdo e/ou lactacdo em modelo animal, ttm demonstrado, além de completa auséncia de
efeitos toxicos sobre a maturacdo do sistema nervoso (YIMAM et al., 2015), melhora do
desempenho cognitivo e da memoria da prole em varias fases da vida (YAGHMAEI et al.,
2009; OLIVEIRA et al., 2011; SHARIFABAD; ESFANDIARY, 2012; TAHERI et al., 2019).

Uma importante planta medicinal amplamente estudada quanto as suas propriedades
farmacoldgicas, € a Phyllanthus niruri Linn, espécie herbdcea pertencente a familia
Phyllanthaceae. Esta erva € encontrada em regides tropicais e subtropicais (KAUR et al., 2017;
MEDIANI et al., 2017; SANTOS et al., 2018), em especial na América do Sul, India e China
(ROCHA et al., 2018), apresenta ampla distribui¢do geografica no territdrio brasileiro, onde é
conhecida popularmente como “quebra-pedra” e/ou “arrebenta-pedra”, ocorrendo nos biomas
Amazo6nia, Cerrado, Caatinga e Mata Atlantica (SECCO et al., 2015).

Na medicina tradicional a P. niruri ¢ amplamente utilizada no tratamento de doencas
em diversas partes do mundo. Estudos experimentais com modelos in vivo demonstraram a
ampla variedade de propriedades farmacoldgicas para a P. niruri, como hepatoprotetora (AMIN
et al., 2012), antiulcerogénica géstrica (KLEIN—JIjNIOR et al., 2017), atividade protetora renal

contra danos oxidativos (GIRIBABU et al., 2014), antidiabética em ratos diabéticos obesos
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(MEDIANI et al., 2016), antiviral contra o virus da hepatite B (LIU et al., 2014) e antiurolitico
(PUCCI et al., 2018). Além disso, Asare et al. (2012) e Queiroz et al. (2013) demonstraram
através de estudos de avaliacdo da toxicidade que animais tratados com P. niruri nao
apresentaram efeitos genotdxico, citotéxico e, apds exposi¢do ao extrato por 90 dias, ndo
exibiram toxicidade hepato-renal. No entanto, ndo se tem conhecimento dos efeitos da P. niruri
sobre uma prole cujas maes foram tratadas durante a gestacdo e lactacao.

Baseado no exposto, objetivamos com a presente pesquisa avaliar os efeitos do
tratamento materno durante a gestacdo e lactacdo, com o extrato das partes aéreas de P. niruri,
sobre a maturagdo reflexa e o desenvolvimento da memoria da prole. Além disso, a evolucao
ponderal, o consumo de ragdo e a performance reprodutiva materna também foram avaliadas
quanto aos possiveis efeitos toxicos provocados as progenitoras, durante o periodo de

administracao.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos do tratamento materno com o extrato aquoso de Phyllanthus niruri
durante a gestacdo e lactacdo de ratas Wistar e sua influéncia sobre o desenvolvimento

neurocomportamental da prole na lacta¢do e na vida adulta.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a evolugdo ponderal e o consumo de ra¢do quanto a possiveis efeitos toxicos
provocados as progenitoras, durante o periodo de administracao.

Avaliar a performance reprodutiva materna.

Investigar o desenvolvimento da maturagdo reflexa neonatal.

Analisar o desempenho cognitivo da prole na vida adulta utilizando os testes de

habitua¢do em campo aberto e o teste de reconhecimento de objetos.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. CONSIDERACOES GERAIS SOBRE Phyllanthus niruri L.

3.1.1. Informacao botanica

Phyllanthus niruri Linn., espécie pertencente a familia Phyllanthaceae, € conhecida
popularmente como “quebra-pedra”, “arrebenta-pedra” e ‘“erva-pombinha”, distingue-se de
outras espécies do género Phyllanthus (P. amarus, P. tenellus e P. urinaria), semelhantes
vegetativamente e conhecidas pelos mesmos nomes populares, por apresentar discretas
diferengas macroscoépicas, sendo facilmente diferenciadas pela base foliar (simétrica retusa em
P. amarus, aguda em P. tenellus e assimétrico-cordada em P. niruri), nimero de estames no

androceu (5 ou 6 em P. tenellus, 2 em P. amarus e 3 em P. niruri), frutos (que sdo ornamentados

em P. urinaria e lisos em P. niruri) e pela unido dos estames que ocorre em P. urinaria e P.

amarus € nao ocorre em P. niruri, entre tantas outras caracteristicas (MARTINS; LIMA, 2011;

MARTINS et al., 2014; MARTINS et al., 2017).

Figura 1. Phyllanthus niruri Linn. A) Planta inteira, B) Folha e fruto.
Fonte: Kaur et al. (2017).

Macroscopicamente, a P. niruri se apresenta ainda como uma planta herbécea, glabra,
de caules simples ou ramificados. Esta espécie pode atingir de 60 a 80 cm de altura (Figura 1
A). Suas folhas sdo alternas, disticas, simples, membrandceas, glabras, oblongo-elipticas, de

apice atenuado, as vezes mucronado e base assimétrica, margem lisa; laminas discolores, face
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adaxial de cor verde-oliva e face abaxial verde-pélida a cinza-pélida (Figura 1 B). Flores
femininas isoladas e axilares nos nds apicais, com cinco tépalas elipticas e disco inteiro,
carnoso; ovdrio tricarpelar, trilocular. Flores masculinas em fasciculos de uma a duas flores,
dispostas nos nds basais, com cinco tépalas largo-ovaladas e trés estames com filetes conatos
na base. Frutos esquizocdrpicos expostos para a regido abaxial dos ramos com cdlice
persistente, membrandceo, desenvolvido (BRASIL, 2010a).

Esta espécie é encontrada no Brasil, China, India e Africa e em todos os paises tropicais
e subtropicais (KAUR et al., 2017; MEDIANI et al., 2017; ROCHA et al., 2018; SANTOS et
al., 2018). No Brasil, € encontrada nos biomas Amazonia, Cerrado, Caatinga e Mata Atlantica

(SECCO et al., 2015).

3.1.2. Constituintes quimicos

Através de triagens fitoquimicas, preliminar e cromatogréfica, vdrias classes de
metabolitos secunddrios tém sido identificadas, principalmente nas folhas, a citar:
antraquinonas agliconas e glicosidicas, flavonoides, terpendides, naftoquinonas, saponinas,
carboidratos, esteroides, taninos, alcaloides, ligninas, lignanas, cumarinas e cumarinas
glicosidicas (GIRIBABU et al., 2014; MOSTOFA et al., 2017; AL ZARZOUR et al., 2017).
Os extratos aquoso, etandlico e metandlico sao os mais utilizados na obtencdo dos vdrios
constituintes quimicos. Entre os varios fitoconstituintes identificados até o momento, os taninos
representam a classe de metabolitos secundérios mais comumente encontrados. A investigacao
quimica das folhas desta planta levou ao isolamento de uma série taninos, dos quais destacam-
se os derivados do 4cido eldgico, corilagina, isocorilagina, d4cido repandusinico A, 1-O-galoil-
3,6-hexahidroxidifenoil-glicopiranosideo; Galoil-glicopironsideo, acido chebulagico e etil
brevifolincarboxilato (LEE et al., 2011; SPRENGER; CASS, 2013; ZHENG et al., 2016;
BEIDOKHTT et al., 2017; KUMAR et al., 2017)

Entre as diferentes classes quimicas presentes na planta, destacam-se os compostos: D-
Norpseudoefedrina, alcaloide com acdo antiurolitica (PATIL et al., 2017); Corilagina, tanino
com atividade antitumoral e antiulcerogénica géstrica (ZHENG et al., 2016; KLEIN-JUNIOR
et al, 2017); Isocorilagina, tanino com atividade antiacetilcolinesterase e
antibutirilcolinesterase (KOAY et al., 2014); e as lignanas, Nirtretalina A, Nirtretalina B e
Nirantina, que exibiram atividade antiviral, in vitro e in vivo, contra o virus da hepatite B (WEI

etal., 2012; LIU et al., 2014).
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3.1.3. Uso tradicional

P. niruri ¢ amplamente utilizada na medicina tradicional e seu emprego varia de acordo
com a localidade, sendo utilizada principalmente no tratamento de doencas do sistema
digestivo, no continente Asidtico, no tratamento de doengas do sistema urindrio, na América do
Sul, e no tratamento da maldria, no continente Africano (MAO et al., 2016). No continente
asidtico, esta espécie € utilizada em importantes sistemas de medicina tradicionais, como o
Ayurveda da India e na Medicina Tradicional Chinesa.

As partes aéreas compreendem a parte da planta mais utilizada pela populagdo, enquanto
o chd/infusdo € o modo de preparo mais frequente (OLIVEIRA; MENINI NETO, 2012). Do
ponto de vista etnofarmacoldgico, o chd é muito utilizado na medicina popular no Brasil e em
varios outros paises, principalmente no combate de calculos renais e biliares, no tratamento da
hipertensdo arterial, diarreia, hepatites B e C, e devido suas agdes analgésica, relaxante
muscular e dos ureteres (PAITHANKAR et al., 2011).

Diante de sua importancia na medicina popular, no ano de 2009, o Ministério da Satude
incluiu a P. niruri na Rela¢io Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao Sistema Unico de
Saide (RENISUS), juntamente com outras 70 plantas medicinais (BRASIL, 2009). No ano
seguinte, 2010, esta espécie foi incluida na lista elaborada pela ANVISA (Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitdria), contendo vdrias plantas medicinais de uso tradicional com efeito
comprovado cientificamente, apresentando as formas corretas de uso, efeitos adversos e
contraindicacdes. Entre as contraindicacdes, esta o uso durante a gravidez e lactacao (BRASIL,

2010b), porém sem comprovacao cientifica.

3.1.4. Atividades farmacolégicas

Virios estudos ndo clinicos in vitro e in vivo foram relatados para a P. niruri, no qual a
maioria dos estudos investigaram suas propriedades hepatoprotetora, antioxidante,
antidiabética, antiulcerogé€nica gastrica, antiurolitica, anti-inflamatdria e anticdncer, como
descrito resumidamente no Quadro 1, que apresenta uma visdo geral das principais atividades
farmacoldgicas estudadas (in vitro e in vivo) nos ultimos anos. Quanto ao tipo de extrato, a
maioria dos estudos utilizou os extratos aquoso, etandlico e metandlico para avaliagdo das

atividades.
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do diabetes (nefropatia diabética)

(continua)
. . C Y4 Parte da A
Atividade biologica Extrato Referéncia
planta
Atividade hepatoprotetora contra a doenga
hepética gordurosa ndo alcodlica,
demonstrada através do efeito o Extrato Al Zarzour et
P - Planta inteira o
antiangiogénico, da regulacio de metanolico al., 2018
adipocitocinas e reducdo da expressdo de
genes adipogénicos
Antiurolitica demonstrada através da
reducao do nimero e tamanho dos
célculos renais e da inibi¢ao da formagao
de cdlculos de calcio. Pucci et al
) ) . Folhas Extrato aquoso v
Em pacientes com hiperoxaltria e 2018
hiperuricostria o extrato diminui
significativamente o oxalato urindrio e
acido urico
Putri et al.
Imunomodulador na tuberculose Folha Extrato aquoso 2018 ’
Atividade antiviral contra o virus Extrato aquoso Sharma et al
Chikungunya (CHIKV) - atividade anti- Folhas (nanoparticulas 2018 ’
Chikungunya de prata)
Hepatoprotetor, antioxidante e o Extrato Al Zarzour et
o e A Planta inteira 1
hipolipidémico metanolico al., 2017
e e e L . Beidokhti et
Antidiabética (inibidores da a-glicosidase) | Partes aéreas | Extrato aquoso al. 2017
Hepatoprotetora, apds a exposi¢ao a
Indometacina, demostrada através da Bhattacharyya
~ . Folhas -
modulacdo dos reguladores da via et al., 2017
inflamatdria e apoptotica
Atividade anti-inflamatodria,
nti oti ntioxidan roliferati iri
antiapoptotica, antiox dante e pro fe at~1va Folha Extrato aquoso Giribabu et
renal, todas envolvidas com complicacOes al., 2017

Antioxidante, antiulcerogénica géstrica e
gastroprotetora, demonstrado pelo

~ ~ o Extrato Klein-Junior
aumento na producdo de muco, reducdo |Planta inteira 1

. . ~ metandlico etal., 2017

do dano oxidativo e da infiltracao de
neutréfilos

Antioxidante e atividade inibidora da o Extrato Mediani et al.,

. . Planta inteira . 1

enzima a-glicosidase hidroetandlico 2017
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(continua)
Atividade biologica Parte da Extrato Referéncia
planta
Anti-inflamatdria e antiulcerogénica Extrato Mostofa et al.,
P Folha 21s
gastrica metanolico 2017

Antioxidante e citotoxica contra linhagens

Extrato rico em

Navarro et al.,

. L. Partes aéreas compostos
celulares de adenocarcinoma gastrico pe 2017
fendlicos
Antiurolitica (inibidor do oxalato de Patil et al.
( J Folha e fruto | Extrato aquoso ’
célcio) 2017
Antioxiante e Hepatoprotetor Extrato etandlico Shanmugam
patop etal., 2017

Antibacteriano contra organismos
cariogénicos (Streptococcus sanguis, S.
salivarius, S. oralis e S. mutans)

Folha

Extrato etandlico

Sunitha et al.,
2017

Atividade antimetastética e
antiproliferativa demonstrada pela
supressdo da expressdo de enzimas
envolvidas na progressao tumoral

Planta inteira

Extratos aquoso
e metandlico

Lee et al.,
2016

antioxidante e da ativacdo das vias de
sobrevivéncia celular

Antidiabética com ag¢do hipoglicemiante e . Extrato Mediani et al.,
. . Partes aéreas . . 1.
hipolipemiante hidroalcéolico 2016
i i . . . | Fracao acetato de
Antitumoral contra linhagens celulares de | pp. o inteira §ao a Zheng et al.,
hepatocarcinoma humano etila 2016
) . . Fernandez et
H licemian Folh Extr
ipoglicemiante olha xtrato aquoso al., 2015
Anti-inflamatoria intestinal, demonstrada
) - D Folhas e Melo et al.,
através da reducdo do estresse oxidativo e Extrato aquoso
N 5 . . caule 2015
reducdo de citocinas pro-inflamatdrias
Promotora do crescimento capilar ,
. .. p ., . Extrato de éter de | Patel et al.,
demonstrada in vivo e in vitro através da | Partes aéreas .
. petréleo 2015
inibi¢do da S-alfarredutase
Atividade antimetastatica, demonstrada
através da inibicdo das atividades de Planta
adesdo celular, invasdo e migracao o Extratos aquoso | Tang et al.,
) , inteira, 1
transendotelial de células cancerosas e ) e metanolico 2015
N .. . ) exceto a raiz
reducdo da atividade enzimas envolvidas
na progressao tumoral
Citoprotetor de células do figado e do
baco, expostas ao acido acetil salicilico,
¢ p . . Bhattacharyya
demonstrada através do efeito Folha -
et al., 2014
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(continuacdo)
. . c 1. Parte da A .
Atividade bioldogica Extrato Referéncia
planta
Antioxidante e efeito protetor renal em .
C 1 s Giribabu et
ratos diabéticos, demonstrado pela Folha Extrato aquoso al. 2014
protecdo contra o estresse oxidativo ’
Atividade inibitéria contra a Folha Extrato Koay et al.,
acetilcolinesterase e butirilcolinesterase metanolico 2014
Antiviral, in vitro e in vivo, contra o virus . Extrato Liuetal.,
. Planta inteira L1
da Hepatite B e hepatoprotetor metanodlico 2014
Inibidora da formacao de cdlculos de Extralo 40Uoso Rodgers et al.,
oxalato de calcio em urina sintética q 2014
Antiproliferativa, antimetastética e
antiangiogénese sobre a linhagem de - Extratos aquoso |- Tang et al.,
e metandlico 2014
melanoma

Os extratos obtidos das folhas de P. niruri demonstraram notavel atividade antioxidante,
em diferentes modelos in vivo, demonstrado através da diminui¢@o dos niveis de malonaldeido
e do aumento da atividade das enzimas antioxidativas, super6xido dismutase, catalase,
glutationa redutase e glutationa S-trasferase (BHATTACHARYYA et al., 2014, 2017;
GIRIBABU et al., 2014).

Estudos demonstram a atividade potencial de P. niruri no tratamento da litiase urinaria,
cujas propriedades apresentadas sdo importantes do ponto de vista farmacoldgico, devido as
alternativas terapéuticas serem muito limitadas para o tratamento dessa doenca (RODGERS et
al., 2014; PATIL et al., 2017 e PUCCI et al., 2018).

O extrato metandlico obtido das folhas de P. niruri foi investigado in vitro quanto a
capacidade em inibir as enzimas acetilcolinesterase (AChE) e butirilcolinesterase (BChE).
Koay et al. (2014), demonstraram que o extrato exibiu potencial atividade inibitéria, bem como
o tanino isolado, Isocorilagina, que exibiu propriedade inibitoria contra a AChE e BChE duas
a trés vezes mais potente que o inibidor clinicamente utilizado no tratamento da doenga de
Alzheimer, Galantamina, podendo ser um potencial candidato para a descoberta de novos
agentes inibidores da colinesterase, eficaz para o tratamento do Alzheimer.

Outra importante atividade avaliada, refere-se ao potencial contra o virus Chikungunya
(CHIKYV), o qual € transmitido em humanos por mosquitos fémeas Aedes aegypti. Os resultados

indicaram que o uso de nanoparticulas de prata de P. niruri como agente antiviral € vidvel e
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pode fornecer opg¢des alternativas de tratamento contra a doencga causada pelo CHIKYV, que

ainda ndo possui terapia farmacoldgica ou vacinas especificas (SHARMA et al., 2018).

3.1.5. Toxicologia

A toxicidade foi investigada em vérios tipos de extratos feitos de folhas ou de toda a
planta, através de modelos de toxicidade in vitro e in vivo. O extrato etandlico de P. niruri foi
avaliado durante um periodo de 90 dias quanto a genotoxicidade in vivo, através do teste de
micronicleos em células hematopoiéticas (eritrécitos da medula dssea), para avaliagcao do dano
cromossOmico. Os resultados desse estudo mostram que apds o tratamento com extrato nas
doses de 30 e 300mg/kg, os ratos ndo apresentaram efeito genotdxico, indicativo de auséncia
de dano cromossomico induzido (ASARE et al., 2012). Além disso, nesse mesmo estudo foi
avaliado o potencial citotéxico do extrato, que exibiu uma concentracdo citotoxica mediana
(CC50) de 26,3 ug/mL, considerada ndo citotéxica. Similarmente, o extrato aquoso de P. niruri
administrado durante um periodo de 30 dias também foi avaliado quanto as atividades
genotoxicas e citotoxicas em células da medula 6ssea de ratos Wistar. Os resultados do estudo
revelaram que a administragdo oral subcronica do extrato a 50, 100 e 250 mg/kg ndo exibiu
nenhum potencial genotéxico ou citotoxico (QUEIROZ et al., 2013).

Em estudo de toxicidade sobre a funcao reprodutiva masculina, conduzido por Ezeonwu
(2011), o extrato aquoso de P. niruri exibiu efeitos antifertilidade, que segundo o autor foi
devido o potencial de penetracio na barreira hematotesticular, de compostos bioativos presentes
no extrato. Nesse estudo, doses superiores a 200 mg/kg, causaram deplecao significativa do
nivel de frutose do fluido seminal e reducdo da viabilidade espermética, mobilidade e contagem
de espermatozoides.

Um importante ensaio de toxicidade que permite a avaliacdo inicial do perfil
toxicolégico de uma determinada substincia, é o estudo de toxicidade aguda, o qual é
indispensdvel para o estabelecimento de doses a serem utilizadas em estudos subcronicos
(BIGHETTI et al., 2004). Em camundongos, os resultados do estudo de toxicidade oral aguda
revelaram que o extrato aquoso de P. niruri ndo apresentou toxicidade até a dose de 2000
mg/kg, sugerindo que a administracdo do extrato até a dose maxima tolerada € considerada
segura para uso em animais (THIPPESWAMY et al., 2011). Por sua vez, Thakur et al. (2011),
verificaram que o extrato aquoso de P. niruri, além de ndo ser toxico até 2000 mg/kg,
administrado via intraperitoneal, também ndo observou nenhum sinal clinico ou qualquer efeito

adverso em camundongos até 14 dias apds a administracao.
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Em estudo de toxicidade aguda realizado em ratos machos e fémeas Sprague Dawley, o
extrato aquoso das folhas de P. niruri exibiu uma dose letal mediana (DL50) superior a 5 g/Kg,
sem presenga de mortalidade ou qualquer outro efeito adverso, apds uma tinica administracao,
via oral, do extrato nas doses de 2 e 5 g/Kg (ABDULLA et al., 2010; ASARE et al., 2011).
Reforcando os dados referentes a dose méxima tolerada, a administracdo do extrato etandlico
por via oral, em estudo de toxicidade aguda, exibiu auséncia de toxicidade in vivo a ratos
machos e fémeas da linhagem Sprague-Dawley, exibindo uma DL50 superior a 3 g/kg (AMIN
et al., 2012; ASARE et al., 2012). Substancias com valores de DL50 na faixade 1 a 5 g/kg sao
consideradas pouco toxicas, ja as que exibem DL50 superior a 5,0 g/kg sdo considerados
praticamente ndo toxicas, de acordo com a classificacdo de toxicidade (LOOMIS, 1968;
TRAPE 1994). Sendo assim, estes estudos demostram que o tratamento oral agudo com P.
niruri € praticamente nao toxico.

Quando avaliados em estudo de toxicidade de doses repetidas, os extratos de P. niruri
também ndo se mostraram ser toxicos em dois ensaios de toxicidade com diferentes periodos
de duracdo (ASARE et al., 2012; QUEIROZ et al., 2013). Estes estudos tiveram como objetivo,
caracterizar o perfil toxicoldgico dos extratos de P. niruri pela administracdo repetida. No
ensaio de toxicidade por dose subcrdnica, com duracdo de 90 dias, realizado por Asare et al.
(2012), a administracdo subcronica, via oral, do extrato etandlico de P. niruri a 30 e a 300
mg/Kg a ratos fémeas, ndo se mostrou téxico, sem qualquer alteracdo importante nos
parametros bioquimicos e hematoldgicos e sem anormalidades histopaldgicas nos Orgdos
analisados. Adicionalmente, a administracdo oral subcronica do extrato aquoso a 50, 150 e 250

mg/kg/dia durante 30 dias ndo exibiu toxicidade geral (QUEIROZ et al., 2013).

3.1.6. Estado da técnica

Em virtude da importancia da P. niruri, hd um grande interesse de diferentes setores
industriais, instituicdes de pesquisas e dos centros académicos no estudo e protecdo tecnolégica
de produtos e processos relacionados a esta espécie, sendo a India, a China, o Japdo e os Estados
Unidos, os principais interessados, conforme informagdes obtidas na base de dados de patentes
Derwent Innovation Index®, base de dados de patentes da Clarivate Analytics (WEB OF
SCIENCE, 2019).

Nos ultimos anos as pesquisas referentes a espécie em questdo, tém sido voltadas nao
sO para aplicacdo medicinal, mas também para o desenvolvimento e inovacio de formulagdes

e produtos cosméticos, a citar as seguintes patentes: producdo de uma fragdo de baixo peso
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molecular, util para tratar os sinais de envelhecimento da pele (GARAY et al., 2014); invenc¢do
de uma composi¢do para tratar sinais de envelhecimento da pele (KAUR et al., 2016); e a
invencdo de um creme dental e seu método de preparagao (YONG, 2015). J4 no campo da
medicina, atualmente destacam-se patentes de inveng¢ao como, preparagao de uma formulagao
da medicina tradicional chinesa para o tratamento da hepatite B (TONGYONG, 2015);
invencdo de uma formulacdo para tratamento da alopecia androgenética (queda de cabelo)
(MEENA, 2015); invencao de um colutério antibacteriano (JINQIANG, 2017) e um método
para aumentar os compostos bioativos da P. niruri (INDU BALA; CHANDRADEVAN, 2017).

3.2. DESENVOLVIMENTO EMBRIONARIO E FETAL

O desenvolvimento embrio-fetal de mamiferos pode ser dividido em quatro periodos:
pré-implantacdo, organogénese, desenvolvimento fetal e periodo neonatal. O periodo
correspondente ao desenvolvimento inicial (pré-implantacdo e implantacdo embriondria)
compreende o periodo que vai desde a fecundacdo até a implantacido do blastocisto no utero,
que ocorre antes da segunda semana de desenvolvimento em humanos e até o 6° dia em ratos,
aproximadamente, é caracterizada pela presenca do embrido com células totipotentes em
divisdo (FRITZ; GIESE, 1990; LEMONICA, 2008). Neste periodo a exposi¢cdo a um agente
toxico pode impedir a implantagcdo do blastocisto no dtero (ROGERS; KALVLOCK, 2012).

ApOs a implantagdo, inicia-se a fase de organogénese, com inicio da segunda a oitava
semana pOs-fecundacdo em mulheres e que vai do 7° ao 15° dia em ratas. Esse periodo €
caracterizado por uma intensa proliferacio e migracdo celular, remodelamento tissular e
formacdo rudimentar das estruturas e 6rgdos do corpo (BRENT et al., 1993; LEMONICA,
2008). O final da organogénese marca o inicio da terceira fase, conhecida como periodo fetal,
que € caracterizada por diferenciagdo e crescimento tissular, maturacdo fisioldgica dos
diferentes sistemas e crescimento ponderal do feto, compreende oito semanas completas pos-
fertilizacdo até o termo em mulheres e em ratas corresponde do 16° ao 21° dia de prenhez
(FRITZ; GIESE, 1990; ROGERS; KALVLOCK, 2012). Nesse periodo, todos os 6rgaos estao
presentes e grosseiramente reconheciveis, embora ainda ndo desenvolvidos por completo, o
sistema nervoso central, bem como o crescimento ponderal do feto ainda estao em diferenciacao
(LEMONICA, 2008). Apés esta fase, di-se inicio ao periodo neonatal, que ocorre apenas
crescimento e maturagdo fisiologica. Vai até o 28° dia apds o nascimento em humanos e até o

10° dia em ratos, compreendendo o inicio da lactacao.
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Quanto aos efeitos adversos provocados por agentes quimicos durante os periodos de
exposicdo, durante a pré-implantacdo, chamado de periodo do “tudo ou nada”, a exposi¢ao
materna a agentes toxicos geralmente resulta em nenhum ou ligeiros efeitos sobre o crescimento
ou embrioletalidade, dependendo do nimero de células atingidas; a organogénese é o periodo
de maior susceptibilidade a acdo de agentes quimicos e unico periodo teratogénico da gestacgao,
sendo considerado o periodo mais critico, no qual o maior nimero de malformacdes pode ser
induzido; e por fim, o periodo fetal em que a exposicdo materna pode indubitavelmente
interferir com processos de proliferacdo celular que resultam em alteragdes funcionais de
importantes sistemas, como Sistema Nervoso Central, além de causar retardo geral de
desenvolvimento (BRENT et al., 1993; AUROUX, 1997; LEMONICA, 2008; ROGERS;
KAVLOCK, 2012).

3.3. PLANTAS MEDICINAIS DURANTE A GESTACAO E/OU LACTACAO

A utilizaco de plantas com finalidades terapéuticas durante a gestacdo ocorre devido
as gestantes buscarem em produtos naturais a solu¢do para atenuar alguns problemas de saude
que podem surgir, como gripes e resfriados, bem como alguns dos sintomas advindos da prépria
gestacdo (nduseas, vOmitos, constipacdo intestinal, azia, etc), que sdo provenientes de
modificagdes inerentes a esse processo € que ocorrem no organismo feminino, com a finalidade
de adaptar o mesmo a manutencdo e o desenvolvimento normal da gestacdo (GORRIL et al.,
2016; DUARTE et al., 2017). Junta-se a este fato a crenca da inocuidade, erroneamente,
atribuida aos produtos a base de plantas, o facil acesso, baixo custo e a isencdo de prescri¢ao
médica.

Dados obtidos na literatura demonstram que a utilizacdo de plantas medicinais durante
a gestacao € uma pratica medicinal comum, observada nao sé no Brasil, mas também em outros
paises, tais como Itdlia, Finlandia, Noruega e Austrdlia (TRABACE et al., 2015). A utilizacdo
de plantas para fins medicinais tem como principais motiva¢des que levam ao seu uso, as
seguintes queixas: constipagdo intestinal e problemas relacionados ao Sistema Nervoso Central
(irritabilidade, ansiedade, nervosismo, tensdo emocional, entre outros), uma vez que algumas
das plantas medicinais com as referidas indicagdes terapéuticas sdo as mais utilizadas pelas
gestantes (CLARKE et al., 2007). J& durante a lactacdo, o uso de algumas espécies de plantas
medicinais se dd, em parte, em virtude de seu efeito sobre a estimulacdo e manutengdo da

producdo adequada de leite materno. No entanto, indimeras plantas medicinais possuem
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contraindicacdes de uso, principalmente na gravidez, por ocasionarem dano fetal ou por ndo
terem seus estudos toxicoldgicos concluidos (ARCANIJO et al., 2013).

Todavia, existem muitas plantas que s@o utilizadas por mulheres no periodo gestacional
para diversas finalidades terapéuticas. Em estudo de Souza et al. (2013), sobre o uso das plantas
medicinais durante a gestacdo, sdo relatadas as principais espécies de uso corriqueiro por
mulheres durante a gestacdo e os principais usos medicinais, destacando-se a Peumus boldus
(boldo-do-chile), Baccharis trimera (carqueja), Cassia angustifolia (sene), Ruta graveolens
(arruda) e a Chamomilla recutita (camomila), as quais eram empregadas principalmente para
amenizar dores estomacais ou como digestivos, para resfriados e em cdlicas menstruais.

De acordo com Trabaci et al. (2015), apesar da enorme popularidade e da vasta
utilizacdo da fitoterapia, atualmente pouco se sabe sobre os efeitos e, principalmente, o perfil
de seguranca das plantas medicinais e dos medicamentos fitoterdpicos mais utilizados durante
a gravidez, em que ao contrario dos medicamentos alopdticos, esses produtos geralmente ndao
possuem um rigoroso suporte cientifico que demonstre seguranca ou eficicia, e menos ainda
quando se leva em consideracdo o perfil toxicoldgico e os resultados na gravidez e/ou em

neonatos.

3.4. EXPOSICAO A PLANTAS MEDICINAIS SOBRE O DESENVOLVIMENTO PRE E
POS-NATAL

Ensaios bioldgicos pré-clinicos realizados com algumas espécies de plantas estdo
descritos resumidamente no Quadro 2, o qual apresenta uma relacio de 17 plantas medicinais
com efeitos toxicos provocados nas progenitoras e na prole. O critério utilizado para
organizagdo do quadro foi a ordem alfabética para o nome da familia das plantas. Os estudos
confirmam a ocorréncia de toxicidade materna demonstrada pela reducdo no ganho de peso
corporal e na ingestdo de alimentos e 4dgua durante a prenhez para as espécies Senecio
brasiliensis (SANDINI et al., 2014) e Camellia sinensis que além desses efeitos (WANG et al.,
2013), induziu nefrotoxicidade e sintomas semelhantes a pré-eclampsia, caracterizados por
aumento do nivel de citocinas pro-inflamatérias e diminuicdo do nivel de citocinas anti-
inflamatérias (DEY et al., 2018).

Quantos aos efeitos provocados sobre o desenvolvimento geral da prole, seja durante o
pré ou no pds-natal, alguns resultados foram menos acentuados que outros, se caracterizando
apenas como indicios de toxicidade, como aqueles obtidos com as seguintes plantas medicinais:

C. Sinensis (WANG et al., 2013), Eurycoma longifolia (LOW et al., 2014) e Ferula gummosa
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(VAHEDI et al., 2018), nos quais seus extratos induziram apenas uma diminui¢do significativa
de peso corpéreo apds o nascimento, indicando um possivel comprometimento no
desenvolvimento fisico da prole (GERENUTTI et al., 1992).

Estudos realizados com roedores durante a prenhez mostraram que Artemisia herba-
alba (LAADRAOUI et al., 2018), Origanum vulgare (HOLLENBACH et al., 2017), Rhodiola
kirilowii (ZDANOWSKI et al., 2014; LEWICKI et al., 2015, 2017), Simaba ferruginea
(VANZELER et al., 2015), Trichilia catigua (SANTOS et al., 2015) e Trigonella foenum-
graecum (KHALKI et al., 2010) apresentaram efeitos que podem ser prejudicial aos conceptos,
devido a ocorréncia de embrioletalidade, que se refere a perturbacdes que ocorrem durante o
desenvolvimento embriondrio, resultando em abortos espontaneos ou em natimortos.

Toxicidade sobre o desenvolvimento sexual da prole foi demonstrada em estudos
conduzidos com os extratos de Hibiscus sabdariffa (ARRUDA et al., 2015) e Passiflora
incarnata (BACCHI et al., 2013), ao serem avaliados quanto aos efeitos toxicos sobre o
desenvolvimento geral e sexual das progénies expostas aos extratos nos periodos perinatal (in
utero) e pos-natal (lactacdo). Enquanto a ocorréncia de malformacdes externas foram registras
nos estudos conduzidos com as espécies Momordica Charantia (UCHE-NWACHI; MCEWEN,
2010), Nicotiana humilis (KHALKI et al. 2012) e T. foenum-graecum (KHALKI et al. 2010).

Outras evidéncias toxicoldgicas provocados em filhotes de roedores tratados durante a
gestacdo e/ou lactacdo com extratos e produtos obtidos de plantas medicinais, se caracterizam
por retardo ao desenvolvimento fisico e a maturagcdo do sistema nervoso, sendo estes descritos
nos estudos realizados com as seguintes espécies medicinais: Artemisia herba-alba
(LAADRAOUI et al., 2018), Astragalus membranaceus (XUYING et al., 2010), Catha edulis
(BEDADA; ENGIDAWORK, 2010), C. sinensis (DEY et al., 2018), Chamomilla recutita
(ARRUDA et al., 2013), N. humilis (KHALKI et al., 2012) e S. brasiliensis (SANDINI et al.,
2014).
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Quadro 2. Efeitos toxicoldgicos sobre o desenvolvimento pré e pds-natal da prole, resultado da administracdao de espécies vegetais durante a
gestacdo e/ou lactacdo em roedores.

(continua)
Nome cientifico/Familia Parte da Dose Resultado geral Pe¥lqd0 de~ Referéncia
planta/Extrato administraciao
Raiz C e Gestacdo; lactacdo; e
Ferula gummosa 700 mg/Kg | Diminuicdonopesodos | g G omidade | Vahedi et al., 2018
(Apiaceae) P6 filhotes
entre 4 e 5 semanas
Artemisia herba-alba Partes acreas 80 e 150 Embrlolet.ahdade © ~ .
(Asteraceae) - me/ke comprometimento dos Gestagao Laadraoui et al., 2018
Extrato metandlico parametros reflexos
) . Diminuic¢ao no peso dos
Chamomilla recutita Capitulos florais 0,5mL-5e¢ filhotes e retardo no 1°ao 7° dia de
. - Arruda et al., 2013
(Asteraceae) Extrato aquoso 10% desaparecimento dos gestagdo
reflexos neurolégicos
. g Folh Toxicidade materna e atraso Gesta? a0
Senecio brasiliensis olhas . . (organogénese e .
9 mg/Kg no desenvolvimento pds- . o Sandini et al., 2014
(Asteraceae) Residuo butanélico periodo fetal - 6° ao
natal da prole o 1: .
20° dia gestacional)
Gestagao
Catha edulis Folhas* 100, 200 ¢ Toxicidade matgrna e retardo (o/rganogeneseoe Bedada; Engidawork,
(Celastraceae) 300 mg/Kg no desaparecimento dos periodo fetal - 6° ao 2010
reflexos neurolégicos 20° dia gestacional) e
lactagdo
. o Raiz e Rizomas :
Rhodiola kirilowii 20 me/K Toxicidade neonatal com Gestagdo (21 dias) e 2021%1@](4):;51?;:1;1
(Crassulaceae) Extratos aquoso e giihe embrioletalidade Lactagdo (7dias) 2015.2017

hidroalcodlico
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Quadro 2. Efeitos toxicoldgicos sobre o desenvolvimento pré e pds-natal da prole, resultado da administracdo de espécies vegetais durante a
gestacdo e/ou lactacdo em roedores.

(continua)
Nome cientifico/Familia Parte da Dose Resultado geral Pel.‘l(?do de~ Referéncia
planta/Extrato administracao
Momordica Charantia Fruto verde . n 7° ao 14° de gestacdo Uche-nwachi;
. 2 mL Efeito teratogénico A
(Cucurbitaceae) Extrato aquoso (organogénese) Mcewen, 2010
Astragalus } . 15°a21° dia de
membranaceus Astragalos%deo v 0,25,0,5¢ Atraso}no desenvolvimento gestacdo (fase fetal) ¢ | Xuying et al., 2010
(Saponina) 1,0 mg/Kg pOs-natal da prole ~ .
(Fabaceae) lactacdo (21 dias)
Trigonella foenum- Sementes ) .
graecum 00 e Efeito teratogénico e Gestagdio Khalki et al., 2010
Extrato aquoso 1000 mg/Kg embrioletalidade
(Fabaceae)
14 dias antes do
" acasalamento, 21 dias
j Folhas .
Orzganum vulgare ) 27% (vIv) Embrioletalidade durante o periodo QC Hollenbach et al.,
(Lamiaceae) Oleo essencial acasalamento, 21 dias 2017
de gestacdo e 21 dias
de lactacao
12° a0 21° dia de
Hibiscus sabdariffa Cilice (flor) Tox101‘dade sobre o GestagaAo (final da
(Malvaceae) - 500 mg/kg | desenvolvimento sexual da | organogénese e fase | Arruda et al., 2015
Xtrato aquoso prole fetal) e lactacdo (21
dias)
il _ Cascas
Trichilia catigua Extratos acetonico e | 400 mg/kg Embrioletalidade Gestagao e lactag@o Santos et al., 2015

(Meliaceae)

aquoso
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Quadro 2. Efeitos toxicoldgicos sobre o desenvolvimento pré e pds-natal da prole, resultado da administracdo de espécies vegetais durante a

gestacdo e/ou lactacdo em roedores.

(continuagdo)
Nome cientifico/Familia Parte da Dose Resultado geral Pel.‘l(?do de~ Referéncia
planta/Extrato administracao
Fassiflora incarnata Toxicidade sobre o
. Partes aéreas* 300 mg/Kg | desenvolvimento sexual da | Gestacdo e lactacdo Bacchi et al., 2013
(Passifloraceae)
prole
Eurycoma longifolia Raizes E,x'trato 25e 100 Dlmlnulggo no peso dos Gestagio e lactagdo Low et al., 2014
(Simaroubaceae) metanodlico mg/Kg filhotes
. . . 8°ao 16° dia de
Slmabaf errusuea R1;0mas Ez(t.rato S0 100 Embrioletalidade gestacao Vanzeler et al., 2015
(Simaroubaceae) hidroetandlico mg/Kg A
(organogénese)
Lo - Folhas Atraso no desenvolvimento
Nliggf; rlzlc:mheuaz)llzs . 0,5 mg/ Kg | péds-natal da prole e efeito 21 dias de gestacao Khalki et al., 2012
Extrato metandlico teratogénico
Camellia sinensis Folhas 50 e 100 Toxicidade ma'terna e retgrdo
no desenvolvimento fisico | Gestacdo e lactagdao Dey et al., 2018
(Theaceae) Extrato aquoso mg/Kg p6s-natal da prole
Toxicidad Antes e durante o
Camellia sinensis Folhas 700 e 2500 + oxicidade materna e acasalamento, na
diminui¢do no peso dos ~ L Wang et al., 2013
(Theaceae) Extrato aquoso mg/Kg filhotes gestacdo e lactagdo
(12 semanas)

* Nao foi possivel identificar o extrato utilizado.
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4. METODOLOGIA

4.1. MATERIAL VEGETAL

As partes aéreas da Phyllanthus niruri Linn foram coletadas em marco de 2018 no
municipio de Cuité-PB. Uma espécime foi identificada botanicamente e sua exsicata encontra-
se depositada no Herbério do Departamento de Botanica da Universidade Federal de Campina
Grande (UFCG) — campus Cuité/Paraiba, sob cédigo 0062.

A atividade de acesso ao Patrimonio Genético, foi cadastrada no Sistema Nacional de
Gestao do Patrimdnio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen), em
atendimento ao previsto na Lei n® 13.123/2015 e seus regulamentos, sob nimero de cadastro
ADE2538 e, apds procedimento administrativo de verificagdo, ndo foi objeto de requerimentos
de verificacdo de indicios de irregularidades.

O material coletado foi submetido a secagem em estufa de ar circulante a 40 ° C por um
periodo de 3 dias. Apds a secagem, o material foi moido, em seguida, o extrato aquoso foi
preparado por infusdo durante 15 minutos, em agua destilada com temperatura entre 80 e 90°C,
utilizando a propor¢do de 3 g das partes aéreas moidas em 150 mL do solvente (COLPO et al.,
2014; PUCCI et al., 2018). O extrato obtido foi filtrado e concentrado a pressdo reduzida

utilizando rota evaporador com temperatura ndo superior a 50 °C.

4.2. ANIMAIS E GRUPOS EXPERIMENTAIS

Fémeas primiparas (n = 24), da linhagem Wistar, adultas, pesando aproximadamente
250 + 50 g, provenientes do Biotério da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), e
mantidas no Laboratorio de Nutrigdo Experimental (LANEX) da UFCG - campus Cuité/Paraiba
foram utilizadas para obtencao de 36 ratos machos recém-nascidos. Os animais foram mantidos
sob condi¢des-padrao: temperatura de 22 + 1°C, ciclo claro-escuro de doze horas controlado
automaticamente (inicio da fase clara as 6:00 h), umidade de + 65%, tendo livre acesso a dgua
e a racdo, durante todo o procedimento experimental.

O sistema de acasalamento foi do tipo monogamico. Apds a confirmacgao da prenhez, as
ratas gestantes (n = 8 animais por grupo) foram separadas e alojadas em gaiolas-maternidade
individuais, sendo entdo distribuidas aleatoriamente em trés grupos: um controle, que recebeu

dgua destilada por meio de gavagem; e dois grupos experimentais tratados oralmente (gavagem)
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com o extrato aquoso de P. niruri (EAPN), nas doses de 75 e 150 mg/kg/dia, do inicio da
organogénese (7° dia de gestacdo) até o final da lactacdo (21° dia de lactacdo).

Neste experimento, a dose adotada foi calculada considerando a dose recomendada para
uso em adultos humanos para tratar a litiase renal (PUCCI et al., 2018) e com base nos
resultados obtidos de estudos prévios, realizados com o extrato aquoso das partes aéreas de P.
niruri, quanto aos testes de toxicidade oral aguda (estimativa da dose letal mediana - DL50) e
subcronica, nos quais foi demonstrando que o extrato exibiu uma DL50 superior a 5000 mg/kg,
enquanto no estudo de doses repetidas, se mostrou seguro em doses inferiores a 250 mg/kg/dia
(ABDULLA et al., 2010; ASARE et al., 2011; QUEIROZ et al., 2013).

As ninhadas foram padronizadas com seis filhotes, para garantir similaridade
nutricional, e apenas os machos foram utilizados. Durante todo o periodo de lactacdo, os
neonatos foram analisados quanto a ontogénese reflexa. Na idade adulta (80 a 90 dias pds-natal)

foram submetidos aos testes de avaliacdo da memoria (Figura 2).

Periodo de Tratamento

Toxicidade materna sistémica

Progenitoras

P a
- L

DGO DG 7 DG 21 DPN 1 DPN21 | DPN8  DPN90

Ontogénese reflexa Testes de memoria

Acasalamento

J Filhotes

y < B

Figura 2. Protocolo experimental. DG: dia gestacional; DPN: dia pds-natal.

A pesquisa seguiu o protocolo experimental de acordo com as recomendacdes éticas do
National Institute of Health Bethesda (Bethesda, USA), com relacdo aos cuidados com os
animais. O presente trabalho foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica para Uso de
Animais (CEUA) do Centro de Sadde e Tecnologia Rural (CSTR) da Universidade Federal de
Campina Grande (UFCG), N° de Protocolo CEP/CEUA: 065/2018.
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4.3. TOXICIDADE MATERNA SISTEMICA

4.3.1. Consumo de racao e evolucao ponderal

O peso corporal de cada progenitora foi registrado diariamente, desde o inicio da
prenhez até completar os 21 dias de gestacdo, com a utilizacdo de balanga semi-analitica da
marca Balmak®. A partir desses registros as progenitoras foram avaliadas semanalmente nos
dias 7, 14 e 21 quanto ao ganho de peso corporal.

O consumo de racdo foi mensurado a cada sete dias durante o periodo de gestacdo e
lactacdo, sendo calculado pela diferencga entre uma quantidade pré-estabelecida de racao (400g)

ofertada semanalmente e as quantidades residuais de racao.

4.3.2. Performance reprodutiva

Para cada grupo os seguintes parametros foram avaliados: nimero de fémeas acasaladas
e fémeas gravidas, duracio da gestacdo, tamanho da ninhada, presenca de natimortos, peso da
ninhada e peso médio dos filhotes. Além disso, para avaliar os parametros de fertilidade e o
desempenho reprodutivo, os seguintes indices foram calculados: indice de fertilidade feminina
(nimero de fémeas gravidas x 100 / nimero de fémeas acasaladas), indice de gestacdo (nimero
de fémeas com descendentes vivos x 100 / nimero de fémeas gravidas), indice de nascidos
vivos (nimero de nascidos vivos x 100 / nimero de filhotes nascidos), indice de viabilidade no
dia 4 (nimero de neonatos vivos no 4° dia pds-natal x 100 / nimero de neonatos vivos no dia
pos-natal 0) e o indice de desmame (nimero de neonatos vivos no dia 21 pds-natal x 100 /
nimero de recém-nascidos vivos no dia 4 pds-natal) (MULLER et al., 2009; KHALKI et al.,
2010; WANG et al., 2013).

4.4, ONTOGENESE REFLEXA

As proles foram avaliadas diariamente, quanto a ontogénese reflexa, do 1° ao 21° dia
pos-natal, sempre entre as 07:00 e 09:00 horas da manha. Os seguintes reflexos foram avaliados:
preensdo palmar, recuperacdo postural do dectbito, colocagdo espacial desencadeada pelas
vibrissas, aversao ao precipicio, geotaxia negativa, resposta ao susto e recuperagao do decubito
em queda livre. Para cada parametro o tempo maximo de observacao foi de 10 segundos. A

resposta foi considerada consolidada quando a reagao reflexa esperada foi repetida por trés dias
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consecutivos, considerando o dia de consolida¢do como o 1° dia de aparecimento. A avaliacdo

dos reflexos foi realizada conforme descrito por Smart e Dobbing (1971) (Quadro 3).

Quadro 3. Procedimentos para avaliacdo da ontogénese reflexa.

Reflexo

Resposta

Preensdo palmar

Recuperacao postural de
decubito

Colocagdo espacial
desencadeada pelas
vibrissas

Aversdo ao precipicio
Geotaxia negativa
Resposta ao susto

Recuperacao do decubito
em queda livre

O reflexo € registrado quando ndao ocorre a flexdo da pata
dianteira, apds ser acariciada suavemente com um instrumento
metalico.

O animal se vira para a posicdo normal apoiado com as quatro
patas sobre a superficie, apds ter sido colocado em decubito
dorsal.

Com as vibrissas tocando a borda de uma superficie plana, apds
ser suspenso pela cauda, o rato levanta a cabeca e estende as
patas dianteiras sobre a superficie, realizando movimentos de
marcha.

Com o focinho e as patas dianteiras colocadas na borda de uma
superficie plana, o animal se afasta na direcdo oposta.

O animal gira 180° apds ser colocado com a cabega voltado para
baixo em uma rampa com inclinacio de 45°.

Resposta de sobressalto, apds estimulo sonoro intenso e agudo.

O animal gira o corpo no ar caindo apoiado pelas quatro patas,
apos ser segurado pelas quatro patas a uma altura de 30 cm e
liberado em queda livre.

Fonte: Adaptado de Smart e Dobbing (1971).

4.5. TESTES COMPORTAMENTAIS

Para a avaliagdo comportamental da memoéria de aprendizado, os animais foram

submetidos aos testes de habituacdo em campo aberto e de reconhecimento de objetos. Todas

as sessdes foram filmadas com uma camera de video instalada no teto para posterior andlise. A

cada troca de animal durante os testes, o aparelho foi higienizado com etanol a 10%, para

garantir que o comportamento dos animais nao fosse guiado por sinais de odor (ANTUNES;

BAIALA, 2012).

4.5.1. Teste de Habituacao ao Campo Aberto

O método foi realizado conforme descrito por Rachetti et al., (2013), com algumas

adaptacdes. O aparato do campo aberto consiste em uma caixa de madeira de dimensdo
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quadrada (60 cm x 60 cm x 60 cm), com paredes e piso preto, este ultimo dividido em 9
quadrantes. O procedimento experimental de avaliacdo da habituagdo em campo aberto
consistiu na exposicdo dos animais a duas sessdes: treinamento e teste. A segunda exposi¢ao
(teste) ocorreu sete dias apds o dia de treinamento. Durante cada secdo o animal foi colocado
no centro do campo aberto, sendo permitido a explora¢do do aparelho por 10 minutos. Duas
varidveis foram calculadas durante as duas exposi¢des: o nimero de cruzamentos dos
quadrantes percorridos pelo animal com as quatro patas e a distancia total percorrida. A partir
dessas varidveis foi possivel comparar as atividades locomotora e exploratéria dos animais.
No teste de habituacdo em campo aberto, a reducdo das atividades locomotora e
exploratéria, com a exposi¢cdo repetida a0 mesmo ambiente, sdo consideradas um indice de
memoria, mensurado através da familiarizagdo do animal com o ambiente experimental

(OLIVEIRA et al., 2010; RACHETTT et al., 2013).

4.5.2. Teste de Reconhecimento de Objetos

O teste de reconhecimento de objetos consistiu na exposi¢do do animal ao campo aberto
a uma sessao de habituacdo, familiarizacdo e a duas fases de testes, todas com duracdo de 10
minutos cada, conforme descrito por Nava-Mesa et al. (2013).

A primeira exposi¢do (habituacdo) compreendeu a familiarizagdo do animal ao
aparelho. Apds 24 horas da sessdo de habituagdo, cada animal foi novamente introduzido no
aparelho, e lhe permitido explorar o ambiente na presenga de dois objetos de texturas idénticas,
mas de formas distintas (OF1 — prisma triangular liso e OF2 — prisma quadrangular liso),
posicionados nas extremidades do campo aberto. Esta primeira exposi¢ao do animal aos objetos
correspondeu a sessdo de familiarizacdo. No mesmo dia, 1 hora depois, ocorreu a primeira
sessdo de teste € a memoria a curto prazo foi avaliada quando o animal foi novamente
introduzido no aparelho, no qual continha o objeto familiar OF1 e um objeto novo (ONI1 —
idéntico a OF1, mas com textura diferente — prisma triangular dspero) a serem explorados
livremente pelo animal. A segunda sessdo de teste avaliou a memdria a longo prazo, realizada
24 horas ap0ds o teste de memoria a curto prazo. Neste teste, os animais foram novamente
expostos ao campo aberto, desta vez contendo o objeto familiar OF2 e um objeto novo (ON2 —
prisma quadrangular dspero), também de mesma forma, porém com textura diferente.

O posicionamento dos objetos familiares permaneceu sempre os mesmos, localizados
proximos a dois cantos opostos do aparelho, enquanto os objetos novos foram sempre colocados

em substituicdo a um dos objetos familiares, de acordo com o teste a ser realizado (Figura 3).
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1 24 h
—>
|

Habituagéo Familiarizagio Memoria a curto prazo Memoria a longo prazo

Prisma triangular liso
Prisma quadrangular liso
Prisma triangular aspero

Prisma quadrangular aspero

Figura 3. Linha temporal para o teste de reconhecimento de objetos.
Fonte: Adaptacdo de Nava-Mesa et al. (2013).

A exploragdo dos objetos foi definida como o comportamento do animal ao direcionar
o focinho e farejar o objeto a uma distancia inferior a 2 cm, tocar o objeto com o focinho e/ou
com as patas dianteiras (RACHETTI et al., 2013; PAUL et al., 2019).

Os parametros avaliados, mensurados a partir do tempo gasto na exploracdo de cada
objeto nas sessoes de teste, incluem a comparacdo do tempo total gasto na exploracdo dos
objetos novos (TON) com o tempo gasto na exploracdo dos objetos familiares (TOF); o indice
de reconhecimento (IR), calculado usando a formula: IR = TON / (TON + TOF), que
corresponde ao tempo gasto explorando o objeto novo dividido pelo tempo total de exploragdo
dos ON e OF; e o indice de discriminac¢do (ID) que foi calculado como a diferenca no tempo de
exploracdo entre o objeto novo e o objeto familiar dividido pelo tempo total de exploracao dos
dois objetos [ID = (TON — TOF / (TON + TOF)] (KIM et al., 2016; D’AVILA et al., 2017;
LUEPTOW, 2017; NAZIR et al., 2018). Para o ID, o resultado pode variar entre +1 e -1, em
que valores positivos indicam mais tempo gasto com o0 novo objeto, valores negativos ou
proximos a zero indicam baixa capacidade de discriminagdo e, consequentemente, mais tempo

gasto com o objeto familiar (LIN et al., 2017; NILLERT et al., 2017; PAUL et al., 2019).

4.6. ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos para a avaliacdo da ontogénese reflexa foram expressos como mediana

(minimo e médximo) e analisados pela anélise de variancia de Kruskal-Wallis a um nivel de

significancia de 5% (p < 0,05), seguida pelo teste de Dunn. Os dados foram apresentados como
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média + desvio padrao (DP) para a performance reprodutiva, evolu¢do ponderal e consumo de
racdo; e como média + erro padrdao da média (EPM) para os testes comportamentais. ANOVA
bidirecional seguida pelo teste de multiplas comparacdes de Sidak foi usada para comparar os
dados intragrupos, enquanto para comparar dados intergrupos foi utilizado ANOVA
unidirecional seguido pelo teste de multiplas comparagdes de Tukey. Valores de p < 0,05 foram
considerados estatisticamente significativos e de p < 0,001 como altamente significativo. Todos
os dados foram analisados e plotados para representacdo grafica pelo programa estatistico:

Software GraphPad Prism.
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S. RESULTADOS

5.1. CONSUMO DE RACAO E EVOLUCAO PONDERAL MATERNA DE RATAS
EXPOSTAS AO EXTRATO DE P. niruri

Nao foi observado diferenca estatistica significativa entre os grupos controle e tratados
com EAPN, nas doses de 75 e 150 mg/kg, quanto ao consumo de ragdo durante os periodos de
gestacdo e lactacdo (Figura 4 A).

Com relagdo ao ganho de peso corporal das progenitoras, o tratamento com EAPN nio
interferiu no peso corporal, uma vez que ambos o0s grupos exibiram ganho de peso corpéreo de

evolugdo estatisticamente semelhante durante toda gestacdo, conforme apresentado na Figura

4 B.
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Figura 4. Efeito do tratamento por via oral com EAPN sobre o consumo materno de racdo (A)
e o ganho de peso corporal materno (B). Grupo controle (n = 8), Grupo EAPN 75 (P. niruri 75
mg/kg —n = 8), Grupo EAPN 150 (P. niruri 150 mg/kg —n = 8). Dados expressos como média
+ DP. One-Way ANOVA, seguida do teste de multiplas comparacdes de Tukey (p < 0,05).

5.2. PERFORMANCE REPRODUTIVA MATERNA DE RATAS EXPOSTAS AO
EXTRATO DE P. niruri

Na avaliacdo pré-natal dos parametros maternos (indice de fertilidade feminina, duracao
da gestacdo e indice de gestacdo) nao houve diferenca entre os grupos controle e tratados com
EAPN. Quantos aos efeitos sobre a prole, o tamanho da ninhada, indice de nascidos vivos, peso

da ninhada, peso médio dos filhotes, indice de viabilidade no 4° dia e indice de desmame dos
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animais tratados com EAPN ndo diferiram em comparagdo ao grupo controle (Tabela 1). Além
disso, ndo houve a presenca de natimortos € 0 exame macroscopico nio revelou nenhuma

malformacdo grosseira ou indicios de desenvolvimento anormal em nenhum grupo.

Tabela 1. Desempenho reprodutivo de ratas tratadas diariamente com EAPN do 7° dia de
gestacdo ao 21° dia de lactac@o.

Extrato aquoso P. niruri

Parametros Controle (mg/kg/dia)

75 150
Ratas Acasaladas/Ratas Prenhes (n) 8/8 8/8 8/8
Indice de Fertilidade feminina (%) 100 100 100
Duracao da gestacdo (dias) 21,00 0,50 20,75 £ 0,96 20,75 £ 0,25
Indice de Gestacdo (%) 100 100 100
Tamanho da ninhada 11,00 = 1,00 9,60 + 0,89 9,75 £ 0,96
Natimortos (n) 0 0 0
Indice de nascidos vivos (%) 100 100 100
Peso da Ninhada (g) 68,00 £ 6,00 61,17 £9,43 61,25 £6,18
Peso médio dos filhotes (g) 6,30 + 0,24 6,10 £ 0,24 6,31 £0,24
Indice de viabilidade no dia 4 (%) 100 100 100
Indice de desmame (%) 100 100 100

Dados expressos como média + DP. One-Way ANOVA, seguida do teste de Tukey (p < 0,05).

5.3. EFEITOS DA EXPOSICAO MATERNA A P. niruri SOBRE A ONTOGENESE
REFLEXA NOS NEONATOS

A exposi¢ao materna ao EAPN nas doses de 75 e 150 mg/kg/dia promoveu antecipacao
estatisticamente significante em comparagdo com o grupo controle, dos seguintes reflexos:
recuperagdo postural do decubito (p < 0,0001), aversdo ao precipicio (p < 0,0001), geotaxia
negativa (p < 0,0001) e resposta ao susto (p < 0,01) (Tabela 2). No entanto, nenhuma diferenca
foi observada quanto aos reflexos de desaparecimento de preensdo palmar, colocagdo espacial

desencadeada pelas vibrissas e recuperagdo do dectbito em queda livre.
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Tabela 2. Ontogénese reflexa da prole de ratas expostas ao extrato de P. niruri durante o
periodo gestacional e lactacional.

Extrato aquoso P. niruri

Controle )

Reflexo (n=12) (mg/kg/dia)

75 (n=12) 150 (n =12)
Desaparecimento da preensio palmar 9 (8-10) 9 (8-10) 9 (8-9)
Recuperacio postural do dectibito 6 (5-7) 4 (4-5)" 4 (4-6)"
Colocacao espacial desencadeada pelas
vibrissas 9 (8-10) 10 (9-10) 9 (8-11)
Aversio ao precipicio 11 (9-12) 8 (8-10)"" 9 (8-10)""
Geotaxia negativa 20 (19-21) 13 (12-15)"" 14 (12-15)""
Resposta ao susto 12.5 (11-14) 11 (11-13)" 12 (10-13)™
Recuperacao do decubito em queda livre 12 (11-14) 13 (12-13) 12 (11-13)

Dados expressos em valores de mediana (minimo e maximo). Kruskal-Wallis seguida pelo teste
de Dunn, foi utilizada para analise estatistica. ~ p < 0,01, ™" p < 0,0001 comparado com o
grupo controle.

5.4. EFEITOS DA EXPOSICAO MATERNA AO EXTRATO SOBRE A MEMORIA DA
PROLE NA IDADE ADULTA

5.4.1. Teste de Habituacio ao Campo Aberto

De acordo com os dados obtidos na avaliagdao da atividade locomotora no teste de
habituacdo em campo aberto, entre a primeira e a segunda exposi¢do houve uma diminui¢io
estatisticamente significante na frequéncia de locomocao durante a segunda exposi¢do para
todos os grupos: controle (p < 0,001), EAPN 75 mg/kg (p < 0,001) e EAPN 150 mg/kg (p <
0,0001) (Figura 5).



42

2007 Y
- — * %k &k ko - 1° Exposicao
1 I 1
; = | 2° Exposicao
= 150 =
2
c 100
ws
o
=
=
° 501
o
=
-
0 T T T
CONTROLE EAPN 75 EAPN 150

Figura 5. Frequéncia de locomog¢ao no teste de habituacdo em campo aberto. Grupo controle
(n=12), Grupo EAPN 75 (P. niruri 75 mg/kg —n = 12), Grupo EAPN 150 (P. niruri 150 mg/kg
—n = 12). Dados expressos como média + EPM. Two-Way ANOVA, seguida do teste de
multiplas comparacdes de Sidak. Asteriscos indicam o nivel de significincia estatistica
intragrupo na frequéncia de locomogao entre a primeira e segunda exposicado em campo aberto:
' p<0,001, p <0,0001.

sokoksk

Adicionalmente, durante o teste de habituacao foi mensurado a distincia total percorrida
como uma medida da atividade exploratéria (Figura 6). Diferenca significativa entre a primeira
e a segunda exposicao foi observada para os grupos tratados com EAPN 75 (p < 0,01) e EAPN
150 mg/kg (p < 0,0001), que exibiram uma diminui¢do na distincia total percorrida, de forma
dose-dependente, em resposta a atividade exploratoria reduzida e, consequentemente, a uma
maior familiariza¢do ocorrida entre os animais destes grupos e a arena do campo aberto, durante

a segunda exposic¢ao.
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Figura 6. Distancia total percorrida durante o teste de habituagdo em campo aberto. Grupo
controle (n = 12), Grupo EAPN 75 (P. niruri 75 mg/kg — n = 12), Grupo EAPN 150 (P. niruri
150 mg/kg — n = 12). Dados expressos como média + EPM. Two-Way ANOVA, seguida do
teste de multiplas comparagdes de Sidak. Asteriscos indicam o nivel de significancia estatistica
intragrupo na distincia total percorrida entre a primeira e segunda exposi¢cao em campo aberto:
“p<0,01,7 p<0,0001.



43

5.4.2. Teste de Reconhecimento de Objetos

Os resultados obtidos no teste de reconhecimento de objetos, quanto a memoria a curto
prazo e a longo prazo de ratos expostos a0 EAPN nos periodos pré-natal e neonatal estdo
apresentados graficamente nas Figura 7, 8 € 9.

O tempo total usado na exploracdo do objeto novo aumentou significativamente em
comparagdo ao tempo gasto no objeto familiar para ambos os grupos experimentais (EAPN 75
mg/kg e EAPN 150 mg/kg) (p < 0,0001), na andlise da memdria a curto prazo (Figura 7 A). Ja
em relacdo a memoria a longo prazo (Figura 7 B), os grupos EAPN 75 mg/kg e EAPN 150
mg/kg exibiram um aumento significativo e dependente da dose no tempo gasto no objeto novo,

em relacdo ao objeto familiar (p < 0,01 e p < 0,0001, respectivamente).
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Figura 7. Comparacdo do tempo de exploracdo dos objetos familiar e novo no teste de
reconhecimento de objetos. (A) Teste de memoria a curto prazo. (B) Teste de memdria a longo
prazo. Grupo controle (n = 12), Grupo EAPN 75 (P. niruri 75 mg/kg — n = 12), Grupo EAPN
150 (P. niruri 150 mg/kg —n = 12). Dados expressos como média + EPM. Two-Way ANOVA,
seguida do teste de multiplas comparacdes de Sidak. Asteriscos indicam o nivel de significancia
estatistica intragrupo no tempo de exploracdo do objeto familiar e objeto novo: ~ p < 0,01, ©
p <0,0001.

Os dados do IR revelaram um efeito significativo do EAPN no teste de reconhecimento
de objetos em ambos os periodos de avaliacdo, em que ANOVA, seguida do pos teste, revelou
que os grupos EAPN 75 mg/kg e EAPN 150 mg/kg exibiram um IR para o objeto novo
significativamente maior, em relagdo ao grupo controle, no teste de memoria a curto prazo (p <
0,05, p < 0,01, respectivamente) e a longo prazo (p < 0,001, p < 0,0001, respectivamente)
(Figura 8 A e B).
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Figura 8. Preferéncia de exploracdo para o objeto novo durante o teste de memdria a curto
prazo (A) e de memoria a longo prazo (B). Grupo controle (n = 12), Grupo EAPN 75 (P. niruri
75 mg/kg —n = 12), Grupo EAPN 150 (P. niruri 150 mg/kg —n = 12). Dados expressos como
média + EPM. One-Way ANOVA, seguida do teste de Tukey. “ p < 0,05, “ p < 0,01, ™ p <
0,001, ™ p < 0,0001 comparado com o grupo controle.

Na avaliagdo da memoria a curto prazo (Figura 9 A), o ID foi significativamente maior
nos grupos EAPN 75 mg/kg e EAPN 150 mg/kg, indicando que os animais foram capazes de
discriminar significativamente o objeto novo do objeto familiar, quando comparado ao grupo
controle (p < 0,001, p < 0,0001, respectivamente). De forma semelhante, em comparacdo com
o grupo controle, os grupos tratados com o0 EAPN 75 mg/kg (p < 0,001) e EAPN 150 mg/kg (p
<0,0001) exibiram ID positivo e altamente significativo na avaliacdo da memoria a longo prazo
(Figura 9 B). Em ambos os periodos de avaliacdo da memoria (a curto e longo prazo) foram

observados um efeito dose-dependente.
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Figura 9. Indice de discriminagdo calculado para o teste de meméria a curto prazo (A) e
memoria a longo prazo (B). Grupo controle (n = 12), Grupo EAPN 75 (P. niruri 75 mg/kg —n
= 12), Grupo EAPN 150 (P. niruri 150 mg/kg —n = 12). Dados expressos como média + EPM.
One-Way ANOVA, seguida do teste de Tukey. =~ p < 0,001, “**p < 0,0001 comparado com o
grupo controle.
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6. DISCUSSAO

Estudos avaliando os efeitos de plantas medicinais no periodo de gestacdo e lactacdo
sao bastante limitados, especialmente quando avaliado os efeitos do tratamento por via oral
sobre o neurodesenvolvimento da prole de ratas nesta fase inicial da vida. As partes aéreas da
P. niruri  sdo amplamente estudadas quanto as atividades hepatoprotetora
(BHATTACHARYYA et al., 2017; SHANMUGAM et al., 2017), anti-inflamatéria (MELO et
al., 2015; MOSTOFA et al., 2017), anticancerigena (ARA(JJ O JUNIOR et al., 2013; TANG et
al., 2015) e antiurolitica (RODGERS et al., 2014; PATIL et al., 2017) através de modelos in
vivo e in vitro, entretanto nao possuem estudos que demonstrem os efeitos da exposi¢do materna
ao EAPN sobre a prole de ratos, sendo encontrados apenas pesquisas com a Phyllanthus
amarus, espécie pertencente a mesma familia e género da P. niruri.

Dessa forma, este estudo investigou, pela primeira vez, os efeitos da administragdao do
extrato aquoso das partes aéreas de P. niruri sobre a maturacio reflexa e o desenvolvimento da
memoria da prole. Os resultados indicaram que a administragdo do extrato influenciou
positivamente acelerando os parametros reflexos dos neonatos e melhorou os parametros de
avaliacdo da memoria a curto e a longo prazo na vida adulta da prole, com auséncia de
toxicidade materna sist€émica e sem exibir qualquer consequéncia sobre o desempenho
reprodutivo das progenitoras, estando livre de qualquer efeito teratogénico e até mesmo toxico
para a prole.

A exposicdo materna a extratos de plantas medicinais resulta em diferentes
consequéncias para as progenitoras e para a prole em desenvolvimento, que podem ser
observadas através de toxicidade materna sistémica e alteragdes no desempenho reprodutivo,
produzidas por agentes quimicos presentes nos extratos. A toxicidade materna sist€émica pode
ser manifestada através de alteracOes no desenvolvimento ponderal e na reducdo do consumo
de racdo, principais indicadores ndo invasivos de toxicidade materna, que avaliam de modo
indireto o grau de comprometimento materno e fetal (CUNHA et al.,, 2009; HERRERO-
MERCADO et al, 2011; TCHOUMTCHOUA et al. 2014). Portanto, o inadequado ganho de
peso pode promover restricdo de crescimento intrauterino ou refletir no tamanho da ninhada
(LYRA et al., 2005; BACCHI et al., 2013; SANTOS et al., 2016), enquanto a nutricdo materna
inapropriado pode trazer consequéncias associadas com o aumento da mortalidade da prole,
bem como retardo de crescimento e desenvolvimento fisico (ZHANG et al., 2010). Sendo bem
descrito na literatura, a relacdo da utilizagdo de plantas medicinais de uso popular em ratas

gravidas com a ocorréncia de toxicidade materna, evidenciada, entre outros parametros, por
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alteracdes no ganho de peso e no consumo de ragdo (DENT et al., 2012; WANG et al., 2013;
CARDOSO et al., 2017; ELMAZOUDY; ATTIA, 2018). Neste estudo, alteracdes maternas
significativas no ganho de peso e no consumo de racdo ndo foram observadas, indicando que
houve auséncia de efeitos toxicos agudos, sugerindo baixa toxicidade materna sist€mica, com
o tratamento com P. niruri, que poderiam provocar diminui¢do nestes parametros nos animais
tratados.

Virios estudos com diferentes espécies vegetais quando administrados na gestacio e
lactacdo tém relatado reducdo nos indices de fertilidade, gestag¢do, nascidos vivos e desmame,
bem como no nimero de filhotes por ninhada e no peso corporal ao nascimento, além de exibir
efeito toxico correlacionado com a incidéncia de malformagdes externas (MULLER et al.,
2009; UCHE-NWACHI; MCEWEN, 2010; KHALKI et al., 2012; ZDANOWSKI et al., 2014;
HOLLENBACH et al., 2017; LAADRAOUI et al., 2018).

Muralidhar et al. (1993) ao avaliar os efeitos da exposicao durante a gestacdo e lactacao
de uma formulacdo ayurvédica contendo P. amarus nao observou efeitos adversos em
parametros relacionados com a gravidez e o desenvolvimento da prole nos periodos peri € pds-
natal. Em estudo realizado por Iranloye et al. (2010), com o extrato aquoso das folhas de P.
amarus administrados em ratas durante a segunda semana da gestacdo, foi observado que o
extrato na dose de 2000 mg/kg provocou abortos nas ratas tratadas. No entanto, nenhum estudo
foi realizado até o momento para demonstrar qualquer efeito da P. niruri na gestacdo e no
desenvolvimento peri e pods-natal da prole. Nossos resultados demonstraram que a
administracdo de doses de 75 e 150 mg/kg/dia do EAPN durante a gestacdo e lactagdo nédo
alterou nenhum dos parametros avaliados quanto ao desempenho reprodutivo materno.

Os parametros reflexos avaliados neste estudo foram utilizados em vdrios trabalhos
anteriores para avaliar a maturagdo e a fungdo do sistema nervoso central no inicio da vida, em
roedores, apds exposicdo materna a extratos vegetais e agentes quimicos diversos (LI et al.,
2014; ZHOU et al., 2016; ECKER et al., 2017). Ao contrdrio de estudos experimentais que
relataram o comprometimento dos parametros reflexos, apds a exposicdo materna a Artemisia
herba-alba (LAADRAOUI et al., 2018), Astragalus membranaceus (XUYING et al., 2010),
Catha edulis (BEDADA; ENGIDAWORK, 2010), Elettaria cardamomum (ABU-TAWEEL,
2018), Nicotiana humilis (KHALKI et al., 2012) e Senecio brasiliensis (SANDINI et al., 2014),
sugerindo efeito téxico no desenvolvimento neurocomportamental, nossos resultados
mostraram que a exposicao materna ao EAPN em duas concentracdes, 75 e 150 mg/kg, acelerou

o tempo de aparecimento dos reflexos de recuperagdo postural de decubito, aversdo ao
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precipicio, geotaxia negativa e resposta ao susto, mas sem alteracdes significativas nos demais
reflexos analisados.

A antecipacdo da aversdo ao precipicio e da geotaxia negativa, refletem a maturacio da
funcdo sensorial e motora (YOSHIDA et al., 2000), enquanto a recuperagdo postural do
decubito e a resposta ao susto envolvem, respectivamente, a fungcdo motora (XI et al., 2009) e
o sistema vestibulo-espinhal (YEOMANS et al., 2002). Os resultados mostraram que o0s
reflexos neuromotores da prole foram afetados positivamente quando expostos a P. niruri,
sugerindo antecipa¢do no amadurecimento do sistema nervoso. Resultados semelhantes ao
presente estudo foram obtidos com a Acacia Senegal (BINJUMAH et al., 2018) e Camelia
sinensis (AJAREM et a., 2017), quando administradas durante toda a gestacdo e lactacdo;
Cecropia glazioui, quando administrada apenas durante a gestacio (GERENUTTI et al., 2008);
e Podophyllum hexandrum quando o tratamento ocorreu durante a fase fetal (17° ao 21° dia de
gestacdo) (GOEL et al., 2002).

Tradicionalmente as plantas medicinais t€ém sido investigadas quanto a capacidade
terapéutica para tratar distirbios cognitivos, como distirbios da memdria, através da
identificacao de plantas e/ou seus constituintes ativos capazes de melhorar a memoéria (FOYET
etal.,2015; RASHED et al., 2015). Os resultados do presente estudo demonstram, pela primeira
vez, que a prole de maes tratadas oralmente durante a gestacao e lactacao com EAPN mostraram
um bom desempenho quanto ao aprendizado e a memoria de curto e longo prazo em
comparacdo com O0s animais controle, nos testes de habituagdo em campo aberto e
reconhecimento de objetos.

Muito util para avaliar o desempenho cognitivo, o teste de habituagdo em campo aberto
foi usado para aferir as atividades locomotora e exploratéria da prole na fase adulta, através da
frequéncia de locomocao e da distancia total percorrida, respectivamente, apds exposi¢cao
repetida (7 dias) a0 mesmo ambiente experimental. A extensdo da reducio da frequéncia de
locomocdo pelo animal, entre a primeira e a segunda exposicdo, ¢ um meio de avaliar a
familiarizacdo, reconhecida como uma forma de aprendizado ndo associativo (RACHETTI et
al., 2013). Neste estudo, observamos uma menor frequéncia de locomog¢do, apds a segunda
exposicao ao campo aberto. Esse comportamento indica que a exposi¢do materna ao EAPN (75
e 150 mg/kg) tem um impacto significativo na preservacao da memdria de aprendizagem da
prole. Resultado semelhante foi observado por Bacchi et al. (2013), ao avaliarem o efeito da
exposicao materna ao extrato de Passiflora incarnata sobre a memoria da prole, e por Melo et
al. (2019), com a polpa e o 6leo de Persea americana. Além disso, durante o teste de habituacao,

observou-se um efeito dependente da dose na diminuicdo da distancia total percorrida,
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confirmando a familiarizacdo dos animais com o ambiente experimental (OLIVEIRA et al.,
2010).

Modelo animal amplamente utilizado para avaliar a memoria de curto e longo prazo, o
teste de reconhecimento de objetos se baseia na preferéncia inata dos roedores em relagao a
novidade, ou seja, em explorar por mais tempo o objeto novo em detrimento ao familiar, em
resposta a memoria de reconhecimento (ENNACEUR, 2010; ANTUNES; BAIALA, 2012). O
desempenho da memoria de reconhecimento de objetos foi entdo avaliado com base nos indices
de reconhecimento e discrimina¢do, mensurados a partir do tempo de exploragdo dos objetos
novos e familiares. No presente estudo, a administracdo do EAPN em doses de 75 e 150 mg/kg
promoveu uma melhora significativa e dependente da dose na memoria de reconhecimento na
prole, evidenciada tanto por um maior IR quanto ID, na memdria a curto e a longo prazo.

Uma vez que na avaliagdo da memoria a longo prazo o intervalo entre as fases de
familiarizacdo e do teste é maior (24 horas) que na avaliagdo da memoria de curto prazo (1
hora), os ratos podem nao diferenciar os objetos novos e familiares (NILLERT et al., 2017),
assim como observado para os animais controle, ao apresentarem IR abaixo de 50% e ID com
valor negativo na avaliacdo da memoria a longo prazo, fato este, ndo observado nos animais
tratados com EAPN, o que demonstra a forte correlacdo entre a P. niruri € a memoria de
reconhecimento.

Tomados em conjunto, esses resultados sugerem melhora no desempenho cognitivo
induzida pela exposi¢do intrauterina e neonatal ao extrato de P. niruri. Esses achados estdo de
acordo com alguns estudos prévios que demonstraram melhorias na memoria e aprendizagem,
ao avaliaram os efeitos da exposicdo materna ao extrato de Zataria multiflora, durante a
gestacdo (TAHERI et al., 2019); Silybum marianum, no periodo de gestacdo e lactacdo
(YAGHMAEI et al., 2009); e Boswellia serrata, que ao ser administrada durante a lactacao
melhorou a memodria da prole através do aumento do volume de neurdnios, liberagdo de
neurotransmissores € ndmero de contatos sindpticos no hipocampo (SHARIFABAD;
ESFANDIARY, 2012).

O mecanismo pelo qual a P. niruri produz efeitos benéficos sobre a memoria da prole
ainda ndo foi determinado com precisdo, bem como os principais constituintes responsaveis por
mediar esses efeitos. No entanto, tem sido demonstrado que o efeito farmacoldgico das plantas
medicinais sobre a melhoria da memoéria e da funcido cognitiva é mediado por inibicao da
enzima acetilcolinesterase (AChE) (MUKHERIEE et al., 2007; FEITOSA et al., 2011; JIVAD;
RABIEI, 2014; MATHEW; SUBRAMANIAN, 2014). Sharma et al. (2014) mostraram que

animais tratados com extrato de Acacia auriculiformis exibiram uma melhora dependente da
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dose na memdria em comparacdo com o grupo controle. Semelhantemente, o extrato de Ferula
asafoetida também produziu melhora significativa da memoéria (VIJAYALAKSHMI et al.,
2012). Em ambos os estudos, os grupos tratados com estes extratos também demonstraram
inibicdo da AChE, dependente da dose, na qual o efeito benéfico sobre a melhoria da memoria
foi atribuido a inibi¢do desta enzima promovida por estes extratos. A AChE tem como principal
funcdo catalisar a hidrélise do neurotransmissor acetilcolina (ACh) na colina na fenda sindptica,
que € uma reacao necessdria para permitir o término da transmissdo do impulso nervoso nas
sinapses colinérgicas (MIAO et al., 2010). A inibi¢do da AChE reduz a taxa de hidrdlise da
ACh, levando ao aumento do nivel e da duracdo da acdo do neurotransmissor, sendo um
importante alvo farmacoldgico para moléculas bioativas (LARNER, 2010; TSIAOUSSIS et
al., 2018).

Verificou-se que espécies do género Phyllanthus, como P. emblica (MALVE et al. al.,
2014) P. reticulatus (UDDIN et al., 2016) e P. amarus (ALAGAN et al., 2019) demonstraram
bom desempenho da memdria, que pode ser explicado pela atividade anticolinesterdsica desse
género. Possivelmente, a melhora no processo de retengdo da memoria observada no presente
estudo, com a P. niruri, é devido a capacidade de certos fitoconstituintes (alcaldides, fenois,
flavonoides e taninos) em inibir a AChE, resultando no acimulo de ACh na fenda sindptica,
intensificando desta forma a transmissdo colinérgica nas regides do cérebro envolvidos na
formacdo da memoria (JUNG et al., 2009; COLOVIC et al., 2013; KHAN et al., 2018;
TURKAN et al., 2019).

Um estudo prévio demonstrou que a isocorilagina, um tanino extraido das folhas de P.
niruri, possui potente propriedade inibitéria contra a AChE (KOAY et al., 2014). Portanto, é
possivel que os efeitos benéficos do EAPN na memdria sejam atribuidos a facilitacdo da
transmissdo colinérgica devido a inibigdo da AChE no cérebro dos animais (SHARMA et al.,
2014), promovida por este composto. Além disso, flavonoides (SOUCY et al., 2006;
VANHEES et al., 2011) e alcaléides JAMKHANDE et al., 2014) presentes na P. niruri,
capazes de atravessar a barreira placentdria, atingindo o feto em desenvolvimento, ou até
mesmo transferidos junto ao leite materno (DOERGE et al., 2006), podem se acumular no
cérebro dos ratos e melhorar a transmissdo de sinais nas sinapses nervosas (KHAN et al., 2018).
Estes fatos podem explicar a melhora no desempenho cognitivo observado na presente
pesquisa, observado pela diminui¢do da distancia total percorrida e da locomogdo, apds a
segunda exposicdo ao campo aberto, e pelo aumento no tempo gasto explorando o objeto novo,

em comparagdo ao grupo controle.
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Sabe-se que o estrogénio desempenha importante papel na plasticidade sindptica do
hipocampo exibindo efeitos positivos na consolidacio da memodria e na aprendizagem
(YAGHMAEI et al., 2009; INAGAKI et al., 2010). Day e Good (2005) demonstram que a
privacdo de estrogénio interrompe os processos de plasticidade sindptica no hipocampo e que
essa interrup¢do é melhorada pela reposicdo cronica de estrogénio. De modo semelhante,
Rodgers et al. (2010) demonstraram que a privagdo ao estrogénio comprometeu a consolidagao
da memoria que foi melhorada pela administracdo cronica de estrogénio. Tem sido evidenciado
que o extrato aquoso das folhas de P. niruri exibe efeito estrogénico (ASARE et al., 2013),
possivelmente, devido a presencga de fitoestrogénios, ou seja, fitoconstituintes ndo esterdides
com efeitos estrogénicos, capazes de interagir com os receptores de estrogénio (NANASHIMA
et al., 2018), como a filantina e a hipofilantina (ISLAM et al., 2008), encontradas nas partes
aéreas da P. niruri (MEDIANI et al., 2016). Através da ligacdo a receptores de estrogénio, 0s
fitoestrogénios podem exibir efeitos neuroprotetores, desempenhando papel crucial no
desenvolvimento cerebral, na plasticidade neural e no aprendizado e memoéria (ZHAO et al.,
2013; SONI et al., 2014). Portanto, trata-se de outra hipétese relacionada a melhoria da memoria
da prole na fase adulta, observada no presente estudo, na qual pode estar relacionado aos efeitos
estrogénicos desta espécie.

Estudos tém mostrado que o aprimoramento no aprendizado e na memoria da prole,
expostas a extratos de Camellia sinensis, tem sido atribuido aos constituintes antioxidantes
polifendlicos (AJAREM et al., 2017; SOUCHET et al., 2019). Portanto, os efeitos positivos da
administracdo do EAPN, durante a gestacdo e lactacdo, na memoria da prole também podem
ser explicados pelo potencial antioxidante desta espécie, que ja foi comprovado
experimentalmente para a P. niruri e seus fitoconstituintes, em diferentes modelos in vivo
(THIPPESWAMY et al., 2011; BHATTACHARYYA et al., 2014, 2017; GIRIBABU et al.,
2014). Ao avaliar os efeitos da administracdo do extrato metandlico de P. niruri sobre o
desempenho cognitivo de animais adultos com déficits cognitivos, Ambali et al. (2012)
demonstraram uma correlacdo positiva entre a melhoria da memoria de curto prazo com as
propriedades antilipoperoxidativa dos flavonoides presentes no extrato. Além dos flavonoides,
a atividade antioxidante desta espécie pode ser atribuida ao seu rico conteido de acidos
fendlicos (RANILLA et al., 2012), taninos (BEIDOKHTT et al., 2017), lignanas (MEDIANI et
al., 2017) e terpenos (KUMAR et al., 2017), que também possuem caracteristicas antioxidantes.
Nas partes aéreas desta espécie, podem ser encontrados compostos fendlicos como os dcidos

salicilico, gélico, vanilico, caféico, ferulico, 4cido p-cumadrico, acido 4-hidroxibenzdico, acido
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protocatecuico, (+)-catequina e (-)-epicatequina, todos com atividade antioxidante
(NAVARRO et al., 2017).

Por fim, o presente estudo mostrou que a exposi¢ao intrauterina e neonatal ao extrato
aquoso de P. niruri (75 e 150 mg/kg) melhorou o aprendizado e a memoria da prole na fase
adulta, de maneira dose-dependente, que foi demonstrado através dos testes de habituacdo em
campo aberto e de reconhecimento de objetos. Possivelmente, estes efeitos estido relacionados

a atividade anticolinesterdsica, antioxidante e estrogénica da P. niruri.
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7. CONCLUSAO

O presente estudo fornece, pela primeira vez, evidencias de que extrato aquoso de P.
niruri quando administrado nos periodos de gestacao e lactacdo em doses de 75 e 150 mg/kg/dia
a ratas Wistar ndo interferiu no consumo de rag@o, na evolu¢do ponderal e nos parametros
reprodutivos de ratas tratadas durante os periodos analisados, sugerindo auséncia de efeito
toxico materno sistémico e neonatal, nas condi¢des avaliadas. No entanto, o extrato acelera o
padrao de maturagao reflexa dos neonatos e induz melhora dependente da dose no aprendizado
e na memoria a curto e a longo prazo da prole quando atingem a idade adulta. A melhora da
memoria e do aprendizado da prole na fase adulta pode estar relacionada as atividades
anticolinesterdsica, antioxidante e estrogénica da P. niruri. Portanto, investigagdes adicionais

sd0 necessdrias para avaliar essa hipotese.
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APENDICE

INOVACAO E PRODUCAO CIENTIFICA ACERCA DA Phyllanthus niruri Linn.: UMA
ANALISE COMPARATIVA

RESUMO

Phyllanthus niruri Linn, espécie herbdcea pertencente a familia Phyllanthaceae, conhecida
popularmente por “quebra-pedra”, ¢ uma planta utilizada na medicina tradicional para tratar
vdrias doencas. Possui uma variedade de propriedades farmacoldgicas que sdao favordveis ao
desenvolvimento e inovacdo de novos farmacos e medicamentos. Portanto, objetivou-se
realizar um estudo comparativo, a partir do mapeamento cientifico e tecnolégico, por meio da
andlise das patentes depositadas em bancos de dados e dos artigos cientificos relacionados a P.
niruri. A coleta de dados foi realizada sem nenhuma limitacao temporal, a partir da consulta da
base de dados Web of Science e das bases de busca de patentes do INPI, JPO, USPTO, AusPat,
CIPO, LATPAT-Espacenet e EPO-Espacenet. Os resultados apontaram 68 documentos de
patentes depositados entre 1985 e 2017, tendo o Japdo como o maior depositante. Por outro
lado, dos 293 artigos publicados entre 1950 e 2018 o pais com maior numero de publicagdes €
a India. O Brasil apresentou apenas um registro de patente e cinquenta e um artigos publicados
envolvendo a matriz vegetal prospectada. O maior percentual de depdsitos de patentes e de
publicacdes cientificas relacionadas a P. niruri contemplam seu emprego como medicinal,
resultado das diversas propriedades bioldgicas. Além disso, as principais aplicacOes das
patentes compreendem ainda o uso da P. niruri como ingrediente ativo em preparacdes
cosméticas e em produtos para higiene pessoal. Portanto, conclui-se que, apesar da P. niruri ser
uma espécie de importante relevancia medicinal, nota-se que o Brasil possui apenas interesse
cientifico.

Palavras-chave: Phyllanthus niruri, publicacdes cientificas, depdsitos de patentes.

INTRODUCAO

Phyllanthus niruri Linn, espécie pertencente a familia Phyllanthaceae, € uma erva anual
de pequeno porte, medindo até 60 cm de altura, encontrada em regides tropicais € subtropicais
(KAUR et al., 2017; MEDIANTI et al., 2017; SANTOS et al., 2018), em especial na América do
Sul, India e China (ROCHA et al., 2018). Apresenta ampla distribuicio geogréfica no territrio
brasileiro, onde é conhecida popularmente como ‘“quebra-pedra”, ela ocorre nos biomas
Amazonia, Cerrado, Caatinga e Mata Atlantica (SECCO et al., 2015).

Na medicina tradicional a P. niruri € largamente utilizada no tratamento de doencas no
continente Asidtico, Africano e na América do Sul (MAO et al., 2016). De forma geral, é

amplamente reconhecida pelas suas propriedades terapéuticas no combate de calculos renais e

biliares, empregado no tratamento da hipertensdo arterial, diarreia, hepatites B e C, possui acao
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analgésica, relaxante muscular e dos ureteres (PAITHANKAR et al., 2011). Em varios estudos,
extratos e constituintes isolados da P. miruri demonstram importantes atividades
farmacoldgicas, a citar: hepatoprotetora, imunomoduladora na tuberculose, anti-inflamatéria,
anticincer, antiviral, antimaldrica, analgésica, antimicrobiana, antiurolitica, gastroprotetora,
entre outras (LEE et al., 2016; MAO et al., 2016; KAUR et al., 2017).

Em virtude da importancia da P. niruri, ha um grande interesse de diferentes setores
industriais, institui¢des de pesquisas e dos centros académicos no estudo e protecio tecnoldgica
de produtos e processos relacionados a esta espécie. Deste modo, a melhor forma de proteger
uma informacgdo tecnoldgica € através de patentes, pois permite ao titular de uma invengao,
produto ou processo, a exclusividade temporaria (15 a 20 anos) e territorial de sua exploragdo,
garantindo a possibilidade de retorno do investimento aplicado (JUNGMANN; BONETTI,
2010; JANNUZZI; VASCONCELLOS, 2017).

Uma vez depositada e publicada, as patentes ndo sO representam um registro de
propriedade, como também € considerada uma fonte excepcional de informagdo cientifica e
tecnologica, uma vez que disponibiliza a informacdo mais recente sobre o estado da arte e,
ainda, oferece informacgdes de cardter legal e comercial, que podem ser uteis tanto para
inventores, como institui¢cdes de pesquisa (PIMENTA, 2017). Segundo Reymond e Quoniam
(2016), essas informacdes sdo em sua maioria negligenciadas ou estdo ausentes dos processos
de busca bibliografica, embora as informacgdes contidas em patentes, além de se caracterizarem
como a primeira fonte de publicacdo, nem sempre estas informagdes sdo divulgadas em
qualquer outro meio, posteriormente, caracterizando-as, muitas vezes, como uma fonte unica
de informacgao, em especial para substancias quimicas (BREGONIJE, 2005; PIMENTA, 2017).
Fato confirmado por Asche (2017), ao afirmar que cerca de 80% das informagdes técnicas sao
publicadas apenas em patentes, dependendo da area de estudo, sendo necessdrio pesquisar tanto
em artigos cientificos quanto na literatura de patentes para uma cobertura abrangente de um
determinado tépico.

As informagdes contidas nas patentes podem servir como fonte de ideias para novas
pesquisas que aproveitem conhecimentos e experiéncias, adequando-as a demandas especificas
ou apontando novos caminhos, bem como indicando alternativas técnicas a tecnologia
protegida (PIMENTA, 2017). Dessa forma, o uso e andlise das informagdes provenientes dos
documentos de patentes em estudos de prospeccdo tecnoldgica, se mostra uma potente
ferramenta e um instrumento bastante eficaz no apoio a tomada de decisdo, permitindo aos
pesquisadores evitar reproducdes de experimentos (TOMIOKA et al., 2010; AMPARO et al.,
2012).
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Do ponto de vista cientifico, indmeras pesquisas cientificas referentes aos varios
aspectos das propriedades da P. niruri foram publicadas, o que indica o interesse cientifico e
consequentemente uma busca por novos produtos a partir dessa planta. Portanto, devido as suas
potencialidades terap€uticas, que a caracterizam como uma espécie vegetal propicia ao
desenvolvimento e inovagdo de novos fairmacos e medicamentos, o objetivo deste trabalho foi
realizar um estudo comparativo, a partir do mapeamento cientifico e tecnolégico, por meio da
andlise de informagdes contidas em patentes depositados em sete bancos de dados e dos artigos
indexados na base de dados Web of Science, como forma de analisar a producdo de

conhecimento cientifico e tecnoldgico a respeito da P. niruri.

METODOLOGIA

Trata-se de um estudo de cardter descritivo exploratério com abordagem do tipo
quantitativa, uma vez que houve a necessidade da investigacao do objeto de estudo, a P. niruri,
através de uma revisdo e mediante uso de indicadores quantitativos de produgdo cientifica e
tecnologica (PEREIRA et al., 2017). Ambas as buscas foram realizadas durante o periodo de
outubro de 2019.

Inicialmente foi realizada uma busca por artigos cientificos na plataforma de periédicos
Web of Science, sem nenhuma limita¢do temporal, utilizando a palavra-chave “Phyllanthus
niruri”’. A escolha pela plataforma de periddicos Web of Science foi devido a mesma apresentar
mais de doze mil titulos de periddicos com disponibilidade de acesso ao seu conteido desde
1945 até o presente, disponibilizando ferramentas que permitem andlises bibliométricas, com
acesso ao seu conteido integral através do portal de periddicos da Coordenacdo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior — CAPES, através da plataforma ISI Web of
Knowledge (CAPES, 2019).

Os dados bibliogréficos extraidos dos artigos, a partir do resultado da pesquisa, foram
exportadas para o Microsoft Office Excel, nos quais foram agrupados e inseridos em graficos
para serem analisados em relacdo aos seguintes aspectos: paises de origem, instituicdes mais
representativas, temporalidade e as dareas de conhecimento, permitindo a execu¢cdo de uma
andlise comparativa entre a publicacdo de artigos cientificos e o registro de patentes, uma vez
que esse tipo de mapeamento possibilita a visualizagdo de campos tecnoldgicos e campos
cientificos relacionados (VAN RAAN, 2017).

Para a pesquisa das tecnologias protegidas ou descritas em documentos de patentes

referente a P. niruri, foi realizado um mapeamento de patentes depositadas, com intuito de
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analisar e conhecer os aspectos da inovagao e do progresso tecnolégico global sobre o uso da
referida espécie nos mais diversos campos de aplicacdo, feita através da recuperacdo de
informacdes nos bancos de dados de patentes. A opcao pelo monitoramento de patentes se deu
por ser a metodologia prospectiva mais empregada, principalmente por empresas, para explicar
os aspectos da inovacgao tecnoldgica (LEE et al., 2011).

As seguintes bases de dados foram selecionadas: INPI (Instituto Nacional de
Propriedade Industrial), que permite a busca de documentos de patente depositados no Brasil;
JPO (Japan Patent Office), escritério de patentes do Japao, que fornece informacdes traduzidas
de patentes japonesas; USPTO (United States Patent and Trademark Office), que permite
pesquisar patentes concedidas nos Estados Unidos; AusPat, gerida pelo escritério australiano
de propriedade intelectual; CIPO (Canadian Intellectual Property Office), banco de dados
canadense de patentes; LATIPAT-Espacenet, portal que permite a busca de informacdes
técnicas em espanhol e portugués de documentos de patentes de varios paises da América Latina
e Espanha; e EPO-Espacenet (European Patent Office), servigo de busca de patentes oferecido
pelo Escritério Europeu de Patentes. Estes bancos de dados foram selecionados preferivelmente
por permitir uma busca acessivel e fornecer informagdes de patentes a nivel local e global, além
do fato de estarem entre os vinte principais escritérios de patentes do mundo, conforme dados
da World Intellectual Property Organization - WIPO (WIPO, 2019).

Vale ressaltar que alguns destes escritorios de patentes, a citar: 0 americano, japonés e
o europeu, compreendem trés dos principais € maiores escritorios no mundo atualmente (WIPO,
2019), caracterizando como banco de dados global de patentes, essenciais e insubstituiveis para
esse tipo de estudo, conforme comprovado por Kim e Lee (2015), ao analisar as caracteristicas
dos principais bancos de patentes utilizados em estudos de prospeccao.

Para a coleta dos dados bibliograficos das patentes utilizou-se as seguintes palavras-

*9%  ¢¢

chave: “Phyllanthus niruri”, “quebra-pedra”, “Chanca piedra” e “‘Shatter Stone”, as quais foram
inseridas, por meio do sistema de pesquisa avancada, nos campos “resumo”, “titulo” e “resumo
ou titulo”, este ultimo, para as buscas nos bancos de dados de patentes da EPO e LATIPAT,
permitindo a recupera¢cdo de documentos que contenham qualquer um desses termos no titulo
e/ou resumo das patentes. As buscas foram realizadas sem nenhuma limitacao temporal, na qual
o periodo focal vai de 1985 a 2017, considerando o ano de depdsito das patentes mais antigas,
até o presente.

Para maximizar as possibilidades de se encontrar os documentos de patentes nas bases

de dados pesquisadas, as palavras-chave utilizadas nas buscas consistiram no préprio nome

cientifico da espécie (" Phyllanthus niruri’) e de alguns nomes comuns de ampla descri¢ao nos
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artigos cientificos, as quais se referem a esta espécie, a saber: “quebra-pedra”, “Chanca piedra”
e “Shatter Stone”. Os trés Gltimos se referem a nomes comuns encontrados principalmente em
artigos de origem latino-americana, espanhola, americana e europeia, podendo ser encontradas
ainda em artigos de origem asidtica.

As patentes recuperadas foram verificadas, manualmente, um a um cada documento,
sendo considerados validos apenas os documentos de patentes que se referissem a espécie P.
niruri. Para tal, foram necessdrias leituras dos resumos das patentes e quando necessario a
leitura de suas “reivindicagdes”. ApoOs exclusdo dos documentos de patentes duplicados e
daqueles sem qualquer relacio com a matriz vegetal prospectada, o conjunto de dados de
patentes obtido foi analisado sob diversos aspectos, a citar: cronologia, paises de depdsito,
instituicOes depositantes, situacdo atual do estado das patentes e os campos tecnoldgicos,
representados pelos cédigos de Classificacdo Internacional de Patentes (CIP), entre outros.
Permitindo ao final, a realizacdo de um estudo comparativo entre os artigos e os documentos
de patentes.

Importante ressaltar a impossibilidade de analise dos documentos ainda ndo publicados,
devido a exigéncia legal do cumprimento do periodo de sigilo. Dessa forma, buscas realizadas
em datas posteriores poderdo recuperar documentos que ainda ndo tinham sido publicados na

época de realizacao do presente estudo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A estratégia de busca utilizada permitiu a recuperacdo de 68 documentos de patentes
depositados entre 1985 e 2017, que incluem patentes em qualquer um de seus estados atuais
(concedidas, expiradas, abandonadas/arquivadas, pendentes, indeferidas e
indisponiveis/ativas). Entre os 68 registros de patentes recuperados, 52 patentes foram
recuperadas através do campo de busca “resumo”, enquanto 16 patentes foram recuperadas
através da presenca das palavras-chave no titulo. Embora Xie e Miyazaki (2013) tenham
mostrado que o método mais eficaz de recuperar patentes € através da pesquisa das palavras-
chave no titulo, resumo e reivindicagdes, decidiu-se permanecer com as buscas por patentes
apenas com o uso das palavras-chave inseridas e pesquisadas nos campos titulo e resumo, uma
vez que exclui a recuperacdo de patentes irrelevantes, ou seja, quando estas apresentam as
palavras-chave apenas nas reivindicagdes, indicando, que essas patentes nio estdo centradas em
aplicagdes importantes de usos ou transformacOes referentes a tecnologia abordada (DOU;

KISTER, 2016).
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Em relacdo aos bancos de dados, os resultados da Tabela 3 demonstram que o EPO
possui o maior nimero de depdsitos de patentes referentes a tecnologia estudada, com um total
de 44 documentos recuperados, equivalente a 64,7%, seguido pelo JPO com 7, a frente dos
bancos de patentes americano e canadense (USPTO e CIPO), ambos com 6, e do INPI e AusPat,
ambos com 2 patentes recuperadas, por ultimo encontra-se o LATIPAT com apenas um

documento recuperado.

Tabela 3. Numero de documentos de patentes recuperadas por banco de dados.
Banco de Dados

INPI JPO  USPTO LATIPAT EPO CIPO AusPat

Palavra-chave

Phyllanthus niruri 1 6 6 1 42 6 2
Quebra-pedra 1 0 0 0 0 0 0
Chanca piedra 0 1 0 0 2 0 0
Shatter stone 0 0 0 0 0 0 0

Total® 2 7 6 1 44 6 2

“Dados representativos do nimero total de patentes excluindo as duplicatas.

A respeito da maior quantidade de patentes recuperadas no banco de registros de
patentes da EPO, resultado este j4 era esperado, € justificado pelo fato do mesmo conter mais
de 100 milhdes de documentos de patentes provenientes de vdrios paises, que o caracteriza
como um dos principais e maiores bancos de patentes no mundo e, portanto, representa
tendéncias globais no desenvolvimento de tecnologias de ponta em quase todos os campos
tecnoldgicos (WIPO, 2019). Em relagdo ao escritdrio brasileiro de patentes, embora possua
duas patentes depositadas em seu banco de dados, apenas uma patente € proveniente de
depositante residente, enquanto a outra patente tem como pais depositante os Estados Unidos.

Todas as patentes foram analisadas inicialmente quanto ao seu estado atual, sendo entao
classificadas em: concedida, expirada, abandonada/arquivada, pendente, indeferida/rejeitada e
indisponivel quando ndo foi possivel encontrar o status legal atual das mesmas. De um total de
68 documentos de patentes, apenas 17, correspondem a documentos que apds serem analisadas
pelos escritdrios de patentes, de cada pais correspondente, tiveram suas concessdes deferidas
(Figura 10). Por se tratar em grande parte de documentos com data de depdsito anterior aos
anos 2000, 19 registros de patentes tiveram sua concessdo expirada. Chama a atencdo a
quantidade considerdavel de patentes analisadas que se encontram com alguma pendéncia (12
documentos); que foram abandonadas devido a falta de pagamento de anuidades, levando ao

seu arquivamento (9 documentos); e que tiveram suas concessOes indeferidas/rejeitadas (7
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documentos). Foram encontradas ainda, 4 patentes que se encontravam ativas, porém com o

status atual ndo disponibilizado pelos respectivos escritdrios de patentes.

EXPIRADA

CONCEDIDA

PENDENTE/ATIVA

ABANDONADO/ARQUIVADO

Situacao atual

INDEFERIDA/REJEITADA

INDISPONIVEL/ATIVA

0 5 10 15 20
Ndmero de Patentes

Figura 10. Status legal atual dos documentos de patentes recuperados.

Importante ressaltar a recuperagao da patente intitulada “Extracts of Phyllanthus niruri
(Extratos de Phyllanthus niruri)” de titularidade da Johnson & Johnson Consumer Companies,
que apods ser analisada pelos escritérios de patentes da USPTO e EPO, a mesma teve sua
concessdo deferida, porém quando depositado no escritorio de patentes brasileiras, o INPI, sua
concessao foi indeferida. Portanto, embora semelhantes, por se tratar da obtencao de uma fracao
com baixo peso molecular ttil para o tratamento dos sinais de envelhecimento, inflamacdes, ou
para clareamento da pele, as patentes tiveram resultados de concessao diferentes entre os paises
de depdsito. Fato que pode ser justificado devido alguns escritdrios serem mais rigorosos quanto
aos requisitos de patenteabilidade, principalmente quando se refere ao patrimdnio genético,
enquanto outros sdo relativamente mais permissiveis, causando discrepancias entre documentos
da mesma familia de patentes. Outro ponto a ser considerado, refere-se as exigéncias das
especificagdes formais dos pedidos de patentes que diferem entre os paises, sendo mais ou
menos criteriosos, de acordo com cada escritério (NAGAOKA et al., 2010; BRAGA et al.,
2018).

Quanto a evolugdo anual do ndmero de patentes recuperadas, a Figura 11 apresenta a
quantidade de patentes recuperadas nos bancos de dados de patentes, entre 1985 e 2017, em
que a evolucdo temporal no nimero de patentes apresenta um comportamento oscilatério,
exibindo um aumento no nimero de registros de patentes ainda na década de 90, a partir do ano

de 1994, porém sem consisténcia ao passar dos anos, seguido de uma queda brusca seis anos
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apo6s, mantendo uma média de 2 patentes por ano, entre os anos de 2002 a 2009, seguidos de
uma ascensdo no nimero de depdsitos de patentes no ano de 2010 com 9 documentos
recuperados, porém, novamente sem consisténcia ao passar dos anos, exibindo um declinio a
partir do ano seguinte, contudo manteve uma média de 3 patentes por ano, entre os anos de
2010 e 2017. E possivel observar que apenas cerca de 40% dos documentos de patentes foram
depositadas nos ultimos dez anos. Isso indica que os depdsitos de patentes relacionadas a P.
niruri e tecnologias correlatas foram progressivamente pouco expressivos, em termos de
quantidade, nos dltimos anos, o que pode explicar esse comportamento oscilatério na evolugao
temporal dos pedidos de patente depositados, pois a principio, ndo ha razdes aparente que
permitam explicar tal comportamento nos depdsitos de patentes.

Porém, ao levar em consideracio a tendéncia mundial do nimero de patentes, € possivel
observar um desaceleramento dos pedidos de patentes no mundo, representada por uma queda
significativa no ano de 2009, reflexo do declinio da producdo econdémica mundial com
consequente diminuicdo das atividades de Pesquisa, Desenvolvimento e Inovacdo (PD&I),
aumentando fortemente no ano seguinte, os depdsitos de patentes, apesar da fraca recuperacao
econdmica (NIKZAD, 2013; WIPO, 2019), coincidindo com os resultados obtidos no presente
estudo. A descoberta de novas aplicagdes tanto na drea medicinal, quanto para o
desenvolvimento de formulagdes e produtos cosméticos, pode ser uma hipdtese a ser
considerada para o aumento expressivo dos depdsitos de patentes no ano de 2010, superando

anos anteriores.

Patentes Depositadas
- D W P O1T O N O O© O

Figura 11. Evolucao temporal dos pedidos de patentes depositados relacionados a P. niruri.
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Quando comparado com os resultados de estudos prospectivos realizados com outras
espécies vegetais (MACHADO et al., 2012; DOU; KISTER, 2016), percebe-se que trata-se de
um campo da inovagdo bastante recente, tendo em vista que foram recuperados apenas 68
registros de patentes, sendo a primeira patente relacionada a tecnologia prospectada depositada
apenas em 1985, nos Estados Unidos, a qual trata de uma preparacdo farmacéutica para o
tratamento da infec¢do pelo virus da hepatite B, obtida a partir dos componentes extraidos da
P. niruri, cuja titularidade da patente pertence ao centro de pesquisa Fox Chase Cancer Center
(VENKATESWARAN et al., 1987b). Ja no Brasil, a primeira patente s6 veio a ser depositada
em 2006, ou seja, 21 anos depois, cuja titularidade pertence a inventores residentes, onde foi
requerida a protecdo para a produgdo de um xarope fitoterdpico, para uso veterindrio, contendo
em sua composicao o extrato aquoso de P. niruri (SOUSA; SILVA, 2008).

O resultado da busca por artigos na base de periddicos Web of Science resultou em um
volume de dados maior que o ndmero de patentes, composto por 293 artigos em comparacao as
68 patentes recuperadas, no qual constatou-se que a primeira publicacdo cientifica ocorreu no
ano de 1950, intitulada de “Beitrdge zur Morphologie von Phyllanthus Niruri L.”, que descreve
os aspectos referentes a morfologia vegetal da P. niruri, sendo publicada por Bernhard K., na
revista cientifica Planta (KAUSSMANN, 1950).

Na Figura 12 € apresentada a quantidade de artigos publicados a cada ano, entre 0s anos
de 1950 e 2018. Através desses dados € perceptivel um crescimento substancial no nimero de
artigos a partir de 2004, mantendo uma tendéncia ao longo dos anos, com uma maior quantidade
de publicacdes nos anos de 2017 e 2018, com 26 artigos publicados, cada. Nos ultimos 10 anos,
o nimero de artigos publicados cresceu significativamente, cerca de 120%, quando comparado
com o total de publica¢des no periodo de 1950 a 2008, indicando que as publica¢des cientificas

nos mais diversos campos de aplicagdes, referentes a P. niruri, aumentaram progressivamente.
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Figura 12. Evolucdo anual dos artigos publicados relacionados a P. niruri.

Entre todos os documentos analisados, o artigo intitulado “Effects of an extract from
Phyllanthus niruri on hepatitis B and woodchuck hepatitis viruses: In vitro and in vivo studies”
apresenta a maioria das citacdes. O documento publicado no ano de 1987 por Pinayur S.
Venkateswaran, Irving Millman e Baruch S. Blumberg, descreve a utilizacao do extrato aquoso
de P. nirui na hepatite B e no virus da hepatite em marmotas (Marmota monax), através de
modelos in vitro e in vivo (VENKATESWARAN et al., 1987a). Coincidentemente, tais autores,
ambos vinculados ao centro de pesquisa especializado no tratamento e prevencao do cancer Fox
Chase Cancer Center, sao 0s mesmos inventores da primeira patente depositada relacionada a
P. niruri, o que indica um interesse desse grupo de pesquisa no desenvolvimento de produgdes
cientificas e tecnoldgicas referentes a esta espécie, visando especialmente o uso dos
componentes extraidos da P. niruri para o tratamento da hepatite B, objeto de pesquisa
cientifica e de inovacgao tecnoldgica. Outra conclusio que se pode tirar a respeito, € o fato de o
artigo ter sido publicado dois anos apds o depdsito da patente, confirmando o fato de que os
autores s6 publicam, mesmo que parcialmente, suas descobertas apds patentearem as mesmas.

Através de comparagdo entre os dados estatisticos relacionados aos artigos analisados e
os registros de patentes, pode-se inferir que existe uma tendéncia maior para a publicacao de
artigos do que para o registro de patentes, porém sem grande discrepancia entre o volume total
de documentos obtidos nas duas categorias, uma vez que o nimero de artigos publicados foi
apenas, cerca de 5 vezes maior que o nimero de registros de patentes recuperadas. Ao comparar
os dados das Figura 11 e 12, percebe-se que a primeira patente foi depositada no banco de dados
de patente da USPTO, 35 anos apds o primeiro artigo ter sido registrado na base de periodicos

do Web of Science.
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A andlise dos documentos de patentes, quanto ao pais de origem do depositante da
tecnologia patenteada, demonstrou que as patentes mapeadas foram origindrias de 11 paises.
Destes, os principais paises em depositos de patentes foram o Japao, Estados Unidos e China,
como se verifica na Figura 13, na qual fica evidente o dominio de paises asidticos, ao avaliar os
depdsitos de patentes de acordo com o continente de origem da patente, em que mais da metade
dos documentos de patentes analisados tem como titularidade requerentes de patentes asidticos,
cerca de 60%, representados principalmente por Japao e a China. Nota-se que o Brasil apresenta

apenas um documento de patente depositado.
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Figura 13. Numero de registros de patentes em func¢do dos paises de origem dos titulares dos
depdsitos.

Por outro lado, percebe-se uma mudanga de cendrio no que diz respeito aos paises que
mais publicam artigos. Conforme apresentado na Figura 14, de um total de 293 artigos
publicados em 50 paises, a India é o pafs que mais publica, apresentando um total de 110 artigos,
seguido pelo Brasil (51), Malasia (36) e China com 24 artigos publicados. No entanto, ao
analisar as publicacdes por regido do globo, percebe-se que ainda hd uma prevaléncia do

continente Asidtico, representando um total de 65,3% das publicagdes.
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Figura 14. Nimero de artigos publicados em fun¢do dos principais paises de origem

Esses resultados se mostram coerentes, pois demonstram que as pesquisas
desenvolvidas tém como base a utilizacdo da P. niruri na medicina tradicional, que ocorre ha
muito tempo, principalmente nos paises asidticos, representado principalmente por China e
India, e na América Latina (especialmente o Brasil).

Quando se explora o ano de publicacdo do total de registros publicados no Brasil (dados
nao mostrados), percebe-se que as pesquisas envolvendo a P. niruri sdo bastante recentes, pois
além de ter o primeiro artigo publicado apenas em 1994, 60% dos artigos s6 vieram a ser
publicados a partir de 2009, ou seja, nos ultimos dez anos, fato que coincide com o periodo de
criacdo da RENISUS pelo Ministério da Saude. Tal iniciativa motivou o desenvolvimento de
estudos e a pesquisa clinica, elevando consequentemente a pesquisa cientifica no Brasil, para o
conjunto de plantas medicinais que compdem a RENISUS (MARMITT et al., 2015), a qual a
referida espécie faz parte.

A andlise dos principais paises de origem dos registros de patentes e publicagdes,
respectivamente Figura 13 e 14, demonstram ndo haver apenas um pais como o maior
representante tanto em depdsitos de patentes, quanto em publicacdes de artigos. Isso sugere que
os paises possuem diferentes interesses relacionados a P. niruri, enquanto alguns paises estdo
mais interessados em patentear suas descobertas, outros estdo mais focados com a produgdo e
dissemina¢do de conhecimento, através da publicacdo de artigos.

Apesar de ocupar posicao de destaque na producdo de artigos cientificos, referentes a
matriz vegetal prospectada, o Brasil, assim como a Maldsia, aparece entre as dltimas posi¢oes
no ranking de patentes com apenas um registro, ao contrario de outros paises como o Japdo e

Estados Unidos, que se caracterizam como paises que em esséncia priorizam investir
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principalmente no desenvolvimento e inovacao de tecnologias relacionadas a esta espécie. Esse
reduzido ndmero de pedidos de patentes registrados no Brasil, referente a matriz vegetal
prospectada, pode ser reflexo da falta de cultura de inovagao, desconhecimento dos tramites
processuais, e principalmente, devido a morosidade na apreciacdo do pedido de patente junto
ao INPI, que pode chegar a ser de 8 a 10 anos (GARCEZ JR; MOREIRA 2017; SANTOS;
MONTEIRO, 2018), tendo em vista que a P. niruri € uma espécie vegetal de ocorréncia e
interesse medicinal em todo territério brasileiro e alvo de diversas pesquisas cientificas,
possuindo diversos compostos biologicamente ativos e aplicacdes em dreas distintas, como a
area farmacéutica e de cosméticos

O dominio de paises asidticos no depdsito de patentes para esta espécie, tendo o Japao
e a China grande destaque com 21 e 11 patentes, respectivamente, € resultado principalmente
das politicas de incentivo a protecao da Propriedade Industrial ocorridas nesse continente nos
ultimos anos, resultando em expressivos indices mundiais de depdsitos de patentes para os
paises asidticos, como China, Coreia do Sul e Japao, conforme verificado a partir do relatério
de dados estatisticos da Organizacao Mundial de Propriedade Intelectual (WIPO, 2019), na qual
grande parte das patentes depositadas por estes paises apresentam uma forte relacdo com
recursos financeiros aplicados em PD&I e com o Produto Interno Bruto (PIB), aumentando a
capacidade de inovagdo tecnoldgica desses paises (TOMIOKA et al, 2010; DANG;
MOTOHASH]I, 2015). Outro ponto a ser levantado, é o fato de que a P. niruri € utilizada em
importantes sistemas de medicina tradicionais neste continente, como o Ayurveda da India e na
Medicina Tradicional Chinesa, refletindo no incentivo a pesquisa e desenvolvimento de novos
produtos para esta espécie.

Ao contrério do ocorrido em outros paises, como os referidos paises asidticos, o Brasil
s veio adotar tais politicas de incentivo, de forma simplificada e efetiva, nos anos 2000, através
da Lei da Inovacdo n° 10.973 e da Lei do Bem n° 11.196/05 criadas com objetivo de estimular
as empresas a desenvolverem no pais atividades de PD&I, por meio do fornecimento de
incentivos fiscais a pesquisa tecnoldgica e o desenvolvimento da inovacao tecnoldgica, visando
o fortalecimento da inovacao tecnoldgica no pais (BRASIL, 2015).

Sabendo que uma mesma patente pode ser depositada em varios paises com o objetivo
de garantir aos seus inventores o direito de propriedade nos mercados mais relevantes, visto
que o direito da patente € territorial (SILVA, et al., 2017), decidiu-se avaliar essas patentes
essencialmente idénticas e inter-relacionadas, para quais foi obtido um conjunto de patentes

(familia de patentes) composto por 168 patentes filhas, ou seja, depositos de patentes em
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diversos paises, que ndo a prioridade unionista (pais de origem do pedido original) (SPEZIALI,
SINISTERRA, 2015), a partir dos 68 registros de patentes origindrios.

Ao avaliar a tendéncia da familia de patentes quanto ao pais de depdsito, em termos de
distribuicdo relativa dos depdsitos da familia de patentes (Figura 15), observa-se que os
depositos das patentes filhas sdo maiores nos Estados Unidos com 16%, seguidos por China e
Japao com 15 e 14% dos documentos, respectivamente, corroborando com os dados referentes
ao ndmero de patentes em fun¢@o dos paises de origem. Paises com percentuais inferiores a 2%
foram categorizados como outros. Através destes dados percebe-se certa abrangéncia quanto

aos paises para os quais a mesma invenc¢ado € depositada.

ESTADO UNIDOS
CHINA

JAPAO

EP

CANADA

WO

REPUBLICA DA COREIA
ALEMANHA
AUSTRALIA

Pais de origem

0% 2% 4% 6% 8% 10%12%14%16%
Percentual de patentes filhas

Figura 15. Distribuicdo relativa da familia de patentes. Legenda: EP: Organizacio europeia
de patentes; WO: Organiza¢do Mundial de Propriedade Intelectual.

Importante ressaltar que os dados da Figura 15 mostram ainda uma distribui¢do dos
depdsitos das patentes filhas em paises como o Canadd (10%) e Coréia do Sul (5%), que nao
sdo paises detentores de tecnologias relacionadas a matriz vegetal prospectada, segundo busca
nos bancos de dados de patentes, indicando que esses paises junto com Estados Unidos, Japao
e China, que sdo paises dominantes de tecnologia relacionadas a esta espécie, sao os principais
paises de interesse e onde estdo os possiveis mercados para as tecnologias referentes a P. niruri.
O Brasil, por sua vez, ndo se caracteriza como um possivel mercado vantajoso e relevante para
a protegdo por paises dominantes de tecnologias relacionadas a esta espécie, devido o reduzido
nimero de pedidos de patentes solicitadas por nao residentes.

Entre os principais requerentes dos 68 documentos de patentes recuperados, destaca-se
a empresa norte-americana, Johnson & Johnson, por deter 9 documentos de patentes, seguido

pelo instituto de pesquisa norte-americano Fox Chase Cancer Center, com 7 registros de
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patentes, e pelas duas empresas japonesas, Shiseido Company e Lion Corporation com 7 e 5
documentos de patentes, respectivamente (Figura 16). Ao todo, 42 institui¢des, incluindo
inventores independentes, depositaram patentes relacionadas a essa matriz. As demais
institui¢des depositantes (empresas, institutos de pesquisas, pessoas fisica e universidades)
representam 50% dos documentos de patentes e apresentam quantidade de depdsitos inferior a

2 patentes.
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Figura 16. Principais instituicdes detentoras de patentes relacionadas a P. niruri.

Apesar do Japao ser o principal detentor de patentes, representado pelo grande ndmero
de depdsitos, a empresa que detém o maior nimero de patentes € a multinacional norte-
americana de produtos para a saude e higiene Johnson & Johnson, o que a torna uma lideranga
no segmento da biotecnologia neste setor. Isso se explica devido a mesma apresentar filiais em
diversos paises, inclusive no Brasil, e ser uma empresa comprometida com a inovagio e o
desenvolvimento de produtos farmacéuticos e de higiene.

Analisando as tecnologias desenvolvidas pelos depositantes de patentes, através da CIP,
pode-se identificar as tendéncias das dreas tecnoldgicas envolvidas com a utilizacdo da P.
niruri, em que, de acordo com as secdes, observou-se, de um ponto de vista macro, que as
patentes estdo significativamente concentradas na Secao A (Necessidades Humanas), conforme
apresentado na Figura 17. No entanto, além da secdo A, algumas patentes apresentaram em seu
registro, apesar de menos comum, codigos de classificacdo referentes a Secdo C (Quimica;

Metalurgia) e G (Fisica), indicando o envolvimento de diferentes dreas de aplicagdo

tecnoldgicas na protecdo das patentes. Essa maior distribuicao dos cédigos de classificacdo de
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patentes na Secdo A ja era esperado, devido as propriedades bioldgicas compreenderem o

principal campo de aplicacdo da P. niruri, assim como ocorre com outras espécies vegetais.
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Figura 17. Coédigos de Classificacdo Internacional de Patentes atribuidas as patentes
relacionadas a P. niruri.

De acordo com a Figura 17, merece destaque a quantidade de cddigos de classificacao
referentes a subclasse A61K, que diz respeito as “preparacdes para finalidades médicas,
odontolégicas ou higiénicas”, aparecendo 210 vezes nos documentos de patentes recuperadas,
representando 58% dos cédigos de classificagdo exibidos nas patentes analisadas. Em seguida
estd a classificacdo A61P (atividade terapéutica especifica de compostos quimicos ou
preparagdes medicinais) e a subclasse A61Q (uso especifico de cosméticos ou preparagdes
similares para higiene pessoal), que correspondem a segunda e terceira maiores ocorréncias,
com 75 (21%) e 57 (16%) codigos em patentes, respectivamente. Importante ressaltar que
algumas patentes apresentam em seu registro mais de um codigo de classificacao.

Expandindo a visualiza¢do das subclasses quanto aos grupos, podemos observar através
da Figura 18, considerando apenas as quinze principais classificagdes, que o cdédigo de
classificagdo mais relevante ¢ A61K 36 que se refere a “preparacdes medicinais contendo
materiais de constitui¢do indeterminadas derivados de algas, liquens, fungos ou plantas, ou
derivados dos mesmos, por exemplo, medicamentos tradicionais a base de ervas”, seguido pelo
grupo A61K 8 que diz respeito aos “cosméticos ou preparagdes similares para higiene pessoal”

e o grupo A61Q 19 que trata de “preparacdes para tratamento da pele”.
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Figura 18. Principais codigos de classificacdo atribuidas as patentes relacionadas a P. niruri —
expansdo das subclasses em grupos principais

Entre todos os cddigos de classificagdo, o CIP mais empregado nos documentos de
patentes foi o A61K 36/47 (29 patentes), totalizando aproximadamente 37% das patentes
estudadas, que se refere as “preparagdes medicinais contendo materiais de constitui¢ao
indeterminadas derivados de plantas da familia Euphorbiaceae”. Contudo, importante ressaltar
que a espécie P. niruri, citada nos documentos de patentes como pertencente a familia
Euphorbiaceae, atualmente € reconhecida como pertencente a familia Phylanthaceae, de acordo
com a Lista de Espécies da Flora do Brasil (SECCO et al., 2015), The Plant List (THE PLANT
LIST, 2018) e Tropicos® (TROPICOS, 2018), importantes referéncias reconhecidas
internacionalmente. Também merece destaque a concentracdo de documentos no subgrupo
A61K 8/97, presente em 22 patentes, e que diz respeito aos “cosméticos ou preparacdes
similares para higiene pessoal contendo materiais de constituicdo desconhecida derivados de
algas, liquens, fungos ou plantas; derivados dos mesmos”.

Nos ultimos anos as pesquisas referentes a espécie em questdo, tém sido voltadas nao
sO para aplicacdo medicinal, mas também para o desenvolvimento e inovacio de formulagdes
e produtos cosméticos, a citar as seguintes patentes: producdo de uma fracdo de baixo peso
molecular, util para tratar os sinais de envelhecimento da pele (GARAY et al., 2014); invencao
de uma composi¢cdo para tratar sinais de envelhecimento da pele (KAUR et al., 2016); e a
invencdo de um creme dental e seu método de preparagdo (YONG, 2015). Ja no campo da
medicina, atualmente destacam-se patentes de inven¢ao como, preparacdo de uma formulagdo
da medicina tradicional chinesa para o tratamento da hepatite B (TONGYONG, 2015);

invencdo de uma formulacdo para tratamento da alopecia androgenética (queda de cabelo)



87

(MEENA, 2015); invencao de um colutério antibacteriano (JINQIANG, 2017) e um método
para aumentar os compostos bioativos da P. niruri (INDU BALA; CHANDRADEVAN, 2017).

Estes resultados demonstram a ampla gama de aplicacdes da P. niruri, em que fica
evidente que as principais aplicacdes compreendem seu uso como ingrediente ativo organico
em medicamentos, em preparacdes cosméticas para o tratamento da pele e em produtos para
higiene pessoal.

Quanto as dreas de conhecimento dos artigos, através da Figura 19, podemos observar
que os registros analisados abrangem principalmente as dreas de Farmacologia/Farmdcia, com
103 publicacdes, o que representa 23% do total. Em seguida, as dreas de Quimica (59) e
Ciéncias de Plantas (58) destacam-se por abranger 11%, cada, dos artigos publicados.
Importante ressaltar que os artigos assim como as patentes podem ser classificados em mais de
uma drea de conhecimento. Ao todo foram identificados 49 campos de conhecimento para os
artigos analisados, indicando o cardter disperso dos estudos. As dreas de conhecimento com até

13 artigos publicados, indicadas na Figura 19, representam 74% das publicacdes.
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Figura 19. Principais dreas de conhecimento dos artigos analisados, segundo a base Web of
Science.

Enquanto as patentes estdo mais concentradas nos campos da Ciéncia Médica e da
Cosmetologia, os artigos, por sua vez, se apresentam mais dispersos, porém concentrados nas
areas de Farmacologia/Farméacia; Quimica; Ciéncias de Plantas; Medicina Integrativa e
Complementar; e Bioquimica/Biologia Molecular. Se comparadas as principais dreas de
publicacdo dos artigos com as areas de concentracdo em que as patentes sdo classificadas,
percebe-se a existéncia de certa correlagdo entre os campos nos quais a producao tecnologica é

classificada e as principais dreas de concentragdo da produgdo cientifica, no qual o maior
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percentual de depdsitos de patentes e de publicacdes cientificas relacionadas a P. niruri
contemplam seu emprego como medicinal, que € resultado das diversas propriedades bioldgicas
apresentadas por esta planta, que sdo provenientes de seus compostos quimicos ativos.

Virios compostos biologicamente importantes t€m sido identificados nas partes
constituintes da P. niruri, algumas classes desses metabdlitos secunddrios incluem:
antraquinonas agliconas e glicosidicas, flavonoides, terpendides, naftoquinonas, saponinas,
carboidratos, esteroides, taninos, alcaloides, ligninas, lignanas, cumarinas e cumarinas
glicosidicas (GIRIBABU et al., 2014; MOSTOFA et al., 2017; AL ZARZOUR et al., 2017).
Entre as diferentes classes quimicas presentes na planta, destacam-se os compostos: D-
Norpseudoefedrina, alcaloide com ac¢do antiurolitica (PATIL et al., 2017); Corilagina, tanino
com atividade antitumoral e antiulcerogénica gastrica (ZHENG et al., 2016; KLEIN-JUNIOR
et al, 2017); Isocorilagina, tanino com atividade antiacetilcolinesterase e
antibutirilcolinesterase (KOAY et al., 2014); e as lignanas, Nirtretalina A, Nirtretalina B e
Nirantina que exibiram atividade antiviral, in vitro e in vivo, contra o virus da hepatite B (WEI
et al., 2012; LIU et al., 2014). Cabe salientar que estes quatro componentes presentes na P.
niruri sao promissores do ponto de vista farmaco-tecnoldgico, em especial para o
desenvolvimento e inovagdo de novos farmacos e medicamentos.

Por fim, ao analisar os dados das Figura 17 e 19, percebe-se que a drea de conhecimento
da Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, conforme a disposi¢io da CIP por quantidade de
documentos de patentes e os artigos publicados, compreende uma area de pouca investigacao
cientifica e aplicacdo tecnoldgica envolvendo essa matriz vegetal. A baixa aplicacdo
tecnoldgica € demonstrada pela reduzida frequéncia de depdsitos de patentes exibindo cédigos
de classificacdo referente a subclasse A23L, que diz respeito aos “Alimentos, produtos
alimenticios ou bebidas ndo-alcdolicas, ndo abrangidos por outras classes; seu preparo ou
tratamento, p. ex. cozimento, modificacdo das qualidades nutritivas, tratamento fisico;
conservacdo de alimentos ou produtos alimenticios, em geral”, indicando que a érea de
tecnologia de alimentos pode ser um campo de aplicac@o bastante promissor para a P. niruri,
principalmente do ponto de vista tecnoldgico, envolvendo o desenvolvimento de produtos ou

processos inovadores relacionados a este campo tecnolégico, visando a prote¢do de patentes.

CONSIDERACOES FINAIS

De acordo com as informagdes contidas nas patentes, foi possivel concluir que a maioria

dos pedidos foram realizados por empresas, na qual a empresa norte-americana Johnson &
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Johnson se caracteriza como a principal detentora, apesar de mais da metade dos registros serem
de titularidade de paises do continente asidtico. Como demonstrado, este estudo evidencia ainda
a existéncia de um desnivelamento entre as produgdes cientifica e tecnoldgica, acerca da P.
niruri, que ocorre, em parte, devido a elevada tendéncia para a publicagdo de artigos.

Os resultados desse estudo prospectivo evidenciaram que tanto os registros de patente
como os artigos foram mais frequentemente em dreas relacionadas a Farmécia e Farmacologia,
sendo as patentes, especificamente, bastante explorada tecnologicamente em preparacdes
medicinais e na cosmetologia, visando o desenvolvimento de produtos ou processos inovadores
relacionados a estes campos tecnoldgicos.

Por fim, em relacdo ao panorama nacional, embora nos dltimos anos a protecdo por
produtos e processos envolvendo a P. niruri tenham aumentando e a matriz vegetal prospectada
seja de importante interesse medicinal, o Brasil possui apenas uma patente registrada,
demonstrando a baixa participacio do pais na protecao de produtos e processos envolvendo sua
rica biodiversidade. Para que o pais amplie o nimero de patentes registradas € necessdrio a
criacdo de estratégias ou até mesmo a ampliacdo de politicas publicas efetivas que estimulem o
aumento da cooperagdo entre as instituicdes de ensino superior € o setor empresarial,
direcionando o apoio ndo s6 a campos tecnoldgicos ja consolidados, mas também a dreas de
conhecimento percebidas como importantes e promissoras, agregando ainda mais valor a P.

niruri, aumentando assim a produg¢do tecnoldgica nos mais distintos campos tecnoldgicos.
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