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RESUMO

Resultados prévios do nosso grupo demonstraram atividade do tipo ansiolitica, no
tratamento agudo em camundongos, para uma fragcdo enriquecida em saponinas
(SAP) e uma fracdo enriquecida em flavondides (FLA) obtidas de Passiflora alata.
Por outro lado, a administracao repetida (14 dias) de um extrato aquoso de P.
alata demonstrou tendéncia a comportamento do tipo ansiogénico e reducao da
evolucdo ponderal em ratos. Objetivos: Investigar o envolvimento do complexo
receptor GABAa no efeito ansiolitico de SAP e FLA obtidos das folhas de P. alata,
bem como avaliar o efeito da administracdo repetida (14 dias) de um extrato
aquoso (PA) sob parametros alimentares, atividade sobre o sistema nervoso
central além de parametros bioquimicos, fisiolégicos e histopatolégicos em
camundongos. Materiais e Métodos: As fragdes foram administradas
agudamente, via oral, e os animais submetidos ao labirinto em cruz elevado. O
estudo do tratamento repetido consistiu no tratamento com o extrato aquoso de
Passiflora alata (uma vez/dia, v.0.) por 14 dias em camundogos, 0os quais foram
expostos a diferentes parametros fisiologicos e comportamentais. Resultados e
Conclusdes: SAP 900 mg/kg e FLA 300 mg/kg apresentaram efeito do tipo
ansiolitico no labirinto em cruz elevado, que ndo foi modulado pelo sitio
benzodiazepinico, uma vez que a administracdo de flumazenil 10 mg/kg (i.p.) ndo
reverteu o efeito, e também ndo agem diretamente no sitio GABA visto que ndo
deslocaram a ligacdo de [*H]-muscimol em concentracbes de até 10° uM. A
administracao repetida nao alterou o comportamento nos testes do campo aberto,
labirinto em cruz elevado, catatonia e tempo de sono barbiturico, sugerindo o
desenvolvimento de tolerancia para o efeito sedativo observado no tratamento
agudo, descrito por outros autores. Por outro lado, a administracao repetida de PA
250 mg/kg reduziu o comportamento alimentar e o ganho de peso. Foi observada
uma reducdo da massa hepdtica relativa, degeneragcédo hidropica e reducédo dos
niveis séricos de ALT para os grupos tratados com PA 25 mg/kg e PA 250 mg/kg.

Palavras chaves: Passiflora alata, flavonéides, saponinas, ansiolitico, consumo

alimentar, toxicidade.






ABSTRACT

Evaluation of Passiflora alata Curtis (Passifloraceae) in animal models and
neurochemical assay predictive of feeding behavior and GABA-
benzodiazepine receptor action
Previous results from our group demonstrated anxiolytic activity in the acute
treatment in mice for a fraction enriched in saponins (SAP) and a fraction enriched
in flavonoids (FLA), obtained from Passiflora alata. Moreover, repeated treatment
(14 days) with an aqueous extract of P. alata showed a tendency to anxiogenic
behavior and reduction of weight gain in rats. Objectives: To evaluate the
involvement of the GABAA receptor complex in the anxiolytic-like effect of SAP and
FLA obtained from the leaves of P. alata and evaluate the effect of repeated
treatment (14 days), in mice, in the central nervous system general activity, feeding
behavior, and biochemical, physiological and histhopatological parameters of an
aqueous extract (PA). Materials and Methods: The fractions were administrated
acutely, by oral route, and evaluated on the plus maze test. Repeated treatment
study was performed with an aqueous extract (once a day, p.o.) for 14 days.
Results and conclusions: SAP 900 mg/kg and FLA 300 mg/kg showed anxiolytic-
like effect on the plus maze test which was not prevented by flumazenil 10 mg/kg
(i.p.), also the fractions showed no potency in displacing the [*H]-muscimol binding
up to 10 uM, indicating that the anxiolytic-like effect is not mediated by direct
interaction of the compounds in the GABA and benzodiazepine sites. The repeated
treatment did not change the mice behavior on open field, elevated plus maze,
catalepsy and barbiturate sleeping time tests, suggesting the development of
tolerance to acute sedative effects previously reported by others authors to P.
alata. On the other hand, the repeated administration of PA 250 mg/kg decreased
mice feeding behavior and weight gain. There was a reduction in liver relative
mass, degeneration and reduction of serum ALT to the groups treated with PA 25

mg/kg and PA 250 mg/kg.
Keywords: Passiflora alata, flavonoids, saponins, anxiolytic effect, feeding

behavior, toxicity.
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INTRODUCAO







O género Passiflora compreende aproximadamente 500 espécies,
distribuidas em regibes tropicais temperadas. Para algumas espécies, como
Passiflora actinia, Passiflora alata, Passiflora edulis, Passiflora incarnata e
Passiflora quadrangularis sé&o relatados usos na medicina popular, principalmente
como tranquilizante (DHAWAN et al., 2004). Apesar dos inumeros estudos
demonstrando a atividade ansiolitica do género, somente P. alata e P. edulis
possuem valor comercial no Brasil e sdo descritas na farmacopéia brasileira
(ANVISA, 2010). P. alata, conhecida como maracujazeiro doce, € a espécie nativa
do Rio Grande do Sul (BERNACCI et al.,, 2003, KOEHLER et al.,, 2006) e é
empregada na composi¢cédo de diversos medicamentos comercializados no Brasil.
Porém, sdo poucos os estudos relatados para esta espécie. Desta forma, nosso
grupo de pesquisa vem desenvolvendo, ha alguns anos, uma linha de trabalho
gue visa o estudo quimico e farmacoldgico pré-clinico desta espécie.

Uma revisdo sobre os resultados encontrados foi publicada recentemente
por GOSMANN e colaboradores (2011). O corpo de dados néo contradiz 0 uso
popular desta espécie, mas sugere a necessidade da padronizacdo na obtencdo
dos extratos e cautela no uso. A espécie P. alata apresenta efeito ansiolitico ou
hipnético-sedativo, em roedores, dependendo do solvente empregado para a
obtencdo dos extratos (PROVENSI et al., 2008). Saponinas e flavonéides sédo os
constituintes majoritarios e contribuem para as atividades observadas. Algumas
evidéncias sugerem acdo sobre o complexo receptor GABA-benzodiazepinico,
mas os resultados ndo permitem ainda concluir sobre qual sitio est4d sendo
ativado, nem exatamente quais substancias estdo agindo. Além disso, nosso
grupo também demonstrou que a administracdo repetida resulta em perda do
efeito ansiolitico (BOEIRA et al., 2010), induz comprometimento da evolugéo
ponderal e genotoxicidade (GOSMANN et al., 2011).

Nesta Dissertacdo, foram realizados experimentos, em roedores, visando
aprofundar o estudo do mecanismo de acdo das fraches enriquecidas nos
principais constituintes (flavondides e saponinas), bem como a investigacdo dos

efeitos decorrentes da administracdo repetida do extrato aquoso das partes



aéreas de P.alata, com atividade sedativa anteriormente relatada em estudos de
tratamento agudo.

O trabalho esta organizado em dois capitulos. No primeiro, sera
apresentada a investigagéo da interagéo de fragcdes enriqguecidas em saponinas ou
flavondides, obtidas de um extrato hidroetandlico das partes aéreas de Passiflora
alata, com os sitios GABA e benzodiazepinico do complexo receptor GABA,-
benzodiazepinico, em roedores. O segundo estad apresentado na forma de um
artigo a ser submetido para publicagéo na Revista Food and Chemical Toxicology,
no qual foi avaliado o efeito da administracdo repetida de um extrato aquoso
nebulizado contendo 2.5% de flavonoides totais, em modelos animais preditivos
de atividade hipnético-sedativa e ansiolitica e no comportamento alimentar de

camundongos.



OBJETIVOS







Foram objetivos desta dissertagao:

o Investigar o envolvimento do sitio benzodiazepinico do complexo receptor
GABAA no efeito ansiolitico de fragbes enriquecidas em flavondides e saponinas
obtidas a partir de um extrato hidroetandlico das folhas de Passiflora alata, em

camundongos;






PARTE EXPERIMENTAL E RESULTADOS







A parte experimental e os resultados desta Dissertacdo estdo apresentados em
um capitulo

Capitulo I: “Investigacdo da interacdo de fracdes enriquecidas em
saponinas ou flavonéides obtidas de Passiflora alata Curtis (Passifloraceae),
com os sitios GABA e benzodiazepinico do complexo receptor GABAa-
benzodiazepinico, em roedores”.
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CAPITULO |

“Investigacao da interacao de fracdes enriquecidas em saponinas
ou flavondides obtidas de Passiflora alata Curtis (Passifloraceae),
com os sitios GABA e benzodiazepinico do complexo receptor

GABAa-benzodiazepinico, em roedores”







1. INTRODUCAO




FENNER (2006), em sua Dissertacdo de mestrado desenvolvida neste
Programa de Pdés-Graduacdo, verificou que um extrato aquoso das folhas de P.
alata ndo apresentou atividade ansiolitica, mas demonstrou efeito
hipnético/sedativo em camundongos. Em outro trabalho, nosso grupo verificou que
um extrato hidroetandlico das folhas de P. alata apresentou atividade
hipnética/sedativa e ansiolitica, esta Ultima bloqueada pela administracdo do
antagonista do sitio benzodiazepinico flumazenil, apesar de nao possuir afinidade
por este sitio (PROVENSI et al., 2008). Uma hipotese para tal efeito € a formacéo
de um metabdlito ativo que modula o sitio alostérico do receptor GABAA de forma
direta ou indireta (PROVENSI et al., 2008). Com o objetivo de investigar o
envolvimento dos principais compostos de P. alata no efeito ansiolitico e
hipnético/sedativo, obteve-se uma fracdo enriquecida em saponinas (SAP) e uma
fracdo enriquecida em flavondides (FLA) de um extrato aquoso das folhas de P.
alata. As fragbes SAP e FLA apresentaram atividade ansiolitica em camundongos
expostos ao labirinto em cruz elevado, sem alterar a atividade motora destes
animais. Além da atividade ansiolitica, FLA apresentou efeito hipnético-sedativo,
sendo razodavel supor que esta fracdo tenha um envolvimento no efeito observado
para os extratos aquoso e hidroetandlico desta espécie (PROVENSI et al., 2007;
GOSMANN et al., 2011).

Porém, em um ensaio de radioligacdo, estas fracbes ndo apresentaram
afinidade importante pelo sitio benzodiazepinico. Além disso, diferente dos
farmacos benzodiazepinicos classicos, nenhuma das fragdes apresentou protecao
as convulsbes induzidas por pentilenotetrazol, um antagonista ndo competitivo
GABA,. Por outro lado, foi demonstrado, através do deslocamento da ligacédo de
[*H] TBOB em cértex total de ratos, que SAP e FLA modulam positivamente o
canal de cloreto ativado por GABA (PROVENSI et al., 2007; GOSMANN et al.,
2011).

Por fim, da mesma forma que sugerido para o extrato por PROVENSI e
colaboradores (2008), ndo se pode descartar que a ac¢do ansiolitica observada

16



para as fragfes in vivo se deva a um possivel metabdlito. Assim, o mecanismo de

acao das fragdes permanece nao esclarecido.

Este trabalho propde a complementacdo da investigacdo da acgédo das
fracbes SAP e FLA no complexo receptor GABA,-benzodiazepinico, através da
avaliagdo da possivel interagdo das mesmas com o sitio alostérico

benzodiazepinico, in vivo, e com sitio ortostérico GABA, in vitro.
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2. OBJETIVOS







O objetivo geral deste capitulo foi investigar a interacdo de fracbes
enriquecidas em saponinas ou flavonoides, obtidas de um extrato hidroetandlico
das partes aéreas de Passiflora alata, com os sitios GABA e benzodiazepinico do
complexo receptor GABA,-benzodiazepinico, em roedores.

Os obijetivos especificos foram:

1. Avaliar a influéncia do antagonista do sitio benzodiazepinico flumazenil no efeito

ansiolitico das frag6es, no labirinto em cruz elevado, em camundongos.

2. Avaliar a interacdo das fragdes com o sitio ortostérico GABA através de ensaio
de radioligacdo com [*H]-muscimol, em cérebro total de ratos.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA







O género Passiflora tem sido objeto de estudo de alguns grupos de
pesquisa (DHAWAN, et al. 2004). Recentemente nosso grupo de trabalho publicou
uma revisao sobre este o género, na qual aborda dados quimicos, farmacoldgicos
e de comercializagdo das espécies mais utilizadas pela populacdo e pela industria
farmacéutica na producéo de medicamentos (GOSMANN et al., 2011).

Diversos estudos demonstram a atividade ansiolitica e hipnotico-sedativa
das espécies do género Passiflora (SOULIMANI et al., 1997; PETRY et al., 2001;
DHAWAN et al., 2001a; DHAWAN et al., 2001b; DE PARIS et al., 2002; COLETA
et al., 2006; REGINATTO et al.,, 2006; DE CASTRO et al., 2007; LOLLI et al.,
2007; BARBOSA et al., 2008; PROVENSI et al., 2008; SENA et al., 2009; DENG
et al., 2010) sendo que para a espécie P. incarnata séo relatados estudos clinicos
(AKHONDZADEH et al., 2001a; AKHONDZADEH et al., 2001b; MOVAFEGH et al.,
2008;). Porém, recentemente ELSAS e colaboradores (2010) demonstraram que 0
tratamento repetido com P. incarnata resulta em efeito ansiogénico em

camundongos.

Os constituintes quimicos descritos para 0 género compreendem
alcaldides, fendis, flavonoides glicosilados, compostos cianogénicos e saponinas
(DHAWAN et al., 2004; BIRK et al., 2005).

Considerando que Passiflora alata Curtis é espécie em estudo esta
revisdo abordard um breve resumo sobre os principais dados relatados na

literatura.

Em termos de constituicdo quimica P. alata possui saponinas como
metabolitos majoritarios, diferenciando-a de outras espécies do género que
apresentam maior conteudo de flavondides na sua composi¢cdo (BIRK et al.,
2005). Do extrato aquoso das folhas foram isoladas e identificadas cinco
saponinas, uma esteroidal e quatro triterpénicas. A saponina triterpénica
guadrangulosideo é a que se apresenta em maior teor, determinado em 22,2%
(m/m) do extrato aquoso, 0 que corresponde a 8,2% (m/m) das folhas secas
(REGINATTO et al., 2004). Os flavonoides encontrados na espécie sdo do tipo C-



glicosilados, dentre eles vitexina, isovitexina, orientina, 2’-xilosil-vitexina
(ULUBELEN et al, 1982) 2"-ramnosil-vitexina, 2”-ramnosil-escoparina, 2"-

ramnosil-orientina e isorientina (DOYAMA et al., 2005).

OGA e colaboradores (1984) verificaram a presenca de tragos de alcalb6ides
B-carbonilicos, no entanto, outros estudos ndo detectaram estes compostos em
extratos aquosos das folhas de P. alata (MULLER et al.,, 2005; BOEIRA et al.,
2010).

Diversos estudos relatam o efeito depressor sobre o Sistema Nervoso
Central (SNC) de P. alata em roedores. Um extrato fluido obtido das folhas de P.
alata nas doses de 75 e 150 mg/kg, i.p. prolongou o tempo de sono induzido por
pentobarbital, apresentou um discreto efeito anticonvulsivante e reduziu a
atividade motora espontanea em camundongos (OGA et al., 1984). Também foi
relatado efeito sedativo em animais submetidos aos testes do labirinto em cruz
elevado e campo aberto, e um aumento do tempo de imobilidade no teste de
suspensao pela cauda, apés administragdo v.o. de um extrato fluido (100 e 300
mg/kg) e sua fragcdo aquosa (100, 300 e 600 mg/kg) em camundongos
(ROMANINI et al., 2006).

Além disso, atividade ansiolitica também foi relatada para os extratos de
P. alata. A administracdo pela via intraperitoneal (i.p.) de extratos aquosos e
hidroetandlicos das folhas de P. alata (100 e 150 mg/kg), demonstrou efeito
ansiolitico em ratos (PETRY et al., 2001, DE PARIS et al., 2002, BARBOSA et al.,
2008). O mesmo efeito também foi observado quando um extrato aquoso foi
administrado pela via oral, porém em doses maiores (640 e 800 mg/kg)
(REGINATTO et al., 2006).

Nosso grupo de pesquisa também tem demonstrado efeitos de P. alata
sobre 0 SNC em camundongos. A administragdo aguda do extrato aquoso das
folhas de P. alata (300 mg/kg, v.0.) apresentou somente efeito hipnoético, enquanto
o extrato hidroetandlico (70%), administrado na mesma dose e via, apresentou
efeito ansiolitico e hipnético/sedativo. O efeito ansiolitico foi revertido pela
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administracdo de flumazenil, porém em estudos de radioligacdo o extrato ndo
deslocou a ligacéo de [*H] flunitrazepam em concentragdes de até 1000 pg/mL.
Este resultado demonstra que o efeito ansiolitico ndo esta relacionado diretamente
a acdo do extrato no sitio benzodiazepinico do complexo receptor GABAa
(PROVENSI et al., 2008).

Apesar dos inimeros estudos existentes para o género Passiflora acerca
dos seus efeitos sobre o SNC, as substancias responsaveis pelas atividades
farmacoldgicas ndo foram elucidadas até o momento (GOSMANN et al., 2011).
Diversos flavonoides tem sido apontados como 0s compostos responsaveis pelas
atividades ansiolitica e sedativa do género Passiflora (MEDINA et al., 1990;
SOULIMANI et al., 1997). Em um estudo com P. incarnata, foi isolado um derivado
benzoflavbnico tri-substituido, o qual demonstrou efeito ansiolitico na dose de 10
mg/kg (v.0.) no teste do labirinto em cruz elevado (Dhawan et al., 2001c). Por
outro lado, SAMPATH e colaboradores (2011), em um ensaio bioguiado, ndo
encontraram o flavonéide benzoflavona (BZF) em nenhuma das fra¢des (butanol,
cloroférmio e éter de petrdleo) obtidas a partir de um extrato hidroetandlico de P.
incarnata em camundongos. O efeito ansiolitico foi observado para as fracfes
butanol (contendo 1,2% de flavondides) e cloroférmio (isento de flavondides),
demonstrando que os flavondides ndo contribuem exclusivamente para o efeito

observado.

DENG e colaboradores (2010) realizaram um estudo bioguiado com P.
edulis flavicarpa, em busca do composto responsavel por sua atividade ansiolitica.
O extrato hidroetandlico contendo o flavondide isoorientina apresentou atividade
ansiolitica para o produto isolado e para fragdo butandlica. Os autores atribuem as
atividades relatadas, pelo menos em parte, a presenca do flavonoide isoorientina.
Além disso, um extrato aguoso com 8,94% de saponinas, expressas Como
astragalosideo |V, e baixo teor de flavondides, foi ativo no labirinto em cruz
elevado em camundongos. Este resultado aponta que além dos flavondides,
outros compostos, como as saponinas, podem contribuir para a atividade

ansiolitica do género Passiflora.
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Com o objetivo de estudar o envolvimento dos flavonoides e das
saponinas nas atividades farmacoldgicas observadas para P. alata, nosso grupo
avaliou duas fragdes, uma enriquecida em saponinas (SAP) e outra enriquecida
em flavonoides (FLA), obtidas a partir de um extrato aguoso de P. alata, nos
modelos animais preditivos de atividade ansiolitica, hipnético-sedativa,
anticonvulsivante e em estudos de radioligacdo. As fragcbes SAP (600 e 900
mg/kg, v.0.) e FLA (300 mg/ kg, v.0.) apresentaram efeito do tipo ansiolitico em
camundongos no teste do labirinto em cruz elevado. Contudo atividade hipnético-
sedativa foi demonstrada somente pela fracdo FLA na dose de 300 mg/kg (v.0).
Nenhuma das fragcOes apresentou protecdo contra convulsdo induzida por
pentilenotetrazol. Nos ensaios de radioligagéo as fracdes FLA e SAP, assim como
os flavondides isovitexina e vitexina, ndo foram capazes de deslocar a ligacdo de
[®H] flunitrazepam em concentragdes de até 450 pg/mL. No entanto, foi observado
uma modulagdo positiva do canal de cloreto ativado por GABA no ensaio de
deslocamento da ligacéo de [*H] TBOB, para as fracdes SAP e FLA (Cls=23,4
ug/mL e Cls0=181,2 pug/mL, respectivamente), demonstrando que apesar de néo
interagirem com o sitio benzodiazepinico as fracdes modulam o complexo receptor
GABAA (PROVENSI, 2007; GOSMANN et al., 2011).

As fragbes SAP e FLA apresentaram efeito ansiolitico sem apresentar
afinidade pelo sitio benzodiazepinico do complexo receptor GABAA, da mesma
forma que o extrato hidroetandlico 70 % estudado por PROVENSI e colaboradores
(2008). Porém, a atividade ansiolitica demonstrada por este extrato foi revertida
pela administracdo de flumazenil. Estes achados sugerem que o efeito ansiolitico
dos extratos de P. alata possa ser devido a presenca de metabdlitos com acéo
sobre o sitio benzodiazepinico e/ou devido a sua acdo em outros sitios do
complexo receptor GABAx/benzodiazepinico. Outra hipotese seria a modulagéo
indireta do receptor benzodiazepinico através da mobilizacdo de compostos

endogenos com agédo do tipo benzodiazepinica (BARALDI et al., 2009).
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Tabela 1. Atividade ansiolitica ou sedativa relatada para espécies de Passiflora

em roedores em regime de administracao aguda.

Espécie Atividade biol6gica

Referéncia

Extrato aquoso nebulizado 10 mg/kg (v.0.)
atividade hipnético/sedativa em

camundongos.

PROVENSI et al., 2008

Extrato hidroetandlico (70%) 300 mg/kg
(v.0.) atividade ansiolitica e hipnotico-

sedativa em camundongos.

PROVENSI et al., 2008

Fracdo enriquecida em flavonodides (FLA),

300 mg/kg (v.0.) atividade ansiolitica e

P. alata Curtis . .
hipnético-sedativa em camundongos.

PROVENSI et al., 2007

Fracao enriqguecida em saponinas (SAP)
600 e 900 mg/kg (v.0.) atividade

ansiolitica em camundongos.

PROVENSI et al., 2007

Extrato hidroetandlico (40%) 100 e 150

mg/kg (i.p.) atividade ansiolitica em ratos.

PETRY et al., 2001

Extrato aquoso 100 e 150 mg/kg (i.p.)

atividade ansiolitica em ratos.

DE PARIS et al., 2002
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Espécie Atividade biol6gica

Referéncia

Extrato agquoso 640 e 800 mg/kg (v.0.)

atividade ansiolitica em ratos.

REGINATTO et al., 2006

Extrato aquoso 100 e 150 mg/kg (i.p.),

atividade ansiolitica em ratos.

BARBOSA et al., 2008

Extrato fluido 75 e 150 mg/kg (i.p.)
P. alata Curtis atividade hipnético-sedativo em

camundongos.

OGA etal., 1984

Extrato fluido 100 e 300 mg/kg (v.0.) efeito

sedativo em camundongos.

ROMANINI et al., 2006

Extrato agquoso 100, 300 e 600 mg/kg

(v.0.) efeito sedativo em camundongos.

ROMANINI et al., 2006

Extrato hidroetandlico (40%) 50, 100 e
150 mg/kg (i.p.) atividade ansiolitica em
ratos.

PETRY et al., 2001

P. edulis Sims Extrato aquoso 50, 100 e 150 mg/kg (i.p.)

atividade ansiolitica em ratos.

DE PARIS et al., 2002

Extrato aquoso 230 mg/kg (v.0.) atividade

ansiolitica em camundongos.

COLETA et al., 2006
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Espécie

Atividade bioldgica

Referéncia

P. edulis Sims

Extrato agquoso 400 e 800 mg/kg (v.0.)

atividade ansiolitica em ratos.

REGINATTO et al., 2006

P. edulis Sims

Extrato metandlico 75, 200 e 300 mg/kg
(v.0.), atividade ansiolitica em

camundongos.

DHAWAN et al., 2001a

Extrato aquoso 100 e 125 mg/kg (v.0.)

atividade ansiolitica em camundongos.

DHAWAN et al., 2001a

Fracao flavondides totais 100 mg/kg (v.0.)
atividades ansiolitica e sedativa.

COLETA et al., 2006

P. edulis
Flavicarpa

Extrato aquoso 50, 100 e 150 mg/kg (i.p.)

atividade ansiolitica em ratos.

BARBOSA et al., 2008

Extrato agquoso 200 e 300 mg/kg (v.0.)

atividade ansiolitica em camundongos.

DENG et al., 2010

Extrato hidroetandlico 300 e 400 mg/kg
(v.0.) e sua fracdo butandlica 125 e 200
mg/kg (v.0.) atividade ansiolitica em

camundongos.

DENG et al., 2010
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Espécie Atividade biol6gica Referéncia

Extrato hidroetandlico (45%) 300 e 600

mg/kg (v.0.) atividade ansiolitica em LOLLI et al., 2006
P. actinia camundongos.
Hoocker
Extrato metandlico 100 e 300 mg/kg (v.0.)
o o LOLLI et al., 2006
atividade ansiolitica em camundongos.
Extrato metandlico, 125 mg/kg (v.0.) DHAWAN et al., 2001a
atividade ansiolitica em camundongos. DHAWAN et al., 2001¢
P. incarnata
Linneaus . -
I ) Extrato hidroetandlico (30%) 400 mg/kg
(i.p.), atividade ansiolitica em SOULIMANI et al., 1997
camundongos.
_ Fracdo butanol (1,2% flavonadides), fragcao
P. incarnata o 3 SAMPATH et al., 2011
cloroférmio (isento de flavonoides).
P.

Extrato hidroetandlico 100, 250 e 500

guadrangularis DE CASTRO et al., 2007

_ mg/kg (v.0.) atividade ansiolitica em ratos.
Linneaus

Poucos estudos objetivando verificar a toxicidade de P. alata sao
descritos na literatura. OGA e colaboradores (1984) demonstraram que um extrato
hidroetandlico das folhas de P. alata apresentou uma DL50 de 456 mg/kg via i.p.

em camundongos. Um extrato aquoso administrado diariamente em ratas
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gestantes na dose de 800 mg/kg via oral ndo ocasionou toxicidade reprodutiva

nem alteracdes na prole (AMARAL et al., 2001).

Recentemente, nosso grupo de pesquisa demonstrou que a administracédo
aguda de um extrato aquoso de P. alata contendo 2,6% de flavondides, na dose
de 300 mg/kg (v.0.), ndo alterou parametros comportamentais, bioquimicos e
hematologicos em ratos, indicando baixa toxicidade aguda (BOEIRA et al., 2010).
Porém, no tratamento repetido (14 dias), nesta mesma dose e via, 0s animais nao
ganharam peso e apresentaram sinais de irritabilidade e tendéncia ao
comportamento do tipo ansiogénico no labirinto em cruz elevado (BOEIRA et al.,
2010; GOSMANN et al., 2011). Quando avaliado nos ensaios cometa e
micronldcleo em camundongos, este extrato causou genotoxicidade. A
administracado aguda nas doses de 12,5, 25, 50, 150, 300 e 600 mg/kg ocasionou
danos severos no DNA observados através do ensaio cometa, enquanto a
administracdo na dose de 50 mg/kg por trés dias consecutivos, confirmou a
genotoxicidade no ensaio de micronucleo com eritrocitos periféricos de
camundongos (BOEIRA et al., 2010).

Em um estudo de farmacovigilancia foi notificado o desenvolvimento de
diarréia, flatuléncia e perda de apetite, em um paciente que fez uso de um
medicamento contendo P. alata, Adonis vernalis, Erythrina mulungu e Leptolobio
elegans (BALBINO e DIAS, 2010).
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4. MATERIAIS E METODOS







4.1 Material vegetal

As partes aéreas de Passiflora alata foram coletadas em janeiro de 2005 na
cidade de Canoas (RS) e identificadas pela botanica Dr. Lilian Auler Mentz
(Programa de Pés Graduacdo em Botanica — UFRGS). Material testemunho
encontra-se depositado no herbario do Departamento de Botanica sob registro
ICN 133727.

4.2 Farmacos, drogas e solventes

Diazepam (Germed, Sdo Paulo/BR), flumazenil (Cristalia, Sdo Paulo/BR).

Acetato de etila, acetona, &cido acético, etanol, metanol, butanol (Nuclear®).

As fragbes SAP e FLA foram dissolvidas em solugéo salina (NaCl 0,9 %).
Diazepam e flumazenil foram dissolvidos em uma solugdo de polissorbato 80
(Tween 80®) 1% em salina, e a dissolucdo foi facilitada, quando necessério, com

auxilio de aparelho de ultra-som.

4.3 Preparacgédo dos extratos

O material vegetal foi selecionado e seco em estufa de ar circulante
(temperatura inferior a 40 °C) durante 7 dias. ApOs este periodo, as folhas foram

cominuidas em triturador de facas.

O po das folhas de P. alata foi submetido a extragdo com etanol 70% numa
propor¢cdao 1:10 (m/v) sob refluxo durante 60 minutos, resultando na solugéo
extrativa hidroetanodlica. Apds arrefecimento e filtracdo, o extrato resultante foi
levado a secura sob pressédo reduzida em temperatura inferior a 40 °C.
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4.4 Obtencao das fragcOes a partir do extrato hidroetandlico

O extrato hidroetandlico foi submetido a cromatografia em coluna sobre gel
de dextrano (Sephadex® LH20), tendo como eluente um gradiente de etanol:agua
(variando de 96% de etanol até 50% de agua). As fracBes obtidas foram
cromatografadas em cromatofolhas de gel de silica (Aldrich®) utilizando a fase
superior do sistema eluente butanol:acido acético:agua (4:1:5; v/v). As placas
cromatograficas foram entdo aspergidas com reagente natural/UVszss, para a
visualizacdo dos flavonoides e em seguida com anisaldeido sulfarico seguido de

aguecimento para visualizacao das saponinas (WAGNER et al., 1984).

Apods a aspersao de anisaldeido sulfurico e aquecimento, as bandas das
saponinas de P. alata foram visualizadas como manchas de coloragao violeta, cor
caracteristica de saponinas triterpénicas (BIRK et al., 2005); para os flavonéides
as bandas caracteristicas apresentaram duas coloragbes ap0s a revelacao:
amarelo ou verde visualizado em UV3g. As fracoes que apresentaram um perfil
cromatografico semelhantes foram reunidas e codificadas como SAP (fracdo
enriguecida em saponinas) e FLA (fracdo enriquecida em flavonéides).

Os residuos quimicos gerados nesta etapa do trabalho foram descartados
conforme procedimento padrdo usual da Faculdade de Farmacia — UFRGS. Os
residuos gerados foram devidamente rotulados e entregues a Comissao de Saude
e Ambiente de Trabalho (COSAT) da Faculdade de Farméacia que, por sua vez,
encaminhou ao Instituto de Quimica da UFRGS para os devidos procedimentos de

reciclagem e/ou descarte de material quimico.

4.5 Animais

Foram utilizados camundongos CF1, machos, adultos (20-30 qQ),
provenientes da colbnia da Fundacédo Estadual de Producdo e Pesquisa em
Saude (FEPPS). Antes dos experimentos, 0os animais foram ambientados por um
periodo minimo de 72 horas no biotério de passagem da Faculdade de Farmacia —
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UFRGS, sob ciclo claro/escuro de 12 horas, com temperatura controlada (23 ° + 2
°C), sistema de exaustdo e umidade monitorada. Os camundongos foram
mantidos em caixas plasticas (17 x 28 x 13 cm) com no maximo 4 animais por
caixa. Os animais tiveram livre acesso a agua e alimento (ragdo certificada,
Nuvilab®). Nos experimentos realizados com a administracdo das substancias
teste por via oral, os animais passaram por um periodo de 6 horas de jejum antes
do teste.

4.6 Teste comportamental

A influéncia do antagonista do sitio benzodiazepinico flumazenil foi avaliado
sobre o efeito ansiolitico da fracdo enriquecida em saponinas (SAP) e a fragédo
enriquecida em flavonéides (FLA), obtidas a partir do extrato hidroetandlico de P.

alata, em camundongos expostos ao labirinto em cruz elevado.

4.6.1 Tratamentos

Os camundongos foram tratados com volumes proporcionais a 1mL/100g
de peso corporal, tanto para a via oral quanto para a via intraperitoneal. O
tratamento oral foi realizado 60 minutos e o intraperitoneal 30 minutos antes da
exposicdo do animal ao aparato. Todos 0s grupos experimentais foram
constituidos por, no minimo, 8 animais. Foram selecionadas doses anteriormente

determinadas como ativas por PROVENSI e colaboradores (2007).

4.6.2 Avaliacédo da influéncia da administracéo de flumazenil no efeito ansiolitico

da fracdo enriquecida em flavondides e fracdo enriquecida em saponinas

O labirinto empregado nesse estudo é construido de madeira e consiste de
dois bracos abertos com 30 x 7 cm e borda de protecédo de 1cm, e de dois bracos
fechados com 30 x 7 x 16 cm, dispostos perpendicularmente aos bracos abertos
em forma de cruz grega. A cruz é elevada a 53 cm do chéo.
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Diferentes grupos de animais receberam diferentes tratamentos (Tabela 1)
pela via oral (gavagem) e, trinta minutos apds, receberam um segundo tratamento,
pela via intraperitoneal: solucdo salina (1 mL/100g) ou flumazenil (10 mg/kg).
Decorridos 30 minutos da segunda administragao, os animais foram posicionados
no centro do labirinto, com a face voltada para o bragco aberto e observados
durante 5 minutos. Foram registrados o namero de entradas e o tempo de
permanéncia nos bracos abertos (BA) e fechados (BF) (Figura 1). O aparato foi
limpo com etanol 40% apdés a observagdo de cada animal. Todo procedimento foi
realizado em ambiente de penumbra. O desenho experimental utilizado para este

experimento encontra-se esquematizado na Figura 1.

t=0 min t =30 min t =60 min t =65 min

Tratamentos 2 (i.p.) Observacéao
tempo BA e BF e entradas BA e BF

Tratamentos 1 (v.0.)

Figura 1: Esquema empregado para avaliagdo do efeito ansiolitico da fracdo
enriquecida em flavondides e fragdo enriquecida em saponinas no labirinto em
cruz elevado em camundongos.

Para anadlise dos resultados foram considerados os valores absolutos
(tempo de permanéncia e numero de entradas nos bracos abertos e fechados)
(PARK et al., 2005).
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Tabela 2. Grupos experimentais empregados para avaliacdo da influéncia da
administracdo de flumazenil no efeito ansiolitico da fragdo enriquecida em

flavonodides e fracdo enriquecida em saponinas

Grupo Tratamento 1 (v.0.) Tratamento 2 (i.p.) n
SAL + SAL solucao salina (NaCl 0,9 %) solucao salina (NaCl 0,9 %) 9
DZP + SAL diazepam 2 mg/kg solucao salina (NaCl 0,9 %) 9
SAP + SAL fracdo enriquecida solucao salina (NaCl 0,9 %) 9

em saponinas 900 mg/kg
FLA + SAL fracdo enriquecida solucao salina (NaCl 0,9 %) 8
em flavonéides 300 mg/kg
SAL + FMZ solucao salina (NaCl 0,9 %) flumazenil 10 mg/kg 9
DZP + FMZ diazepam 2 mg/kg flumazenil 10 mg/kg 9
SAP + FMZ fracdo enriquecida em saponinas flumazenil 10 mg/kg 9
900 mg/kg
FLA + FMZ frag&o enriquecida em flavondides flumazenil 10 mg/kg 9

300 mg/kg

4.7 Ensaios in vitro

Estes experimentos foram realizados no

Institut de Recherche et

d'Innovation Biomédicale (IRIB), na Faculté de Médicine et Pharmacie, da

Université de Rouen (Franca), sob supervisédo do Prof. Dr. Jean-Claude do Rego.
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4.7.1 Radioligantes e drogas

Para os ensaios in vitro foi utilizado o radioligante: [*H]-muscimol (35,6
Ci/mmol), proveniente da New England Nuclear Life Science Products, EUA.
GABA foi adquirido da Sigma, Franca.

As substancias teste FLA e SAP foram dissolvidas em DMSO para fins de
obtencao de solucdo estoque. Diluicbes subsequentes e GABA foram preparados
em tampao de incubacg&o. Na concentracédo final, DMSO nédo apresenta efeito
sobre os ensaios de binding.

4.7.2 Animais

Foram utilizados ratos Sprague Dawley, machos provenientes da colénia
IFFA-CREDO/ Charles River Laboratories (Domaine dés Oncins, Saint-Germain
sur L’Arbresle, France). Os ratos foram mantidos em caixas plasticas (42 x 27,5 x
18cm) com 5 animais por caixa, sob ciclo claro/escuro de 12 horas, temperatura
controlada (23° = 2°C), sistema de exaustdo e umidade monitorada. Os animais

tiveram livre acesso a agua e ragdo comercial.

4.7.3 Preparacao do tecido

Ratos machos adultos foram sacrificados por decapitacdo e o cérebro
rapidamente removido. O cérebro foi homogeneizado em 20 volumes de uma
solucao de sacarose 0,32 M a 4°C. Em seguida, o homogenato foi centrifugado a
1000gay a 4°C durante 10 min. O sobrenadante resultante foi centrifugado a
14000g por 30 min. O pellet foi lavado duas vezes com 30 volumes de tampao
Tris-HCI 50 mM (pH 7,4) e centrifugado a 14000g por 30 min a 4°C. O pellet
resultante foi ultracentrifugado a 50000g,y por 10 minutos. O pellet final foi
ressuspenso em tampéo Tris-HClI 50 mM, resultando na solugdo com as

membranas sinaptossomais para os ensaios de [*H]-muscimol.
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Os homogenatos foram armazenados a -20°C até o momento de sua
utilizacdo. A concentracdo de proteinas na suspensdo final de membranas foi

determinada pelo método de Lowry (Lowry et al., 1951).

4.7.4 Ensaio de radioligagcéo ao sitio GABA de receptores GABAA

Para a determinacdo da ligagdo dos compostos aos receptores
GABAérgicos do tipo GABAa, 0s homogenatos de cérebro total (150 pg
proteina/100 uL), foram incubados na presenga do radioligante [*H]-muscimol (5
nM) a 4°C, por 45 minutos na presenca ou auséncia da fracdo enriquecida em
flavondides (FLA) ou da fracdo enriquecida em saponinas (SAP) em
concentracBes de 10™%a 102 M. A ligacdo ndo especifica foi determinada pela
incubacdo na presenca de 100 uM de GABA. Apds a incubagdo, as amostras
foram rapidamente lavadas em 4 mL de Tris-HCI (3x) e imediatamente filtradas
sobre filtros de fibra de vidro previamente umedecidos em tampao Tris-HCI. Os
filtros foram, entdo, secos e colocados em vials individuais contendo liquido de
cintlagdo (Ultima Gold). A radioatividade retida nos filtros foi contada em
cintilometro (AHBOUCHA et al., 2005).

4.8 Andlise estatistica

Para a realizacdo das analises estatisticas foi utilizado o software Sigma
Stat versdo 2.03 (Jandel Scientific Corporation®). O nivel minimo de significancia
aceito foi de p<0,05. Para a avaliagdo comportamental foi realizado o teste

ANOVA de duas vias seguido por Student Newmann Keuls.

Para a andlise estatistica dos ensaios de radioligacdo a receptores GABAA
foi realizada uma analise de regressao nao linear utilizando o software Prisma 4.0,
GraphPad.
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4.9 Etica

A manipulag¢édo animal foi realizada seguindo os principios éticos relatados
por GOLDIM (2000) e as normas do Council for International Organizations of
Medical Sciences (CIOMS), Resoluc¢éo 714 de junho de 2002 do Conselho Federal
de Medicina Veterinaria (CFMV) e a Lei n® 11794 de outubro de 2008. Os
protocolos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa da
UFRGS (CEP/UFRGS, n°® 2005512). Imediatamente apds a finalizacdo dos
experimentos, camundongos foram submetidos isoladamente a eutanasia pelo
método de deslocamento cervical, enquanto que os ratos foram sacrificados por
guilhotina para retirada das estruturas cerebrais de interesse. As carcacas dos
camundongos foram acondicionadas em embalagens plastica apropriada e
armazenadas em freezer a —20°C até o recolhimento (semanal) da Aborgama do
Brasil.
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5. RESULTADOS







5.1 Obtencdo do extrato hidroetandlico, fracdo enriquecida em saponinas e
fracdo enriquecida em flavondides a partir do extrato hidroetandlico das
folhas de Passiflora alata

A massa total de folhas utlizadas para a obtengcdo do extrato
hidroetandlico foi de 140,57 g, o que resultou em 35,14 g de extrato hidroetandlico,
correspondendo a um rendimento aproximado de 25% (m/m) em relagdo ao pé
das folhas dessecadas. A utilizacdo da cromatografia de exclusdo com gel de
dextrano (Sephadex LH20®) como adsorvente resultou na obtencdo de uma
massa total de 2,23 g para a fracdo enriquecida em saponinas (SAP)
representando um rendimento aproximado de 51,55% (m/m) em relagdo ao extrato
hidroetandlico (70%). A fracdo enriquecida em flavondéides (FLA) resultou em uma
massa total de 194,6 mg, representando um rendimento aproximado de 5,06%
(m/m) em relagdo ao extrato hidroetandlico (70%). O perfil cromatografico das
fracbes SAP, apods a revelacdo com anisaldeido sulfurico seguido de aquecimento,
apontou a presenca de saponinas triterpénicas, visualizado através da coloragéo
violeta. A fracdo FLA apds revelacdo com reagente natural, apresentou coloragéo
amarela e verde, caracteristicas de flavondides, visualizadas em luz UVsge.
Demonstrando, portanto, que as duas fracdes apresentaram perfil cromatogréafico
semelhante ao demonstrado em trabalho anterior (PROVENSI, 2007).

5.2 Influéncia da administracao de flumazenil (FMZ) no efeito da fracdo
enriquecida em flavonoides (FLA) e fracdo enriquecida em saponinas (SAP)

no labirinto em cruz elevado.

A andlise estatistica (ANOVA de duas vias) revelou diferencas significativas
entre os diferentes tratamentos (SAP, FLA, DZP e SAL) em alguns parametros
avaliados no labirinto em cruz elevado, bem como interacdo entre os tratamentos
e 0 pos-tratamento (FMZ ou SAL), com diferentes influéncias da administracéo do
FMZ na resposta comportamental dos animais tratados com DZP, SAP e FLA.
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Como esperado, os animais tratados com diazepam e salina (DZP + SAL)
apresentaram um aumento no tempo de permanéncia, nimero de entradas no
bragco aberto e numero total de entradas, em todos os experimentos realizados
(Figura 4). Todas essas respostas foram abolidas pela administragdo de
flumazenil (DZP + FMZ) (Figura 4).

SAP e FLA aumentaram apenas o tempo de permanéncia dos animais nos
bragos abertos; ndo influenciaram o numero de entradas no braco aberto, nem o
namero total de entradas. O tratamento com FMZ né&o afetou o aumento do tempo
de permanéncia nos bracos abertos induzido pelas fracdes FLA e SAP. Porém, a
administracdo combinada das fragcbes FLA e SAP com FMZ resultou em um
aumento do numero de entradas nos bracos abertos, quando comparadas aos
grupos SAL + FMZ (Figura 4B). A combinagdo SAP + FMZ resultou também em
um aumento do numero total de entradas quando comparado ao grupo SAP + SAL
(Figura 4C).
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Figura 2.Efeito da administracéo fracio enriquecida em saponinas (SAP 900 mg/kg, v.0.) e fragdo enriquecida em
flavondides (FLA 300 mg/kg, v.0.) em camundongos expostos ao labirinto em cruz elevado. Resultados expressos
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**p<0,01 quando comparado ao grupo salina; p<O 05; @@p<0 01 quando comparado ao grupo SAL + FMZ
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5.3 Deslocamento da radioligacdo de [3H]-muscimol em membranas

sinaptossomais de cérebro total de ratos

A fracdo enriquecida em saponinas (SAP) e a fracdo enriquecida em
flavondides (FLA) em concentracdes de 102 a 10™® M néo afetaram a ligac&o do
radioligante [*H]-muscimol (n=4), demonstrando que as fracBes ndo possuem

afinidade pelo sitio ortostérico GABA do receptor GABAx (Figuras 5 e 6).

Receptor GABA
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Figura 3: Curva de competicdo de SAP com a ligacdo no sitio ortostérico GABA

(PH]-muscimol, 5 nM). Resultados expressos como percentagem (média) da
ligacéo especifica de [*H]-muscimol. Os ensaios foram realizados em duplicata.
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6. DISCUSSAO







Neste estudo, demonstramos que a SAP (900 mg/kg, v.0.) e a fragcdo FLA
(300 mg/kg, v.0.) obtidas de um extrato hidroetandlico (70%) das folhas de P. alata
apresentaram efeito ansiolitico, avaliado pelo aumento do tempo de permanéncia
nos bragos abertos do labirinto em cruz elevado, sem alteracéo no numero total de
entradas. Estes dados corroboram com o observado em um estudo anterior, no
qual as fragcbes FLA (300 mg/kg, v.0.), e SAP (600 e 900 mg/kg, v.0.),
apresentaram atividade ansiolitica sem alteracdo da atividade locomotora
espontanea (PROVENSI, 2007). No estudo de PROVENSI (2007), as fracdes
foram obtidas de um extrato aquoso, enquanto em nosso estudo, as fragdes foram
obtidas de um extrato hidroetandlico. Porém, independente do solvente utilizado,
as fracbes FLA e SAP possuem perfil cromatografico semelhante, o que indica
gue 0s compostos responsaveis pela atividade farmacoldgica estdo presentes em

ambos o0s extratos.

E bem estabelecido na literatura o envolvimento da neurotransmiss&o
GABAérgica na atividade ansiolitica (MOHLER, 2012). O GABA ¢é o
neurotransmissor inibitério majoritario do SNC de mamiferos e pode se ligar a trés
diferentes subtipos de receptor: GABAAx e GABAc, que sao canais transmembrana
permeaveis a ions cloreto; e GABAg, um receptor do tipo metabotrépico
(BORMANN, 2000; CHEBIB e JOHNSTON, 2000; BETTLER e TIAO, 2006). O
receptor GABAA é formado por cinco subunidades protéicas (duas subunidades a.,
duas subunidades e uma subunidade variavel), as quais formam um poro central
transmembrana capaz de carrear ions cloreto. Até o momento foram identificados
19 diferentes tipos de subunidades (016, B1.4, Y13, O, €, T, p13) (MOHLER, 2006) e
distintas combinagfes entre as subunidades levam a expressdo de diferentes
sitios de ligacdo presentes no complexo. Este receptor possui sitios para ligagéo a
alcool, benzodizepinico, barbitlrico, neuroesteréide, picrotoxina e GABA
(JOHNSTON et al., 1996). O sitio alostérico benzodiazepinico € expresso na
interface entre as subunidades o123 ou 5) € Y2, demonstrando a sua dependéncia
da subunidade y, (WAFFORD et al., 1993), o sitio alostérico barbitdrico situa-se
no dominio N terminal extracelular da subunidade o (DRAFTS e FISHER, 2006), o
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sitio ortotestérico GABA esta situado na interface das subunidades o e B (JACOB
et al., 2008), o sitio alostérico para alcool esta localizado na subunidade o (MC
CRACKEN et al., 2010) e o sitio de ligacao para picrotoxina encontra-se no canal
de cloreto (KORPI et al., 2002). Com relagdo aos neuroesterdides, este receptor
possui dois sitios ativos, um no dominio transmembrana da subunidade o e outro
entre as subunidades o e B. Portanto, os esterdides neuroativos possuem maior
probabilidade de ligagdo ao receptor GABAa quando comparado aos
benzodiazepinicos, devido a diversidade de combina¢gbes das subunidades
protéicas (NUTT e MALIZIA, 2001; AKK et al., 2007).

Com o intuito de verificar o envolvimento do sitio benzodiazepinico do
complexo receptor GABAA na atividade ansiolitica das frages, os animais foram
também tratados com flumazenil (FMZ), na dose de 10 mg/kg (i.p.), e submetidos
ao teste do labirinto em cruz elevado. A administragdo de FMZ néo interferiu com
a atividade ansiolitica das fragdes, sugerindo a auséncia de interacdo direta das
fragcbes com o sitio benzodiazepinico do complexo receptor GABAa. Este achado
estd de acordo com PROVENSI e colaboradores (2008) que demonstraram que o
extrato hidroetandlico, em concentracdes de até 1000 pug/mL, e as fragbes SAP e
FLA, em concentracdes de até 450 ug/mL (PROVENSI, 2007), ndo deslocaram a
ligacdo [*H]flunitrazepam em cérebro de ratos. No entanto, o extrato hidroetandlico
na dose de 300 mg/kg (v.0.) apresentou efeito ansiolitico bloqueado pela
administracao de flumazenil (6 mg/kg, i.p.) em camundongos (PROVENSI et al.,
2008), sugerindo que a acdo ansiolitica do extrato possa estar relacionada a
outros compostos, nao presentes nas fracoes FLA e SAP estudadas, ou a
metabdlitos formados ap0s a administracdo do extrato aos roedores.

PROVENSI (2007) também investigou o envolvimento do sitio da
picrotoxina e mostrou que as fracdes SAP (Clsp= 23,4 ng/mL) e FLA (Clso=
181,2ug/mL) inibiram a ligacdo de [*H]TBOB (t-butil-biciclo-ortobenzoato),
evidenciando que as fracdes, apesar de ndo se ligarem de forma importante ao
sitio benzodiazepinico, modulam positivamente o canal de cloreto do receptor

GABAA,. Por outro lado, neste mesmo trabalho foi demonstrado que as fracdes nao
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alteraram o perfil de agdo convulsivante do pentilenotetrazol, um antagonista do
sitio picrotoxina, em camundongos. Efeito semelhante ao de SAP e FLA ja foi
relatado para substancias capazes de ativar o canal GABAEérgico (isto €, permitir o
influxo de ions cloreto), tais como felbamato, tiopental, deidroepiandrosterona,
retigabina e alguns dissacarideos, que também sdo capazes de deslocar a ligacdo
especifica de [°*H] TBOB (KUME et al., 1996; PERICIC et al., 1998; REZAI et al.,
2003; VAN RIJIN e BREE, 2003) e que se ligam em outros sitios do complexo.

Desta forma, decidimos investigar o envolvimento do sitio ortostérico do
neurotransmissor GABA, através do ensaio de radioligacdo com [*H] muscimol.
Nenhuma das fracdes afetou a ligagédo do radioligante, em membranas cerebrais
de ratos, em concentraces de 10™® a 10° pM, demonstrando que estes
compostos ndo possuem acgdo direta neste sitio do receptor. Assim, o conjunto
dos resultados obtidos por PROVENSI (2007), PROVENSI e colaboradores (2008)
e neste trabalho demonstram que as fracbes SAP e FLA apresentam acéo
ansiolitica e modulam positivamente o canal de cloreto, porém ndo atuam nos
sitios alostérico benzodiazepinico, nem no sitio ortostérico GABA do complexo
receptor GABAa-benzodiazepinico.

No entanto, é possivel observar que ha uma influéncia de SAP e FLA sobre
a acao do flumazenil in vivo. A administragdo combinada de FMZ com SAP e FLA
resultou em um aumento no numero de entradas nos bragcos abertos, quando
comparado ao tratamento SAL+FMZ, e no aumento do nimero total de entradas,
guando se comparam 0S grupos SAP + FMZ com SAP+SAL, sugerindo que
embora SAP e FLA ndo atuem diretamente no sitio benzodiazepinico, podem, de
alguma forma, estar modulando o mesmo. Em um estudo de estimulo
discriminativo em macacos, MCMAHON e FRANCE (2006) mostraram que a
alfaloxona, um neuroesteréide agonista de baixa eficacia do receptor GABA,, tem
o efeito do estimulo discriminativo aumentado com a co-administracdo de
flumazenil. Os autores sugerem que o flumazenil pode ter acdo agonista ou
antagonista do sitio benzodiazepinico dependendo se ele é avaliado em
combinacdo com moduladores GABA, de alta eficacia, com a¢gdo no mesmo sitio,
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ou em sitios diferentes, como o sitio neuroesterdide. Ha relatos na literatura de
gue as saponinas podem interagir com o sitio neuroesterdide do receptor GABAa
(HUONG et al., 1997). Desta forma, o estudo da interagdo de compostos isolados
de P. alata com o sitio neuroesterdide resulta como uma perspectiva de

continuidade deste trabalho.
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7. CONCLUSAO







A fracdo enriquecida em saponinas (900 mg/kg, v.0.) e a fracao
enriquecida em flavonéides (300 mg/kg, v.0.), obtidas de um extrato hidroetandlico
(70%) das folhas de Passiflora alata, demonstraram efeito ansiolitico que nédo é
mediado pelo sitio alostérico benzodiazepinico, assim como ndo possuem
interagdo direta com o sitio ortostérico GABA do receptor GABAa-

benzodiazepinico.

Os dados obtidos neste trabalho corroboram com trabalhos anteriores do
nosso grupo, demonstrando que P. alata possui atividade ansiolitica mediado por

um mecanismo diferenciado dos farmacos benzodiazepinicos.
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CONSIDERACOES FINAIS







Nesta dissertagcéo foi aprofundada a investigacdo do mecanismo de acao
da atividade ansiolitica de Passiflora alata sobre o complexo receptor GABAA e a
avaliacdo da administracdo repetida sobre parametros comportamentais e

toxicidade em camundongos.

A atividade ansiolitica observada para a fracdo enriquecida em flavonoides
e a fragdo enriquecida em saponinas obtidas de um extrato hidroetandlico, ndo
demonstrou envolvimento direto com o sitio benzodiazepinico, nem interacdo
direta com o sitio ortostérico GABA do complexo receptor GABAa. A administracéo
de flumazenil, apesar de ndo reverter a atividade ansiolitica, sofreu interferéncia
em sua a¢ao quando administrado em combinagéo com as fragdes, sugerindo que
FLA e SAP modulam de alguma forma o sitio benzodiazepinico. Além disso,
estudo anterior do nosso grupo demonstrou que fragcbes enriquecidas em
saponinas e flavondides obtidas de Passiflora alata modulam positivamente o
canal de cloreto do complexo receptor GABAA . Desta forma, uma perspectiva de
continuidade deste trabalho é o estudo da interagdo de compostos isolados de P.
alata em outros sitios do complexo receptor GABAA, como o sitio alostérico

neuroesteroide.

Ao contrario dos resultados prévios obtidos com tratamento agudo, o
tratamento com doses repetidas (14 dias) de um extrato aquoso nebulizado das
folhas de Passiflora alata ndo apresentou atividade ansiolitica e hipnotica-sedativa
em camundongos, sugerindo o desenvolvimento de tolerancia para o efeito
depressor do Sistema Nervoso Central. Por outro lado, prejudicou a evolugao
ponderal, reduziu o comportamento e consumo alimentar, reduziu a massa
hepética associada a degeneracdo hidrépica e os niveis séricos da enzima ALT.
Estas alteracdes histopatologicas e bioquimicas podem ser um indicativo de dano
hepatico. Como perspectiva para esta etapa do trabalho, sugere-se aprofundar o
estudo acerca da toxicidade bem como do potencial efeito anorexigeno produzidos
pela administracéo repetida deste extrato.

O conjunto destes resultados é relevante considerando que Passiflora alata

consta na Farmacopéia Brasileira e esta presente em diversos medicamentos,

75



comercializados no Brasil, utilizados como tranquilizantes. Apesar das fracdes
enriquecidas apresentarem atividade ansiolitica no tratamento agudo, a
administracdo repetida demonstrou indicativo de dano hepético, o que requer um
uso cauteloso dos medicamentos contendo esta espécie em sua composi¢ao, bem

como da planta in natura.

76



REFERENCIAS







ANVISA, 2010. http://www.anvisa.gov.br/hotsite/cd farmacopeia/index.htm

BERNACCI, L.C.; MELETTI, L.M.M.; SOARES-SCOTT, M.D. Maracuja-doce: o
autor, a obra e a data da publicagcdo de passiflora alata (passifloraceae).
Comunicacéo cientifica. Revista Brasileira Fruticultura, v. 25, n. 2, p. 355-356,
2003.

DHAWAN, K.; DHAWAN, S.; SHARMA, A. Passiflora: a review update. Journal of
Ethnopharmacology, v. 94, p. 1-23, 2004.

GOSMANN, G.; PROVENSI, G.; COMUNELLO, L.N.; RATES, S.M.K. Composi¢ao
guimica e aspectos farmacoldgicos de espécies de Passiflora L. (Passifloraceae).
Revista Brasileira de Biociéncias, v.9, s.1, p. 88-99, 2011.

KOEHLER-SANTOS, P.; LORENZ-LEMKE, A.P.; SALZANO, F.M.; FREITAS, L.B.
Ecological-evolutionary relationships in Passiflora alata from Rio Grande do Sul,
Brazil. Brazilian Journal of Biology, v. 66, n. 3, p. 809-816, 2006.

79






ANEXO




UFRGS PRO-REITORIA DE PESQUISA

UNIVERSIDADE FEDERAL Comissio De Etica Na Utilizagao De Animais
DO RIO GRANDE DO SUL

CARTA DE APROVACAO

Comissdo De Etica Na Utilizagso De Animais analisou o projeto:

Numero: 19431
Titulo:  E£STUDO DO EFEITO DE Passifiora alata CURTIS (PASSIFLORACEAE) SOBRE O

Pesquisadores:

Equipe UFRGS:

STELA MARIS KUZE RATES - coordenador de 01/09/2010 até 30/03/2012

Comisséao De Etica Na Utilizagdo De Animais aprovou o mesmo em seus aspectos éticos e
metolodolégicos de acordo com as Diretrizes e Normas Nacionais e Internacionais,
especialmente a Lei 11.794 de 08 de novembro de 2008 que disciplina a criagéo e utilizagdo
de animais em atividades de ensino e pesquisa.

Porto Alegre, Quarta-Feira, 25 de Agosto de 2010
’ 7 4
/é 2 S, \

: ¥

FLAVIO ANTONIO PACHECO DE ARAUJ
Coordenador da comiss&o de ética

/
/

82



