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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a toxicidade e agao hipnotico/sedativa e
ansiolitica de um extrato seco nebulizado de Passiflora alata (PA) (2,6 % flavondides
totais), administrado pela via oral, nos testes de potenciagdo do sono barbiturico,
locomogao espontanea, coordenagao motora, indugao de catatonia, labirinto em cruz
elevado, convulsdes induzidas por pentilenotetrazol e temperatura corporal. PA foi
administrado agudamente nas doses de 300, 600 e 900 mg/kg e por 14 dias, 300
mg/kg. Para avaliagdo da toxicidade aguda, foram empregadas doses de 600 a 4800
mg/kg. A genotoxicidade foi avaliada em camundongos (150, 300 e 600 mg/kg), pelo
ensaio cometa alcalino. PA 300 mg/kg reduziu a laténcia e potenciou o tempo de
sono barbiturico. Em nenhuma das doses testadas, PA causou reducdo na
locomogéo espontanea, efeito catatonico ou prejuizos no desempenho em aparelho
de rota-rod. O extrato (300 e 600 mg/kg) apresentou efeito hipotérmico. A
administracdo aguda de PA n&o foi ativa no labirinto em cruz elevado e a
administragao repetida (300 mg/kg) provocou efeito ansiogénico. A administragédo
aguda (300 e 600 mg/kg) ou repetida (300 mg/kg) de PA n&o alterou o numero e a
severidade das convulsdes induzidas por pentilenotetrazol. Na avaliacdo da
toxicidade aguda, ndo ocorreram mortes até a dose de 4800 mg/kg. Ratos tratados
repetidamente com PA n&o apresentaram alteragbes significativas em parametros
bioquimicos, hematolégicos e histopatolégicos, mas apresentaram sinais de
irritabilidade e ndo mostraram ganho de massa corporal. A administragao aguda de
PA provocou danos no DNA (classe 4), determinados pelo ensaio cometa, em
células do cérebro, figado e sangue periférico. Os resultados obtidos para o extrato
demonstram que PA administrado agudamente apresenta efeito hipndtico
desprovido de efeito ansiolitico, sedativo ou comprometimento das funcdes motoras.
Estes resultados podem explicar o efeito relatado pela populagcdo como agente
indutor de sono, mas nido apdiam o uso popular como calmante. Pelo contrario, o
efeito ansiogénico e a toxicidade genética observados determinam a necessidade de
cautela e a realizagao de mais estudos para a utilizacdo de P. alata como matéria-

prima para a produc¢ao de medicamentos.

Palavras-chaves: Passiflora alata, efeito hipnético, efeito ansiogénico,

genotoxicidade.
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ABSTRACT

Evaluation of hypnotic/sedative and anxiolytic effects of a spray-dried
extract from Passiflora alata Curtis (PASSIFLORACEAE)

The aim of this work was to evaluate the toxicity and hypnotic/secative and
anxiolytic effects of an aqueous spray-dried extract of P. alata (PA) (2.6%
flavonoids), administrated by oral route, on barbiturate sleeping time, spontaneous
locomotion, motor coordination, catalepsy induction, elevated plus-maze,
pentilenotetrazole-induced convulsions and body temperature tests. In the acute
treatment the doses ranged from 300 to 900 mg/kg; 300 mg/kg was used as
repeated treatment. Genotoxicity was evaluated by ex vivo alkaline comet assay in
mice (150, 300 and 600 mg/kg). PA 300 mg/kg decreased the latency and increased
the barbiturate sleeping time. None of the tested doses of PA reduced spontaneous
locomotion, induced catalepsy or performance deficit in rota-rod apparatus.
Hypothermic effect was observed after administrating PA 300 and 600 mg/kg. The
acute administration was not active on elevated plus-maze while repeated treatment
(300 mg/kg) showed anxiogenic effect in this test. The acute (300 and 600 mg/kg) or
repeated (300 mg/kg) administration of PA did not modify the number and severity of
pentilenotetrazole-induced convulsions. In acute toxicity evaluation, mice deaths
were not observed up to 4800 mg/kg. Rats repeatedly treated with aqueous extract
did not present biochemical, hematological or histopathological significant alterations.
However, the animals showed signs of irritability and did not increase body weight. In
addition, mice acutely treated with PA presented DNA damage (class 4) determined
by alkaline comet assay in brain, liver and peripheral blood cells. In conclusion, PA
acute administration provokes hypnotic effect, destitute of anxiolytic and sedative
effects and without concerning to motor functions. These results could explain the
popular use as agent sleeping inductive, but they do not support the popular use, or
commercialization, as tranquilizer/anxiolytic. On the contrary, the observed
anxiogenic effect and genotoxicity request prudence and more studies in order to

assure the efficacy and safety of utilization of P. alata with medicinal purposes.

Keywords: Passiflora alata, hypnotic effect, anxiogenic effect, genotoxicity.
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Até o final do século XIX os disturbios de ansiedade raramente eram
encarados como problemas médicos. No século XX, Sigmund Freud estabeleceu o
conceito de neurose, distinguindo a neurose cronica dos ataques de ansiedade,
correspondendo ao que hoje se entende por transtorno de ansiedade generalizada e
transtorno de péanico, além de notar a associagao entre estes e a agorafobia. Na
década de 60, Donald Klein evidenciou a resposta favoravel aos ataques de panico
pelo tratamento com antidepressivos triciclicos o que favoreceu a distingdo entre o
transtorno de ansiedade generalizada e o transtorno de pénico, consolidada no
Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders Il (DSM-III) em 1980 (GRAEFF,
1999).

Atualmente os disturbios de ansiedade podem ser classificados, segundo o
DSM-IV-TR™ (“Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders”, 42 edigao,
2002) em: ansiedade generalizada, fobias, disturbio obsessivo-compulsivo, sindrome
do panico e sindrome de estresse pos-traumatico. Entre as desordens de ansiedade,
o disturbio de ansiedade generalizada é a mais comum, de incidéncia anual que
varia entre 3,1 e 3,6% e com uma prevaléncia de aproximadamente 5% (LYDIARD,
2000; KapcziNskKi et al., 2004; BALDWIN et al., 2005).

Outros transtornos importantes que afetam um numero cada vez maior de
pacientes sao os transtornos do sono. Neste século, até quase o fim da década de
1950, predominou a idéia do sono como um estado passivo, decorrente da
diminuicdo da estimulacdo sensorial. Por essa época, o acumulo de evidéncias
experimentais levou a mudanca radical nessa visdo. O sono passou, entdo, a ser
encarado como processo ativo do sistema nervoso central (SNC), caracterizado pela

sucesséo ciclica de diversas alteragdes psicofisiologicas (GUIMARAES, 1999).

A insbnia € uma queixa comum que, para muitos pacientes persiste
cronicamente e pode resultar de causas diversas, simultdneas ou nao (STAHL, 2000;
NEUBAUER, 2003). A maioria dos estudos estima que a insbnia crbnica ocorra em
aproximadamente 10% da populagédo adulta (ROTH; ROEHRS, 2003).

Apesar do grande numero de medicamentos para o tratamento de transtornos
de ansiedade, a maior limitagdo de esforgcos para desenvolver novos agentes é o
fato de que os farmacos atuais séo sintetizados a partir de imitacdo ou modificagao
estrutural de outros farmacos com atividade comprovada e nao pela descoberta de

novas substancias (BALDESSARINI, 2001). Para os hipnéticos, a principal
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preocupacao esta no fato do abuso potencial desses medicamentos, o que faz com
que os médicos evitem sua prescrigao e limita seu uso no tratamento de transtornos

do sono (NEUBAUER, 2003).

Neste contexto, as plantas medicinais podem se tornar uma fonte de
moléculas inovadoras com mecanismos de acao diferenciados dos atuais e ainda
com melhor relagédo risco/beneficio que os farmacos atualmente disponiveis no
mercado (CALIXTO, 2001). A diversidade estrutural encontrada na natureza é
fundamental na pesquisa para atingir diferentes alvos biolégicos e os produtos
naturais constituem uma fonte inestimavel para a obtencao de novos farmacos e/ou
protétipos farmacolégicos (YUNES; FIiLHO, 2001). Uma das principais ferramentas na
busca destes novos modelos moleculares € a informagdo de como as plantas séo
utilizadas por diferentes grupos étnicos e o estudo farmacolégico das preparacdes
utilizadas, abordados respectivamente no ambito da etnobotanica e da

etnofarmacologia (RATES, 2001).

Entre as plantas medicinais de uso tradicional importante no tratamento da
ansiedade, destacam-se as espécies de Passiflora, conhecidas popularmente no
Brasil como maracujas (CORREA, 1984). As espécies mais citadas na literatura sédo
P. alata Curtis, P. edulis Sims e P. incarnata Linneaus, para as quais existem dados
experimentais relativos a investigagdo da atividade central reputada na medicina
popular. P. alata é a unica espécie citada pela Farmacopéia Brasileira, nas suas 12,
22 e 32 edigcdes e é constituinte de diversos medicamentos fitoterapicos, com a
indicagdo de calmante, comercializados no Brasil (ANVISA, 2005; DEF, 2004). No
entanto, P. incarnata é a espécie que consta na maioria das farmacopéias
européias: Alema, Britanica, Francesa e Suica. Além disso, consta na Comissao E
(BLUMENTHAL et al., 2000), European Scientific Cooperative on Phytotherapy
Monograph on the Medicinal Uses of Plant (ESCOP, 1997) e Martindale (1999). A

espécie P. edulis ndo consta em codigos farmacéuticos oficiais.

A importancia do uso de espécies de Passiflora para a producao de
fitomedicamentos ou como fonte de moléculas ansioliticas pode ser evidenciada
pelo crescente numero de trabalhos desenvolvidos com o género Passiflora. Os
estudos preé-clinicos existentes para esse género ndo parecem contradizer seu uso

tradicional. Porém, os dados existentes até o momento n&o permitem uma
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conclusao definitiva sobre a identidade da(s) substancia(s) ativa(s) e o mecanismo

de ac&o (DHAWAN et al., 2004; CONRADO et al., 2003).

O estagio do conhecimento atual sobre a farmacologia do género Passiflora
indica seu potencial para o desenvolvimento de medicamentos ansioliticos e
hipnético/sedativos seguros e eficazes. Grupos ligados a Faculdade de Farmacia —
UFRGS ja vinham desenvolvendo uma investigacdo quimica e farmacoldgica em
espécies de Passiflora de ocorréncia no Rio Grande do Sul, especialmente P. alata e
P. edulis, com resultados promissores na avaliacdo da atividade ansiolitica, para
extratos aquosos e hidroetandlicos dessas espécies (PETRY et al., 2001; DE PARIS et
al., 2002). Dando continuidade a esta linha de investigacdo, nosso grupo vem
trabalhando com a espécie de P. alata, oficial da Farmacopéia Brasileira, visando a
obtencdo de novas moléculas com potencial atividade ansiolitica e/ou

hipnotico/sedativa.
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2. OBJETIVOS
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2.1 Objetivos Gerais

Avaliar o efeito hipnético/sedativo e ansiolitico e a toxicidade, em roedores, de
um extrato seco nebulizado, quimicamente caracterizado, obtido a partir das folhas
de Passiflora alata, e, a partir desses resultados, planejar um ensaio clinico para

comprovacao do efeito observado em animais.

2.2 Objetivos Especificos
Foram objetivos especificos desta dissertacao:

- Determinar o teor de flavonodides totais no extrato seco nebulizado de P.

alata, através da técnica de complexagado com cloreto de aluminio;

- Avaliar o extrato seco nebulizado de P. alata em modelos animais de

avaliacao da atividade geral sobre o sistema nervoso central;

- Avaliagao do extrato quanto ao efeito ansiolitico, no modelo labirinto em cruz
elevado, e efeito anticonvulsivante, no teste de protecdo a convulsdes
induzidas por pentilenotetrazol, ambos os modelos preditivos de agao

mediada pelo sistema GABAérgico;

- Realizar um estudo de toxicidade aguda, de doses repetidas e

genotoxicidade do extrato seco nebulizado de P. alata;

- Planejar um ensaio clinico para avaliagao do efeito observado nos roedores.
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3. REVISAO
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3.1 Ansiedade

A ansiedade constitui uma resposta normal do individuo, que se manifesta
geralmente sob circunstancias de ameaga ou perigo. Porém, ha muitas
circunstancias em que a ansiedade deixa de ser uma resposta adaptativa e constitui
um disturbio psiquiatrico, tornando-se objeto de tratamento psicologico e/ou
farmacologico (STAHL, 2000; BALDESSARINI, 2001). Segundo classificagcdo do DSM-
IV-TR™ (Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders, 42 edigdo) os
disturbios de ansiedade podem ser divididos em: ansiedade generalizada, fobias,
disturbio obsessivo-compulsivo, sindrome do panico e sindrome de estresse pos-

traumatico.

Os disturbios de ansiedade sdo a forma mais comum de doengas mentais nos
Estados Unidos e representam um desafio clinico para a comunidade psiquiatrica.
Somente cerca da metade dos disturbios de ansiedade e depressdo sao
diagnosticados e uma propor¢ao ainda menor € tratada adequadamente (LYDIARD,
2000).

A ansiedade e os disturbios afetivos ainda representam grandes custos para a
sociedade em morbidade, incapacidade e mortalidade prematura (BALDESSARINI,
2001). Os custos totais associados com transtornos de ansiedade nos Estados
Unidos tém sido estimados entre 42,3 e 46,6 bilhdes de ddlares, que representaram
31,5% do total de gastos com tratamentos de doencas mentais e 47,3% do total de

custos indiretos com doencas mentais (LYDIARD, 2000; DE VANE et al., 2005).

Além disso, os transtornos de ansiedade ndo podem ser desvinculados
totalmente de outros disturbios psiquiatricos, ja que estdo associados, com grande
frequéncia, a depressado. Esta situagcdo de comorbidade ocorre de 20 a 60% dos
casos de desordens psiquiatricas e, no entanto, na maioria das vezes, ainda sao
diagnosticados e tratados como disturbios paralelos (SHORTER; TYRER, 2003; FOLKS,
2004).

Nas desordens associadas a ansiedade, enquanto a habilidade de
compreender a realidade € mantida, o sofrimento e a incapacidade algumas vezes
sdo severos. Disturbios de ansiedade podem ser agudos e passageiros, porém,

geralmente, sédo recorrentes ou persistentes. Os sintomas podem incluir mudancgas
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do humor, como: medo, panico, disforia; anormalidades de pensamento, como
obsessdo, medo irracional ou fobias; ou anormalidades de comportamento, por
exemplo: esquiva, compulsdes ou fixagdo em sintomas fisicos imaginados ou
exagerados (BALDESSARINI, 2001). Além de manifestagdes psicoldgicas, a ansiedade
produz mudangas fisioldgicas relacionadas com hiperatividade autondémica, tais
como: palpitacdo, taquicardia, tremores e sudorese, particularmente nas maos;
hipersecrecao gastrica e aumento da motilidade intestinal; sensagéo de falta de ar e
sufocagdo, acompanhada de hiperventilagdo e parada respiratoria (DE ABREU;
CoORDIOLI, 1996; GRAEFF, 1999).

Entre as desordens de ansiedade, o disturbio de ansiedade generalizada é a
mais comum, de incidéncia anual que varia entre 3,1 e 3,6% e com uma prevaléncia
de aproximadamente 5% (LYDIARD, 2000; KAPCzINSKI et al., 2004). Estudos sugerem
que o disturbio de ansiedade generalizada pode ser mais importante do que se
imaginava porque, muitas vezes, representa um estado de recuperacédo incompleta
de outros subtipos de transtornos de ansiedade, bem como de disturbios afetivos,

especialmente a depresséo (STAHL, 2000).

Véarios sao os sistemas neuroanatdmicos e funcionais envolvidos na
neurobiologia da ansiedade. Diferentes estruturas cerebrais parecem estar
envolvidas. Estas estruturas incluem areas corticais, que reconhecem e avaliam as
ameacgas potenciais, e o sistema limbico, que gera os componentes afetivos do
estimulo e, concomitantemente, ativa os sistemas autbnomo e enddcrino
(KAPczINsKI, 1995; KUHAR, 1996). A amigdala, o hipocampo, o locus coeruleus, os
nucleos da rafe, a substancia periaquedutal cinzenta e suas interconecgdes estao

particularmente envolvidas na ansiedade (GRAEFF, 2004).

O acido y-aminobutirico (GABA) é o principal neurotransmissor inibitério no
sistema nervoso central (SNC) e esta amplamente distribuido em todas as regides
cerebrais. Ha dois subtipos de receptores GABA conhecidos, GABA, e GABA;. O
receptor do subtipo GABA, é acoplado a um canal iénico de cloreto, modulado
alostericamente por outros receptores, que fazem parte de um mesmo complexo
macromolecular. Este complexo receptor media varias atividades do SNC e é o alvo
de acao de varios farmacos, tais como: anticonvulsivantes e efeitos
comportamentais do alcool, como também os efeitos ansiolitico, hipnético/sedativo e

relaxante muscular dos benzodiazepinicos (STAHL, 2000; KAPCzINSKI et al., 2004).
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Outros sistemas também podem estar envolvidos na neuroanatomia da ansiedade e
hipoteses contemporaneas relacionam os disturbios de ansiedade a superatividade
de sistemas adrenérgicos ou alteragdo no equilibrio do funcionamento do sistema

serotonérgico (BALDESSARINI, 2001).

O tratamento dos transtornos de ansiedade é conduzido com diferentes
farmacos, com mecanismos de acado bastante distintos, dependendo do subtipo de
ansiedade tratada (STAHL, 2000; RATES; SALLES, 2004).

Os farmacos da classe dos benzodiazepinicos possuem atividade ansiolitica e
hipnotico/sedativa, além de acdo anticonvulsivante e relaxante muscular. Sua
atividade ansiolitica se deve a modulagao alostérica de receptores GABA,,

aumentando a transmiss&o nervosa mediada pelo GABA (STAHL, 2000).

Atualmente, o uso considerado mais racional para os esses farmacos € a
utilizagcado para o alivio de estados ansiosos agudos. Alguns benzodiazepinicos de
alta poténcia (alprazolam, clonazepam e lorazepam) sdo empregados em estados
ansiosos com fortes sintomas autonémicos, como em ataques de péanico (RATES;
SALLES, 2004). Porém, séo relatados efeitos adversos importantes para estes
farmacos, como sedagdo, amnésia, prejuizos de cognicdo e fungbes motoras
habeis, particularmente em idosos, além de provocarem tolerancia e dependéncia
(STAHL, 2000; BALDESSARINI, 2001). Além disso, o risco de dependéncia e sobredose
com benzodiazepinicos esta particularmente aumentado em pacientes com
disturbios de personalidade ou histéria de abuso de sedativos ou alcool.

(BALDESSARINI, 2001).

Outra classe de farmacos utilizada no tratamento de disturbios de
ansiedade sao os antidepressivos. Alguns antidepressivos triciclicos e inibidores da
monoamino oxidase (IMAO) foram apontados como efetivos no tratamento de
disturbios de panico e um antidepressivo triciclico (clomipramina) foi apontado como
efetivo no tratamento de transtorno obsessivo-compulsivo. Os antidepressivos
triciclicos tém inicio de acdo mais lento, porém, parecem ser mais eficazes do que
os benzodiazepinicos para o tratamento de ansiedade generalizada (STAHL, 2000).
Os antidepressivos da classe dos inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina
(ISRS) s&o tratamentos de primeira escolha para o transtorno obsessivo-compulsivo
(RATES; SALLES, 2004). Estes farmacos sédo responsaveis por avangos recentes no

diagndstico e tratamento de disturbios de ansiedade (BALDESSARINI, 2001). A

15



Avaliacéo do efeito hipnético/sedativo e ansiolitico de um extrato seco nebulizado Passiflora alata Curtis (Passifloraceae)
Dissertagéo de Mestrado — Raquel Fenner

venlafaxina XR foi o primeiro farmaco a ser aprovado nos Estados Unidos para o

tratamento de depresséo e ansiedade generalizada (STAHL, 2000).

A buspirona, originalmente desenvolvida como um potente agente
antipsicotico com fraca atividade antidopaminérgica, tem efeitos benéficos em
pacientes ansiosos. Este farmaco é utilizado principalmente para aqueles pacientes
com ansiedade generalizada de severidade leve ou moderada, mas nao é eficaz no
tratamento de outros subtipos de transtornos de ansiedade, bem como da depressao
(BALDESSARINI, 2001; RATES; SALLES, 2004). E um agonista parcial de receptores
serotonérgicos 5-HT4a. Sua desvantagem, se comparada com benzodiazepinicos, é
o retardo do inicio da agao, que € similar ao retardo da acao terapéutica para os
antidepressivos, portanto, seu uso nao é apropriado em situacdes que requerem
alivio rapido. Este ansiolitico ndo tem ac¢ao anti-convulsivante, ndo parece causar
tolerdncia ou sindrome de retirada e nao apresenta tolerdncia cruzada com

benzodiazepinicos e outros sedativos (STAHL, 2000; BALDESSARINI, 2001).

A utilizagdo da buspirona no tratamento da ansiedade pode ser especialmente
relevante para pacientes que nao necessitam de efeito sedativo, para pacientes com
histéria prévia de abuso de alcool ou outras drogas e para idosos, visto que costuma
ser bem tolerada e apresenta um perfil restrito de interagées farmacoldgicas. Os
principais efeitos adversos da buspirona relacionados a utilizagdo s&o: nausea,
tonturas, cefaléia, nervosismo e excitagdo, mas estes efeitos ndo sao muito

freqlentes (RATES; SALLES, 2004).

Outros farmacos também tém sido usados no tratamento de ansiedade, tais
como anticolinérgicos e anti-histaminicos. Entre estes, esta a hidroxizina, um anti-
histaminico que somente é um ansiolitico efetivo quando utilizado em doses que
também produzem marcada sedagao (BALDESSARINI, 2001). O propranolol e outros
antagonistas de receptores B-adrenérgicos podem reduzir os sintomas autondmicos
relacionados a ansiedade, tais como: taquicardia, dilatacdo das pupilas, sudorese e
tremor, associados com fobias social ou situacional especifica, mas nao parecem ser
efetivos na ansiedade generalizada ou desordens de panico. Similarmente, outros
agentes antiadrenérgicos, incluindo clonidina (agonista a, pré-sinaptico), também
podem diminuir manifestacbes autonémicas da ansiedade mas sua relevancia
clinica no tratamento de desordens de ansiedade severa e no bloqueio de aspectos

subjetivos e emocionais da ansiedade é discutivel. A utilizagdo mais frequente da
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clonidina é para o alivio de sintomas autonémicos durante o processo de
desintoxicagédo do alcool, barbituratos, heroina e benzodiazepinicos (STAHL, 2000;
BALDESSARINI, 2001).

3.2 Insbnia

A insbnia € uma queixa comum que, para muitos pacientes persiste
cronicamente e pode resultar de causas diversas, simultdneas ou nao (STAHL, 2000;
NEUBAUER, 2003). Segundo do DSM-IV-TR, os transtornos do sono sao organizados
em quatro segdes principais, de acordo com a etiologia presumida: transtornos
primarios do sono, transtorno do sono relacionado a outro transtorno mental,
transtorno do sono devido a uma condicdo médica geral e transtorno do sono
induzido por substancia. Os transtornos primarios do sono supostamente decorrem
de anormalidades enddgenas nos mecanismos de geragdo ou nos horarios de
sono/vigilia e freqientemente sdo complicados por fatores de condicionamento.
Esses transtornos s&o, ainda, subdivididos em dissonias, caracterizadas por
anormalidades na quantidade, qualidade ou tempo de sono, e parassonias, que séo
eventos comportamentais ou fisiolégicos anormais ocorrendo em associagao com o
sono, estagios especificos do sono ou transicées de sonol/vigilia. Os transtornos do
sono também podem ocorrer como uma condicdo secundaria a outras doencas,
como € o caso do transtorno do sono relacionado a outro transtorno mental, no qual
0s mecanismos fisiopatoldégicos responsaveis pelo transtorno  mental,
presumivelmente, também afetam a regulacéo do ciclo de sono-vigilia. O transtorno
do sono devido a uma condi¢cdo meédica geral resulta de efeitos fisiolégicos diretos
de uma condigdo clinica sobre o sistema sono-vigilia e, além disso, o transtorno do
sono induzido por substancia envolve queixas proeminentes de disturbio do sono
resultante do uso atual ou da descontinuacédo recente do uso de uma substancia,

inclusive medicamentos.

A insOnia também pode ser classificada com relacdo ao seu tempo de
duragcao como sintoma. A insOnia transiente ocorre em pessoas que normalmente
dormem bem, mas que se deslocaram para regides com diferente fuso horario, ou
que estdao dormindo em ambientes ndo-familiares ou estdo sob situacdo de estresse
agudo. Nestes casos, frequentemente ndo € necessario tratamento. A insbnia de

curta duracdo ocorre em individuos com sono normal, mas que estao sob estresse
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importante, por tempo prolongado, como, por exemplo, divorcio, desemprego ou
luto. Dependendo da intensidade do problema, esses individuos podem necessitar
do uso temporario de medicamentos para ajustarem-se as novas situagdes.
Finalmente, a insdnia de longa duracdo € um estado de dificuldade permanente para
dormir, que prejudica a habilidade do individuo para suas atividades normais e, além
disso, possui pouca remissdo espontanea. Estudos sugerem que a maioria destes
individuos apresenta também uma doencga psiquiatrica, historia de abuso de drogas
ou alguma outra doenga associada. O tratamento dessas condigbes associadas
pode ser suficiente para resolver o problema da insOnia, porém as vezes faz-se
necessario o0 uso de medicamentos para induzir o sono até que o tratamento da
causa primaria alcance sua efetividade (STAHL, 2000; ROTH; ROEHRS, 2003; RATES;
SALLES, 2004).

Estudos epidemioldgicos recentes demonstram que a insdnia ocorre com uma
prevaléncia de 5 - 35%, nos Estados Unidos (SATEIA; NOWELL, 2004), e os custos
diretos com insbnia sido estimados em mais de 13,9 bilhdes de dodlares,

representando um 6nus substancial para a sociedade (ROSENBERG et al., 2005).

Entre as principais consequéncias para os pacientes insones, pode-se
destacar: maior porcentagem de auséncias no trabalho, aumento no numero de
acidentes, diminui¢do de produtividade, decréscimo da qualidade de vida e prejuizos
de memdria. Além disso, a queixa mais comum relatada pelos pacientes é a fadiga
(ROTH; ROEHRS, 2003).

Em termos gerais, os centros moduladores do sono encontram-se no tronco
cerebral e no diencéfalo. Neurbnios noradrenérgicos e serotonérgicos estdo ativos
durante o estado de vigilia e aumentam a vigilia quando estimulados (BIANCHIN et al.,
2004). Quanto a neuroanatomia dos disturbios de sono, foi sugerido o envolvimento
de estruturas como os nucleos da rafe, o locus coeruleus e o hipotalamo
(GUIMARAES, 1999). O sistema reticular ativador ascendente (SRAA) é uma area
especifica do tronco cerebral, responsavel pelo inicio da vigilia, formado por
neurénios noradrenérgicos, catecolaminérgicos, serotonérgicos, glutamatérgicos e
GABAérgicos. Os neurbnios promotores do sono tornam-se ativos, diminuindo a

atividade cortical pela inibicdo dos neurdnios do SRAA (BIANCHIN et al., 2004).

Entre os neurotransmissores relacionados com o controle do ciclo sono-vigilia

estdo, principalmente, a serotonina, noradrenalina, histamina, acido y-aminobutirico
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(GABA) e neuropeptideos (GUIMARAES, 1999). Entretanto, estudos mais
aprofundados ainda s&o necessarios para entender a evolugédo da insénia crénica e

as causas, que nao sao totalmente entendidas (ROTH; ROEHRS, 2003).

Em relacido ao tratamento de transtornos do sono, os benzodiazepinicos séo
os medicamentos mais empregados. Sua atividade e efeitos adversos ja foram
relatados anteriormente. Além dos efeitos adversos ja mencionados, a retirada de
benzodiazepinicos em pacientes que fazem uso prolongado para o tratamento de
transtornos do sono pode causar um estado chamado de insénia rebote, no qual a

insénia do paciente piora quando os benzodiazepinicos sao retirados (STAHL, 2000).

Os hipnoticos/sedativos nao-benzodiazepinicos como zaleplon, zopiclona e
zolpidem sao farmacos mais novos e que estdo se tornando tratamentos de primeira
escolha para insénia. Estes farmacos tém tanto vantagens farmacodinédmicas quanto
farmacocinéticas quando comparados aos benzodiazepinicos (STAHL, 2000).
Zaleplon e zolpidem atuam seletivamente sobre receptores benzodiazepinicos tipo 1
(BZP-w1), que correspondem aos receptores GABA,. que contém a subunidade «l,
envolvidos na sedacdo, mas nao atuam sobre os receptores que contém a
subunidade a2, concentrados em areas cerebrais reguladoras da cognigao, memoria
e fungcdo motora. Além disso, esses trés farmacos possuem um perfil ideal de um
farmaco sedativo-hipnaético, ou seja, rapido inicio de agdo e curta duragao (STAHL,
2000; LESLIE et al., 2004;).

As reacdes adversas mais comuns relatadas para esses farmacos sao: dor de
cabeca, vertigem, sonoléncia e nausea (NEUBAUER, 2003). Porém, ja s&o relatados
efeitos adversos mais graves. O zaleplom, por exemplo, pode causar amnésia e
alucinagdes; zolpidem tem, entre suas reagdes adversas mais comuns, a ocorréncia
de amnésia, diminuicdo dos reflexos e do desempenho psicomotor, alucinacdes e
pesadelos. Zopiclona pode causar amnésia, dificuldade para acordar, insénia rebote
e pesadelos (CORDIOLI et al., 2005).

Além dos farmacos descritos anteriormente, utilizados sob prescricdo médica,
inumeros medicamentos sem prescricdo sao utilizados pela populacdo. Esses
medicamentos contém essencialmente uma ou mais substancias pertencentes a
estas trés categorias farmacoldgicas: anticolinérgicos, anti-histaminicos e

analgésicos (STAHL, 2000). Os mais empregados contém anti-histaminicos,
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principalmente difenilidramina. Esses medicamentos sdo também disponiveis em
apresentacdes a serem dispensadas sob prescricdo médica para outras indicagoes,
incluindo reacdes alérgicas. Esses farmacos tém eliminagao relativamente longa e,
por isso, podem causar sedacdo residual pela manha. Podem ocorrer também
alguns graus de tolerancia aos seus efeitos sedativos. Anti-histaminicos também
apresentam efeitos anticolinérgicos potenciais, especialmente em pacientes idosos e
em pacientes que ja fazem uso de medicamentos com efeitos anticolinérgicos, como
antidepressivos e antipsicoticos. A atividade anticolinérgica excessiva pode causar
visdo borrada, constipagao, retengao urinaria, confusdo e delirio, sendo que todos
esses efeitos tém sido associados a difenilidramina em monoterapia ou em

combinag¢ao com outros farmacos (NEUBAUER, 2003).

Outros farmacos também s&o conhecidos por sua utilizagdo como sedativos-
hipnoticos, entre eles: barbituratos e compostos relacionados, hidrato de cloral e
derivados de piperidinadiona. Atualmente, barbituratos e derivados de
piperidinadiona n&o s&o prescritos, em razado dos problemas de tolerancia, abuso,
dependéncia, sobredose e sindrome de retirada, mais severos do que aqueles
associados aos benzodiazepinicos. O hidrato de cloral ainda € utilizado, pois € um
sedativo-hipnético efetivo a curto prazo e tem custo reduzido. Porém, deve ser
evitado em pacientes com doenga renal, hepatica e cardiaca e naqueles que utilizam
diversos medicamentos, em razdo da possibilidade de afetar enzimas hepaticas

envolvidas com o metabolismo de farmacos (STAHL, 2000).

Alguns antidepressivos sao sedativos em razdo de suas acdes
anticolinérgicas e anti-histaminicas. Os antidepressivos triciclicos (ATC) sdo uteis
para induzir o sono em alguns pacientes. Desta forma, o uso de ATC em pacientes
depressivos com insénia pode tornar um efeito adverso em um recurso para o alivio

da ins6nia se os ATC sao administrados antes de dormir (STAHL, 2000).

A trazodona também possui importante propriedade sedativa. Isto pode ser
devido a sua atividade antagonista de receptores serotonérgicos 5-HT,a, que pode
atuar para induzir e restabelecer o sono de ondas lentas. A trazodona pode ser
utilizada juntamente com outros farmacos psicotropicos, tornando-se uma alternativa
para pacientes que utilizam outros medicamentos que causam problemas no sono,
como os antidepressivos inibidores da recaptacdo de serotonina. Outros

antidepressivos sedativos que bloqueiam receptores serotonérgicos 5-HT,a incluem
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mirtazapina e nefazodona, sendo ocasionalmente utilizados por suas propriedades

hipndtico-sedativas (STAHL, 2000).

3.3 Medicamentos obtidos a partir de plantas para o tratamento de transtornos

de ansiedade e transtornos do sono

Além dos farmacos sintéticos convencionais, medicamentos obtidos a partir
de plantas também estdo sendo utilizados como recurso terapéutico na ansiedade e
insénia. A Organizagcao Mundial da Saude (OMS) considera que a espécie Valeriana
officinalis pode ser utlizada, in natura ou na produ¢do de medicamentos
fitoterapicos, como alternativa aos benzodiazepinicos (OMS, 1999). Suas principais
indicagbes de uso sdo como sedativo leve, no alivio de estados de excitagao
nervosa, tenséo, irritabilidade e ansiedade indutora de disturbios do sono (ESCOP,
1997; OMS, 1999; BLUMENTHAL et al., 2000). O mecanismo de agéo da valeriana néao
esta completamente elucidado, mas estudos demonstram que a agao sedativa
observada para as preparagdes de valeriana € mediada pelo complexo receptor
GABA/benzodiazepinico (BELLO et al., 2002). Além disso, a fragao lipofilica mostrou
afinidade por receptores de barbituratos e receptores periféricos de
benzodiazepinicos (MORAZzONI; BOMBARDELLI, 1995). Os efeitos adversos parecem
ser leves e pouco frequentes, com relatos ocasionais de nauseas, dor de cabega,
tonturas e cansago, excitabilidade e insénia. Entretanto, altas doses podem causar

bradicardia, arritmias e diminuigdo da motilidade intestinal (OMS, 1999).

Outra espécie utilizada é Piper methysticum. Conhecida popularmente como
cava, tem usos terapéuticos como ansiolitico e sedativo, respaldados por ensaios
clinicos (AMARAL et al., 2002). Essas atividades s&o atribuidas a uma mistura de
cavalactonas presentes no extrato, principalmente cavaina e iangonina (BRUNETON,
1991). E possivel que as cavalactonas, devido a sua caracteristica lipofilica, atuem
sobre a fluidez da membrana lipidica celular, alterando a conformacdo dos
receptores, agindo de maneira ndo seletiva. Também existem evidéncias
importantes de agao antagonista sobre canais de sdodio, canais de calcio tipo L,
relacionadas as agdes anticonvulsivante e estabilizadora do humor, efeitos sobre os
sistemas dopaminérgico e serotonérgico nos circuitos neuronais limbicos e uma
acao modulatodria sobre receptores GABA,, que podem ser o substrato neural do

efeito ansiolitico e sedativo (AMARAL et al., 2002). A cava potencia a agao de outros
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depressores do sistema nervoso central, ndo devendo ser utilizada concomitante
com estas substancias. Esta espécie merece bastante atengdo no que diz respeito
aos efeitos adversos, pois, ja foram relatados sérios casos de hepatotoxicidade
associados ao uso de fitoterapicos a base da cava na Suiga e Alemanha (AMARAL et
al., 2002).

3.4 Quimica e farmacologia do género Passiflora

O género Passiflora é considerado o mais importante da familia
Passifloraceae e consiste de cerca de 400 espécies (CRONQUIST, 1981). Conhecidas
popularmente como maracuja, essas plantas crescem principalmente em regides
tropicais do mundo (CORREA, 1984). Diversos s&o os efeitos atribuidos as espécies
do género Passiflora, porém o uso popular mais difundido e investigado
cientificamente € como sedativo e para o tratamento de desordens de ansiedade,

comum a varios paises (BLUMENTHAL et al., 2000; CONRADO et al., 2003).

Os flavonoides sdo considerados o grupo de metabdlitos secundarios de
distribuicdo mais homogénea no género. No entanto, foram relatadas tanto
diferencas qualitativas como quantitativas nos flavondides das espécies de P. alata,

P. edulis, P. incarnata e P. caerulea (PEREIRA et al., 2004).

Para a espécie oficial da Farmacopéia Brasileira, P. alata, ha relatos na
literatura da presenga de vitexina, isovitexina, 2”-xilosil-vitexina e orientina,
(ULUBELEN et al., 1982), 2”-ramnosil-vitexina, 2”-ramnosil-escoparina, 2”-ramnosil-
orientina, isoorientina (DOYAMA et al., 2005), apresentados na figura 1. MULLER et al.
(2005) verificaram a presencga de isovitexina (1,137 g%) e vitexina (tragos), contudo
os autores pontuam que estes dois compostos ndo s&o majoritarios na fragéo
flavonoidica da espécie, diferentemente de P. incarnata, cuja flavona majoritaria é

isovitexina.
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Rs
OH
R
HO. O
Ry
OH O
R1 R2 R3
Vitexina glicose H H
Isovitexina H glicose H
Orientina glicose H OH
2’-xilosil-vitexina glicose(1—2)xilose H H
2”-ramnosil-vitexina glicose(1—2)ramnose H H
2”-ramnosil-escoparina glicose(1—2)ramnose H O-CH;
2”-ramnosil-orientina glicose(1—2)ramnose H OH
Isoorientina H glicose OH

Figura 1: Estruturas quimicas dos flavondides descritos para P. alata.

A espécie de P. alata apresenta saponinas como metabdlitos secundarios
majoritarios, diferindo das demais espécies do género, onde os flavonoides sdo os
metabdlitos principais (BIRK et al., 2005). A partir das folhas dessa espécie cinco
saponinas foram isoladas e identificadas (Figura 2): 1 esteroidal (1) e 4 triterpénicas
(2-5) (REGINATTO et al., 2001). O teor da saponina maijoritaria, quadrangulosideo (5),
foi determinado como 22,2 % (m/m) do extrato aquoso, correspondendo a 8,2%

(m/m) das folhas secas (REGINATTO et al., 2004).

Além disso, foi relatada a presenca de alcaldides do tipo B-carbolinicos na

espécie de P. alata em concentragéo de 0,217 mg% (OGA et al., 1984).
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(1) R= glicose (2) R= glicose
(3) R= glicose(1—3)glicose
(4) R= glicose(1—2)glicose

(5) R1=R; = gentiobiose

Figura 2: Estruturas quimicas das saponinas isoladas das folhas de P. alata. 3-O-3-D-
glicopiranosil-estigmasterol (1), acido 3-O-B-D-glicopiranosil-oleandlico (2), acido 3-O-B-D-
glicopiranosil-(1—3)-B-D-glicopiranosil-oleandlico (3), acido 3-O-B-D-glicopiranosil-(1—2)-3-
D-glicopiranosil-oleandlico(4), 9,19-ciclolanost-24Z-en-33,21,26-triidroxi-3,26-di-O-
gentiobiose (5).

Entre as espécies do género Passiflora citadas, a espécie de P. incarnata € a
que apresenta maior numero de estudos quanto a acao central. Esta espécie é
aprovada pela Comissao E (BLUMENTHAL et al., 2000) para uso interno no tratamento
de insbnia nervosa e, pelo British Herbal Compendium (BHC, 1992) e European
Scientific Cooperative on Phytotherapy Monograph on the Medicinal Uses of Plant

(ESCOP, 1997), para disturbios do sono, estresse, ansiedade e tensao.
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Estudos pré-clinicos realizados com P. incarnata demonstraram que extratos
etandlicos das partes aéreas (65 — 250 mg/kg, i.p.) reduziram a atividade motora
espontdnea e provocaram um aumento na duragdo do sono induzido por
pentobarbital, em camundongos (SPERONI et al., 1996). SOULIMANI et al. (1997)
observaram, em camundongos, efeito ansiolitico para o extrato hidroetandlico e
efeito sedativo para o extrato aquoso, na dose de 400 mg/kg, i.p., indicando
diferencas no efeito farmacolégico observado em fungdo do solvente utilizado na

preparacio do extrato.

DHAWAN et al. (2001a) observaram que o extrato metandlico de P. incarnata
apresentou agao ansiolitica dose-dependente, com efeito maximo na dose de 125
mg/kg, v.o., no labirinto em cruz elevado, em camundongos. O aumento da dose
resultou na reducdo do efeito, sendo que os autores sugeriram que o efeito
ansiolitico pode estar sendo mascarado por um efeito sedativo do extrato, impedindo

que esse seja detectado.

Através do fracionamento do extrato metandlico de P. incarnata, guiado pela
avaliacdo da atividade ansiolitica em camundongos, no labirinto em cruz elevado, foi
isolado um derivado benzoflavonico tri-substituido, o qual foi ativo na dose de 10
mg/kg, v.o., nesse modelo (DHAWAN et al., 2001b). Esta benzoflavona é apontada
como provavel responsavel pelas atividades biolégicas desta espécie. Para esta
substancia, foram também relatadas a¢cbes na reversao da tolerancia e dependéncia
de farmacos psicotropicos, como morfina, nicotina, alcool, diazepam e A-9-
tetrahidrocanabinol. Além disso, a benzoflavona demonstrou propriedades
afrodisiacas, de aumento da libido e da virilidade em ratos machos, de dois anos de
idade. Essa benzoflavona é um derivado trissubstituido da alfa-naftoflavona (7,8-
benzoflavona), um inibidor da enzima aromatase e, por isso, sugere-se que O
mecanismo de agao da benzoflavona seja um mecanismo neuroesteroidal em que a
benzoflavona previne a degradagdo metabdlica da testosterona e faz uma up-
regulation dos niveis sanguineos de testosterona no organismo (DHAwAN, 2003;
DHAWAN et al.,2004).

Recentemente, um estudo demonstrou que a combinagdo de extratos de P.
incarnata e Piper methysticum diminui a hipermotilidade induzida por anfetamina e

prolonga o tempo de sono induzido por barbituricos, em camundongos. O efeito da
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associacao entre os extratos foi superior aos resultados obtidos com cada extrato

separadamente (CAPASSO; SORRENTINO, 2005).

Estudos clinicos demonstraram a eficacia ansiolitica de um extrato de P.
incarnata, comparavel ao oxazepam, no tratamento de ansiedade generalizada. O
extrato apresentou um inicio de acdo mais lento, porém, ndo foram relatadas
diminuicdo das fungdes cognitivas e do desempenho no trabalho durante o uso, ao
contrario do oxazepam (AKHONDZADEH et al., 2001a). Outro estudo, que avaliou a
melhora de sintomas de ansiedade durante a detoxificacdo de drogas opiaceas,
demonstrou que pacientes tratados com associacdo de P. incarnata e clonidina
tiveram sintomas de ansiedade mais leves do que aqueles tratados somente com

clonidina (AKHONDZADEH et al., 2001b).

Quanto a espécie de P. edulis, estudos demonstraram que os extratos
hidroalcodlico e aquoso, nas doses de 50, 100 e 150 mg/kg i.p., apresentaram efeito
ansiolitico no labirinto em cruz elevado, em ratos (PETRY et al., 2001; DE PARIS et al.,
2002). Outro estudo verificou o efeito ansiolitico do extrato metandlico (75, 200 e 300

mg/kg, v.0.) no labirinto em cruz elevado, em camundongos (DHAWAN et al. 2001a).

3.4.1 Passiflora alata

Apesar de seu carater oficial, P. alata apresenta poucos estudos tanto em
aspectos quimicos, quanto farmacologicos. Extratos fluidos das folhas dessa
espécie (75 e 150 mg/kg i.p.) prolongaram o tempo de sono induzido por
pentobarbital, reduziram a atividade motora espontanea e apresentaram discreto
efeito anticonvulsivante em camundongos, demonstrando ag¢do depressora do
sistema nervoso central (OGA et al., 1984). Também foi verificada a agdo ansiolitica
de extratos aquosos e hidroetandlicos das folhas de P. alata (100 e 150 mg/kg, i.p.),

em ratos (PETRY et al., 2001; DE PARIS et al., 2002).

Além da avaliagao sobre o SNC, foi avaliado o efeito de um extrato aquoso de
P. alata (1000 mg/kg, v.0.), administrado trés vezes por semana, sobre parametros
bioquimicos, em ratos. Neste estudo, ndo foram observadas alteracbes nas
concentragdes seéricas de triglicerideos, glicose e proteinas totais. Também nao
foram observadas diferengas significativas nas atividades das enzimas superéxido

dismutase (SOD) e glutationa peroxidase e, além disso, o extrato ndo modificou
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significativamente os niveis de colesterol LDL, mas alterou o metabolismo lipidico,
aumentando significativamente os niveis de colesterol HDL sem alterar a

concentracéo de colesterol total (DOYAMA et al., 2005).

Em relacdo a estudos de toxicidade, um extrato fluido da espécie de P. alata
apresentou DLsy de 456 mg/kg i.p., em camundongos (OGA et al., 1984). Além disso,
essa espécie nao apresentou toxicidade reprodutiva quando administrado um extrato
aquoso liofilizado, na dose de 800 mg/kg/dia v.o., durante a gestagcdo em ratas
(AMARAL et al., 2001).

3.5 Flavondides

Flavonoides sao polifendis sintetizados a partir da via dos fenilpropandides,
podendo ser encontrados na forma de aglicona livre ou conjugados com agucares

(HARBORNE et al., 1975).

Mais de 5000 diferentes flavondides estdo descritos e muitas sao as acgoes
biolégicas a eles atribuidas, destacando-se antioxidante, antialergénica,
antiinflamatéria, hepatoprotetora, inibidora de enzimas, antitumoral, antiviral,
espasmolitica e estrogénica (HARBORNE; WILLIAMS, 2000). Também sao relatadas
atividades no sistema nervoso central, tais como analgésica, moduladora do
metabolismo oxidativo neuronal, anticonvulsivante, pro-convulsivante, sedativa e

ansiolitica (GOUTMANN et al., 2003).

De particular interesse neste trabalho é a atividade sobre o sistema nervoso
central. Dois flavondides isolados das flores de Albizzia julibrissin, quercetrina e
isoquercetrina, aumentaram o tempo de sono induzido por pentobarbital de maneira
dose-dependente quando administrados intraperitonealmente (10, 25 e 50 mg/kg)

em camundongos (KANG et al., 2000).

Estudos demonstraram que o equol, uma isoflavona isolada da urina bovina
(Luck et al., 1983) e do conteudo ruminal de bovinos (MEDINA et al., 1991), liga-se ao

receptor benzodiazepinico (Ki = 100 pM), sendo este o primeiro relato de um

flavonéide como ligante benzodiazepinico. Porém, a afinidade é considerada baixa e

o equol nao apresentou atividade ansiolitica (MEDINA et al., 1997).
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Em 1988, NIELSEN et al. descreveram o isolamento de um biflavonol,
amentoflavona, o primeiro composto sem atomos de nitrogénio na molécula, com
alta afinidade in vitro pelo receptor benzodiazepinico (Ki = 7 nM). No entanto, n&o
houve mudangas na ligacao de [H3]-diazepam ex-vivo, quando a amentoflavona foi
administrada intraperitonealmente, sugerindo que esta nao ultrapassa a barreira
hematoencefalica. De fato, a permeabilidade da amentoflavona € inferior a 2% em
células de capilar cerebral de porco (GOUTMANN et al., 2003). Além disso, HANRAHAN
et al. (2003) demonstraram que a amentoflavona exerce uma agdo moduladora
negativa em receptores aB2y2. GABAA recombinantes, expressos em odcitos de
Xenopus leavis, e que esta acdo ndo esta relacionada ao receptor benzodiazepinico
uma vez que a presengca de altas doses de flumazenil, um antagonista

benzodiazepinico, ndo bloqueou esse efeito.

A crisina, isolada de Passiflora caerula, inibiu a ligacdo de [H*]-flunitrazepam
ao receptor benzodiazepinico (Ki = 3 uM) e ndo apresentou afinidade por a e
adrenorreceptores, receptor muscarinico ou receptor GABAérgico. Este composto
apresentou efeito ansiolitico em camundongos (1 mg/kg, i.p.), que foi completamente
revertido pela co-administracdo de RO 15-1788 (um antagonista benzodiazepinico),
indicando que esta agdo esteja vinculada a modulacdo do complexo receptor
GABA,, via ligacdo com o sitio benzodiazepinico. Contudo, ndo foi verificado efeito
miorrelaxante e somente em doses muito elevadas observou-se efeito sedativo (30
mg/kg, i.p.). A soma dos dados obtidos permitiu aos autores postular que a crisina
atue como um agonista parcial do sitio benzodiazepinico (WOLFMAN et al., 1994;
ZANOLI et al., 2000).

Em um estudo de fracionamento bioguiado realizado a partir do extrato de
Matricaria recutita foram identificadas diversas fragdes com afinidade pelo sitio
benzodiazepinico. Dessas fragdes foi isolada apigenina que, de forma semelhante a
crisina, apresentou afinidade pelo sitio benzodiazepinico (Ki = 3 uyM) e também
apresentou efeito ansiolitico no labirinto em cruz elevado quando administrada a
camundongos na dose de 3 mg/kg, i.p. Um discreto efeito sedativo foi observado
apenas em doses elevadas (30 mg/kg, i.p.). Também nao foram observados efeitos
miorrelaxante e anticonvulsivante (VIOLA et al., 1994a). No entanto, esses dados nao
foram confirmados por AVALLONE et al. (2000) e ZANOLI et al.(2000). Estes autores

testaram a apigenina (1 — 25 mg/kg, i.p.) em dois modelos animais de ansiedade:
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labirinto em cruz elevado e distingdo claro-escuro, sendo que em nenhum dos
modelos foi verificado efeito ansiolitico. Este flavonol apenas reduziu a atividade
motora espontanea na dose de 25 mg/kg, indicando um possivel efeito sedativo, que
nao foi bloqueado pela pré-administracdo de flumazenil, indicando que este efeito

nao € mediado pela modulacéo alostérica exercida pelo receptor benzodiazepinico.

Outro estudo relatou que uma fragcéo enriquecida em flavonoides obtida do
extrato de Tilia tormentosa apresentou atividade ansiolitica em camundongos. O
flavonol canferol, isolado desta fracdo apresentou baixa afinidade pelo receptor
benzodiazepinico (Ki = 93 uM) e n&o apresentou efeito ansiolitico ou sedativo (VioLA
et al., 1994b). Cirsiliol, isolado de Salvia guaranitica, também destituido de agao
ansiolitica, apresentou baixa afinidade pelo receptor benzodiazepinico (Ki = 200 uM)
(MARDER et al., 1996a).

HABERLEIN et al. (1994) isolaram de Leptospermum scoparium quatro
derivados flavbnicos (5,7-dimetoxiflavona; 5-hidroxi-7-metdxi-6-metilflavona; 5-
hidroxi-7-metoxi-6,8-dimetilflavona e 5,7-dimetoxi-6-metilflavona) com diferentes
afinidades pelo sitio benzodiazepinico (Ki = 2-50 yM). Os autores acreditam que
estes possam atuar como agonistas totais ou parciais do sitio de ligacdo de

benzodiazepinicos, contudo, sua atividade central nao foi investigada in vivo.

Também foi relatado que dois flavondides C-glicosilados (orientina e
isoorientina) isolados do extrato de Jatropha cilliata apresentaram um efeito

ansiolitico discreto no teste anti-conflito em camundongos (OKUYAMA et al., 1996).

Estudos demonstraram que, do extrato hidroetandlico de Artemisia herba-alba
foram isolados dinatina, hispidulina, escrofuleina e cirsilineol, que inibiram a ligagéo
de [H®]-flunitrazepam ao sitio de ligacdo benzodiazepinico com Ki’'s de 1,3; 8; 23 e

104 pM, respectivamente (SHEN et al., 1994; SALAH; JAGER, 2005).

Das raizes de Scutellaria baicalensis foram isolados 26 flavondides com
diferentes afinidades pelo sitio benzodiazepinico do complexo receptor GABAA e
alguns destes compostos (vogonina, baicaleina, baicalina, 5,7,2’-triidroxi-6,8-
dimetoxi-flavona, oroxilina A) foram submetidos a ensaios bioquimicos e
farmacolégicos. Em estudos comportamentais, realizados em camundongos, foi
observado efeito ansiolitico para vogonina (1-30 mg/kg, v.o.), o qual foi

completamente abolido pela pré-administracdo do antagonista benzodiazepinico RO
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15-1788. No regime de doses empregado nao foram detectados efeito sedativo ou
miorrelaxante. A dose letal mediana determinada para o composto foi 3,9 g/kg. Em
ensaios eletrofisiolégicos verificou-se que a vogonina exerce uma modulagéo
alostérica positiva em receptores GABAA recombinantes. Esse efeito foi parcialmente
revertido na presenca RO 15-1788. O efeito modulador positivo ndo foi detectado em
receptores recombinantes que ndo apresentavam a subunidade y. Sabe-se que o
sitio de ligagdo de benzodiazepincos € expresso no complexo receptor GABAA na
interface entre as subunidades a e y. Dessa maneira, o conjunto de dados obtidos
permite inferir que a vogonina atue como um agonista parcial desse sitio de ligagao
(Hui et al., 2002).

Baicaleina e seu glicuronideo, baicalina, apresentaram atividade ansiolitica,
em camundongos, no teste de conflito de Vogel, nas doses de 10 e 20 mg/kg,
respectivamente. Este efeito foi bloqueado pela co-administragdo do antagonista
benzodiazepinico flumazenil, mas nao por pindolol, um antagonista 5-HT1,,
indicando que o efeito ansiolitico seja mediado pelo sistema GABA/benzodiazepinico

e nao pelo sistema serotonérgico (LIAO et al, 2003).

O flavondide 5,7,2’-triidroxi-6,8-dimetoxi-flavona (K36), apresentou afinidade
pelo sitio benzodiazepinico (Ki = 6,4 nM). Foi verificada atividade ansiolitica para
K36 na dose de 4 mg/kg v.o., e nao foram observados efeitos sedativo,
miorrelaxante ou de incoordenacdo motora em aparelho rota-rod (1-8 mg/kg) em
camundongos. Os resultados dos estudos eletrofisiologicos para K36 foram

semelhantes aos encontrados para vogonina (HUEN et al., 2003a).

Oroxilina A (3,75 — 60 mg/kg) ndo apresentou atividade alguma, per se, em
diferentes modelos animais em camundongos. Contudo, na dose de 60 mg/kg, v.o.
esse composto bloqueou a acado ansiolitica, miorrelaxante e de incoordenagao
motora causada pela administracado de diazepam (3 mg/kg, v.0.). Os efeitos sedativo
e anticonvulsivante do diazepam nao foram abolidos por esse esquema de
tratamento. Esses dados corroboram os achados bioquimicos que revelaram uma
‘razdo GABA” (determinada pela razdo entre a ICsp de um ensaio de ligagdo na
presenca GABA pela ICsp de um ensaio na auséncia de GABA) de 1,09 + 0,04,
caracteristica de antagonistas benzodiazepinicos. A totalidade dos dados permitiu
caracterizar oroxilina A como o primeiro composto natural com agao antagonista

benzodiazepinica seletiva (HUEN et al., 2003b).
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Os resultados promissores obtidos com S. baicalensis despertaram o
interesse na investigagdo de outras espécies do género Scutellaria. AWAD et al.
(2003) iniciaram uma linha de investigacdo com S. laterifolia L., uma planta usada
tradicionalmente na América do Norte como sedativa e no tratamento de diversas
desordens nervosas, como a ansiedade. O extrato hidroalcodlico das raizes desta
especie administrado oralmente a camundongos na dose de 100 mg/kg, apresentou
efeito ansiolitico no labirinto em cruz elevado e aumentou a exploracdo da “zona
ansiogénica” do open-field. Na analise quimica inicial desta espécie foram
detectados os flavondides baicalina (40 mg/g) e baicaleina (33 mg/g), cuja atividade
ansiolitica havia sido determinada anteriormente. Também foi constatada a presenca
do préprio GABA (aproximadamente 1,6 mg/g). Os autores acreditam que estes

compostos possam ser 0s responsaveis pelo efeito observado para o extrato.

Flavonodides também tém sido relacionados como componentes ativos em
espécies de Valeriana, plantas tradicionalmente usadas como sedativas. Da espécie
V. walichii foi isolada 6-metilapigenina, um composto inédito que foi capaz de inibir a
ligacédo de [H3]-flunitrazepam em membranas corticais de ratos com Ki = 0,5 uM.
Também foi verificada sua agéo ansiolitica, em camundongos, na dose de 1 mg/kg,
i.p. Contudo, alteragdes na atividade locomotora (0,3—1 mg/kg, i.p.) e efeito sedativo

n&o foram observados (10 mg/kg, i.p.) (WAsowskKiI et al., 2002; MARDER et al., 2003).

Da espécie de V. officinalis foram isolados linarina e hesperidina. No entanto,
nenhum destes flavondides apresentou atividade ansiolitica ou afinidade pelo
receptor benzodiazepinico, mas produziram marcado efeito sedativo em
camundongos, na dose de 4 mg/kg, i.p. Apesar de n&do atuarem como ligantes
benzodiazepinicos estes compostos tém o seu efeito sedativo potencializado por
agonistas benzodiazepinicos (MARDER et al, 2003; FERNANDEZ et al, 2004). Em uma
analise isobolar foi determinada uma interacdo sinérgica entre diazepam e
hesperidina. Os autores sugerem que este flavonol possa ser usado em associagao
aos benzodiazepinicos com a finalidade de reduzir as doses necessarias desses

ultimos compostos na terapéutica (FERNANDEZ et al, 2005).

Os dados da atividade central de diversos flavondides naturais motivaram
estudos de quimica medicinal, através da modificacdo estrutural da flavona,
esqueleto basico de uma grande variedade de flavondides com agdo no SNC,

visando a obtencédo de derivados sintéticos com atividade superior. Empregando a
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técnica de quimica combinatéria, mais de 60 derivados foram isolados. A estratégia
empregada levou a obtengcdo de compostos com maior afinidade pelo sitio
benzodiazepinico que o composto protétipo (MARDER et al., 1998). Outro achado
interessante foi o de que as modificacdes propostas resultaram em substancias com
acao ansiolitica seletiva, pois em muitos casos nao foram detectados outros efeitos
comumente observados para os benzodiazepinicos. Exemplificando, o efeito
sedativo dos derivados somente foi observado em doses de 10 a 1000 vezes
superiores a dose que apresentou atividade ansiolitica. Outro efeito importante, o
relaxamento muscular, somente foi observado para um dos compostos € em uma
dose 20 vezes superior a dose ansiolitica. Somente um dos compostos alterou a
atividade locomotora dos animais, em uma dose que também provocou efeito
sedativo, 0 que pode explicar a redu¢do da atividade motora. Os compostos 6,3’-
dinitroflavona e 6-bromo-3’-nitroflavona também né&o tiveram efeito amnésico quando
testados em ratos (1 mg/kg, i.p.) no teste de esquiva inibitéria (SALGUEIRO et al.,

1997; VioLA et al., 2000a).

Autores sugerem que alguns desses compostos sintetizados possuem
poténcia ansiolitica superior ao diazepam, usado como controle positivo durante os
ensaios. Com base nessa hipétese, GRIEBEL et al. (1999) realizaram uma bateria de
testes a fim de comparar a poténcia do composto 6-bromo-3-nitroflavona com
diazepam (Ki = 7 nM). Os achados bioquimicos revelaram que o composto semi-
sintético apresentou diferentes afinidades pelo sitio benzodiazepinico em regides
distintas do SNC, com ICsg = 31 nM no cerebelo e ICsg = 120 nM na medula
espinhal, indicando uma certa seletividade para receptores benzodiazepinicos tipo |
(BZP-»1), uma vez que estes séo prevalentes no cerebelo. Na avaliacdo do efeito
ansiolitico esse composto apresentou atividade nos testes de conflito de Vogel e no
labirinto em cruz elevado, porém nos testes de discriminagao claro/escuro e no teste
de conflito de Geller ndo foi observado esse efeito. A atividade ansiolitica desse
composto foi revertida pela co-administragcdo de flumazenil no labirinto em cruz
elevado, porém nao foi revertida no teste de conflito. Na bateria de ensaios de
defesa, quando os camundongos foram expostos a um predador natural (rato) esse
composto ndo alterou o comportamento dos animais. Analisando conjuntamente os
dados obtidos concluiu-se que o composto possui atividade ansiolitica, porém com

um perfil diferenciado do diazepam.
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As modificacbes realizadas também levaram a compostos com atividades
diferentes da flavona original: 6-metil-3’-bromoflavona e 6-cloro-3’-nitroflavona, por
exemplo, foram caracterizados como antagonistas benzodiazepinicos, pois né&o
apresentaram nenhum efeito intrinseco nos testes realizados, porém foram capazes
de reverter os efeitos ansiolitico, anticonvulsivante, miorrelaxante e de
incoordenagdo motora causados pelo diazepam (VIOLA et al., 1999; VIOLA et al.,
2000b).

O 2-metodxi-3,8,9-trihidroxi  coumestano (PCALC36), um isoflavondide
sintético, age como agonista inverso do sitio benzodiazepinico no complexo receptor
GABA,.. PCALC36 deslocou a ligagdo de [H®]-flunitrazepam em sinaptossomas
cerebrais de ratos (ICsp = 13,8 uM) e a adigdo de 20 uM de GABA deslocou para a
direita a curva de inibicdo de PCALC36 na ligacéo do [H3]-flunitrazepam (ICs0 razao
de 0,68), o que é caracteristico de moléculas com perfil agonista inverso (LOPES et
al., 2004).

3.6 Saponinas

Saponinas séo glicosideos de alto peso molecular formados por um nucleo
triterpénico ou esteroidal, chamado de aglicona, e por uma ou mais porgcdes de
agucares ligadas a esta. As saponinas sdo chamadas de monodesmosidicas quando
apresentam um agucar ou uma cadeia de agucares ligados a aglicona. Por sua vez,
saponinas bidesmosidicas apresentam duas cadeias de acucares ligadas a
diferentes carbonos da aglicona. Raramente ocorrem saponinas tridesmosidicas

(HOSTETTMAN; MARSTON, 1995).

As principais atividades biologicas relatadas para saponinas sdo hemolitica,
antiinflamatdria, antimicrobiana, analgésica, antitumoral, antiviral, ictiotdxica,
capacidade de complexar com colesterol e molusquicida (HOSTETTMAN; MARSTON,
1995).

Quanto a ag¢des das saponinas no sistema nervoso central, a grande maioria
dos estudos refere-se as saponinas do ginseng, principalmente da espécie Panax
ginseng. O termo ginseng pode se referir a plantas diferentes, cujos rizomas e raizes
sdo utilizados em preparagdes classificadas como adaptdogenas, isto €, contém

substancias com ac¢ao nao-especifica, normalizadora das fungdes do organismo
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(RATES; GOSMANN, 2001). Muitos compostos foram isolados das partes subterraneas
do ginseng, principalmente saponinas derivadas do damarano ou do acido
oleandlico, conhecidas como ginsenosideos (HOSTETTMAN; MARSTON, 1995;

SCHENKEL et al., 2003).

Em estudos neuroquimicos realizados com os ginsenosideos isolados de
Panax ginseng foi verificado que Rb1, Rb2, Rc, Re, Rf e Rg1 inibiram a ligagdo de
[*H]-muscimol ao receptor GABAérgico. Os ginsenosideos Re e Rf aumentaram a
ligacdo de [*H]-flunitrazepam ao sitio de ligacdo benzodiazepinico. O ginsenosideo
Rc inibiu a ligagdo de [*H]-baclofeno ao receptor GABAg (KIMURA et al, 1994). Este
ultimo também potencializou as correntes ibnicas estimuladas por GABA, em
receptores GABAa a4f31y2s recombinantes expressos em odcitos de Xenopus, de
maneira dose-dependente. Esse efeito foi bloqueado por muscimol, um antagonista

GABA, e por picrotoxina, um bloqueador do canal GABA4 (CHoil et al., 2003).

ATTELE et al. (1999) demonstrou que uma mistura dos ginsenosideos Rb+, Rb>
e Rc prolongou o tempo de sono induzido por hexobarbital e reduziu a atividade
locomotora espontdnea em camundongos, agdes caracteristicas de substancias
depressoras do sistema nervoso central. Além disso, o extrato bruto de Panax
ginseng também apresentou atividade ansiolitica e esta atividade foi correlacionada
com a presenca dos ginsenosideos Rb1 (10-50 mg/kg, v.o.), Rg1 (10-50 mg/kg, v.o.)
e as misturas Rg5 (25-50 mg/kg, v.0.) e Rk (10-50 mg/kg, v.0.), que apresentaram

efeito ansiolitico, em camundongos, no labirinto em cruz elevado (CHA et al., 2005).

TACHIKAWA et al. (1999) verificaram a redugdo causada pelo ginsenosideo
Rg2 (1-100 uM) na secregao de catecolaminas estimulada por acetilcolina e GABA
em células adrenais bovinas. De forma semelhante, o ginsenosideo Rg3 (1-100 uM)
também reduziu a secrecao induzida por acetilcolina, GABA e neurotensina e, em
altas concentragbes (100 uM), reduziu as secregdes induzida por angiotensina II,
bradicinina e histamina. Esta mesma saponina também inibiu significativamente as
contracdes em ileo isolado de cobaio induzidas por muscarina e histamina. Estes
resultados sugerem fortemente que Rg2 € um bloqueador seletivo de receptores
ionotropicos enquanto Rg3, além dessa acdo, seja também um antagonista de

receptores muscarinico e histaminico.

Um estudo demonstrou que o majonosideo-R2 (M-R2), uma saponina do tipo

ocotilol, constituinte majoritario de Panax viethamensis, atenuou o efeito
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antinociceptivo induzido por estresse psicoldgico e por choque nas patas na dose de
6,2 mg/kg, v.0. (HUONG et al., 1995). Esta mesma saponina (3,1-12,5 mg/kg, v.0.)
reverteu a redugao do sono barbiturico causada por estresse psicolégico ao nivel do
sono apresentado pelos animais nao-estressados. Esse efeito foi bloqueado por
flumazenil (1 mg/kg, i.v.), indicando o envolvimento do receptor benzodiazepinico.
M-R2 (6,2-12,5 mg/kg, v.0.) ainda reduziu a formagédo de lesdes gastricas em
animais submetidos a 16 horas de estresse psicolégico (HUONG et al., 1996).

Outro estudo demonstrou que o tratamento com M-R2 (3,1-12 mg/kg, i.p. ou
5-10 ug, i.c.v.) reverteu, de maneira dose-dependente a redu¢do no sono causada
pela pelo isolamento social. Esse efeito foi significativamente atenuado pela
administracdo de sulfato de pregnenolona (10 pg, i.c.v.), um neuroesteroide
modulador alostérico negativo de receptores GABAa. Além disso, quando injetados
i.c.v. M-R2, allo-tetraidro-desoxicorticosterona (modulador alostérico positivo de
receptores GABAA) e a-helical-corticotrofina (antagonista do fator de liberagdo de
corticotrofina - CRF) houve uma reversao na redu¢cdo do sono barbiturico induzida
por prenenolona e CRF em animais ndo-estressados. Os resultados sugerem que o
efeito de M-R2 seja mediado pelo sitio neuroesterdide do complexo receptor GABAAa.
Contudo, os autores pontuam que esse efeito ndo deve ser exercido de forma direta,
uma vez que M-R2 ndo apresenta um grupamento 3-a-hidroxila, uma caracteristica
necessaria para esta atividade. Dessa forma, sugere-se que esta saponina possa
atuar aumentando os niveis de agonistas neuroesteréides GABAa (HUONG et al.,
1997).

PARK et al. (2005a) realizaram uma comparacdo do efeito ansiolitico em
camundongos entre red ginseng (RG) e sun ginseng (SG), duas matérias-primas,
derivadas de P. ginseng, estabilizadas de maneiras diferentes. O extrato total SG
(50 mg/kg, v.0.) bem como sua fragdo butandlica (25 e 50 mg/kg, v.0.) apresentaram
atividade ansiolitica superior a fragdo butandlica RG (100 mg/kg, v.0.). Tanto o
extrato e as fragdes butandlicas sédo ricas em ginsenosideos (SG-butanol com teor
de 63,8 % e RG-butanol de 56,3 %) o que indica que estes parecem estar
relacionados com o efeito observado uma vez que a fragdo com maior teor destes

compostos apresentou maior atividade.

Finalmente, a fragdo butandlica de Albizzia lebbeck, enriquecida em

saponinas, mostrou atividade ansiolitica (25 e 50 mg/kg, v.0.) e nootrépica (10 e 25
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mg/kg, v.0.) em camundongos. No teste de toxicidade aguda, os animais que
receberam 50 e 75 mg/kg da fragdo butandlica demonstraram sinais de depressao
do SNC como reducédo da atividade motora e secretéria, de forma dose dependente.
Esta fracdo também reverteu a hiportermia e passividade causada por baclofeno (10
mg/kg), um agonista de receptores GABAg, sugerindo que a modulagao deste tipo

de receptores esteja envolvida nos efeitos observados (UNE et al., 2001).

3.7 Alcaldides B-carbolinicos

As B-carbolinas (harmano, harmina, harmalina) sdo alcal6ides inddlicos
derivados do metabolismo do triptofano. Esses alcaldides s&o um grupo de
metabdlitos secundarios conhecidos por suas propriedades alucinégenas e,
inclusive, plantas conhecidas por conterem esses compostos sao utilizadas em
cerimbnias religiosas (BRUNETON, 1991). Os alcaldéides do tipo harmano interagem
como os receptores de serotonina, o que poderia estar relacionado as propriedades
alucinogenas (AIRAKSINEN; KARI, 1981; SCHRIPSEMA et al., 2003). Além disso, é
conhecido que esses alcaldides, especialmente a harmina, apresentam atividade
inibidora da monoamino oxidase (SLOTKIN; DOSTEFANO, 1970; AIRAKSINEN; KARI,
1981). Porém, a maioria dos estudos com [-carbolinas relaciona-se com atividade

ansiolitica/ansiogénica e anticonvulsivante/pré-convulsivante.

Um estudo demonstrou que a administracdo de harmano em altas doses (20
mg/kg i.p.) antagoniza o efeito ansiolitico de diazepam e, em baixas doses (1 mg/kg
i.p.), harmano potencia esse efeito (ZIN'KOVSKAIA et al., 1985). Outro trabalho
mostrou que esse alcaldide diminuiu o tempo de imobilidade no teste de natacao
forcada e aumentou o tempo de exploragdo no brago aberto do labirinto em cruz
elevado, em ratos. Os autores sugerem efeito antidepressivo e ansiolitico de
harmano (ARICIOGLU; ALTUNBAS, 2003). Porém, o teste da natacao forgada também é

sensivel a estimulantes (PORSOLT et al., 1978).

Em 2005, HILBER E CHAPILLON demonstraram que, no labirinto em cruz
elevado, doses baixas de harmalina (5 — 10 mg/kg i.p.) provocaram efeito
ansiogénico em camundongos e, em doses mais altas (20 mg/kg i.p.) apresentaram

acgao ansiolitica. Esses autores referem, ainda, que a harmalina pode atuar como um
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agonista fraco ou parcial de receptores benzodiazepinicos e que suas atividades

podem ser, em parte, influenciadas pela interagdo com esses receptores.

Outro estudo revelou que o tratamento com harmano nas doses de 2,5, 5 e 10
mg/kg i.p. aumentou o limiar de convulsdes no teste de convulsdes induzidas por
eletrochoque de maneira dose-dependente. Baixas doses de harmano (2,5 mg/kg)
diminuiram as convulsdes induzidas por pentilenotetrazol (PTZ), mas altas doses (10
mg/kg) resultaram em uma piora nas convusdes de grau V, seguidas de maior
letalidade, comparadas com o grupo tratado somente com PTZ (ARICIOGLU et al.,
2003).

Além dos alcalbdides de ocorréncia natural, também existem relatos sobre -
carbolinas sintéticas com atividades bem estabelecidas na literatura. Uma dose de
30 mg/kg de B-carbolina-3-carboxilato-t-butil-éster (B-CCt) reduziu em 84% a ligagao
de [H’]-diazepam, uma hora apds sua administracdo intraperitoneal. Essa dose
também retardou o inicio do sono, diminuiu o sono ndo-REM e total nas primeiras
duas horas apo6s a administracdo e retardou o aparecimento do sono REM apds o
inicio do sono. Os autores demonstraram que a dose e o tempo de agao in vivo
foram correspondentes aos ensaios de ligacao ex-vivo com medidas de afinidade e

numero de receptores (MARTIN et al., 1989).

CoLE et al. (1995) demonstraram que os agonistas inversos parciais de
receptores benzodiazepinicos, N-metil-B-carbolina-3-carboxamida (FG 7142) e (RO
15-4513), apresentaram efeito ansiogénico. A substancia FG 7142 apresentou
atividade nas doses de 10, 30 e 100 mg/kg enquanto que RO 15-4513 foi efetiva
somente em uma dose minima de 30 mg/kg. Outro estudo demonstrou que o
tratamento com 10 mg/kg i.p. de FG 7142 diminuiu o tempo de sono induzido por
pentobarbital e ndo apresentou efeito na reducdo do tempo de sono provocada por
metoxamina e yohimbina (MATSUMOTO et al., 1997). Além disso, FG 7142 (5 — 10
mg/kg i.p.) diminuiu o tempo de sono em camundongos mantidos com outros

animais e nao alterou o tempo de sono em animais isolados (OJIMA et al., 1997).

Outro derivado B-carbolinico, metil-6,7-dimetoxi-4-etil-B-carbolina-3-
carboxilato (DMCM), avaliado no labirinto em cruz elevado, em ratos, em doses que
variaram de 1,0 — 2,5 mg/kg, demonstrou atividade ansiogénica (COLE et al., 1995;
SAvic et al., 2004).
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4.1 Material vegetal

Para a preparacdo do extrato as partes aéreas de P. alata foram coletadas
maio de 2004, na cidade Canoas (RS), e identificadas pela Profa. Dra. Lilian Auler
Mentz (Programa de Pés-Graduacdo em Botanica — UFRGS). Uma voucher
specimen esta depositada no Herbario da Universidade Federal do Rio Grande do
Sul (ICN133727).

4.2 Preparacdao e caracterizacao do extrato

O material vegetal foi seco em estufa de ar circulante, durante quatorze dias,
sob temperatura ndo superior a 40 °C. Decorrido este periodo, as folhas foram

separadas do restante do material e trituradas em triturador de facas.

O material vegetal, previamente seco e triturado, foi submetido a extragao
com agua (1:10 m/v) sob refluxo a 100 °C, por 1 hora. A solugao extrativa obtida foi
filtrada e apds arrefecer, armazenada em frascos ambar e congeladas até o

processo de nebulizagao.

Os extratos foram secos por nebulizacdo em torre de secagem por aspersao
em aparelho Spray Dryer LM wusp 1.0, @ partir das solugdes extrativas. As condi¢des
de secagem empregadas na preparac¢ao do nebulizado foram estabelecidas por DE

Souza (1997) e estédo apresentadas na tabela 1.

O extrato seco, denominado PA foi coletado na base de um ciclone e
acondicionado em recipientes fechados e mantidos ao abrigo da luz em dessecador

provido de silica.

Os extratos foram caracterizados quanto ao seu perfil em saponinas e
flavondides através de cromatografia em camada delgada (CCD), utilizando como
sistema eluente butanol: acido acético: agua (5:1:2, V/V) para saponinas (PROVENSI
et al., 2003) e acetato de etila: acetona: acido acético: agua (60:20:10:10, V/V) para
flavonoides (REGINATTO et al.,, 2001). Foi realizada a determinagéo de flavondides
totais, utilizando a técnica de complexagcao com cloreto de aluminio e posterior

leitura da absorvancia a 400 nm (PETRY et al., 1998; PROVENSI et al., 2003). Além
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disso, a presenca de alcaldides foi testada através do teste de Mayer (SCHRIPSEMA et
al., 2003).

Tabela 1: Condigbes de secagem para obtencdo de extrato seco por nebulizagdo de
Passiflora alata.

Temperatura de entrada 150+ 1°C
Temperatura de saida 100+ 1°C

Sistema de secagem Co-corrente
Alimentagao Bomba peristaltica
Fluxo de alimentacao 3 mL/min

Pressao de ar comprimido 4.0 bar

Atomizador Tipo bocal pneumatico
Diametro do atomizador 0,7 mm

4.3 Estudo pré-clinico

4.3.1 Animais

Foram utilizados camundongos CF1, machos e adultos (20 — 30 g) e ratos
Wistar, machos e adultos (200 — 300 g), provenientes da colénia da Fundacéao
Estadual de Producéo e Pesquisa em Saude (FEPPS). Antes dos experimentos, os
animais foram adaptados por um periodo minimo de 72 horas no biotério de
passagem da Faculdade de Farmacia - UFRGS. Os camundongos foram mantidos
em caixas plasticas de 17x28x13 cm com no maximo 10 animais por caixa e os ratos
foram mantidos em caixas plasticas de 28x42x16 cm em grupos de, no maximo 5
animais por caixa. Os animais foram mantidos sob ciclo claro/escuro de 12 horas,
com temperatura constante (23 + 1°C), sob sistema de exaustdo e umidade
monitorada. Os animais tiveram livre acesso a agua e alimento (racéo certificada
Nuvilab®). Para o ensaio cometa foram utilizados camundongos obtidos da
Universidade Regional Integrada do Alto Uruguai e das Missdes (URI, Erechim, RS)

e mantidos sob as mesmas condigdes ja descritas.
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Todos os experimentos foram realizados no periodo das 12:00 as 16:00 horas
e 0s animais foram adaptados a sala de experimentacao por, pelo menos, uma hora

antes do inicio dos testes.

4.3.2 Tratamentos

Os animais receberam os tratamentos pela via oral (gavage) e o volume de
administragado foi de 1 mL/100g, para camundongos e 1 mL/1000g, para ratos.
Todos os grupos experimentais foram constituidos de, no minimo, 6 animais. Para
cada experimento, foi retirada a comida dos animais 6 horas precedentes a

administracao dos tratamentos.

O PA foi dissolvido em solugdo salina, em concentragdes que variaram de 30
mg/mL a 600 mg/mL, dependendo do experimento. Os farmacos utilizados como
controle positivo (diazepam e haloperidol) foram suspensos em solugao salina com

auxilio de polissorbato 80 (Tween 80®) e aparelho de ultra-som, quando necessario.

4.3.3 Avaliacao sobre o Sistema Nervoso Central
4.3.3.1 Teste de potencia¢do do sono barbiturico

Camundongos foram tratados com PA nas doses de 300 e 600 mg/kg e,
decorridos 60 minutos, receberam uma solugé&o de pentobarbital sodico (Cristalia®),
40 mg/kg, i.p. Foram avaliados o tempo de inducéo (laténcia) e duragdo do sono
barbiturico, em minutos, determinados pela perda e retomada do reflexo postural.
Foi estabelecido 240 minutos como valor maximo de duragédo do sono (DE PARIS et
al., 2000). Como controle negativo foi utilizada solugdo salina 1 mL/100 g, e como

controle positivo diazepam 2 mg/kg.

4.3.3.2 Avaliagéo da atividade locomotora espontanea

Camundongos receberam os tratamentos e, apdés 60 minutos, foram
colocados em uma caixa de acrilico transparente (45x30x30 cm), com o fundo preto
dividido em 24 quadrantes iguais (Figura 3). Os animais foram observados por 5

minutos, onde foram registrados manualmente o niumero de cruzamentos entre os
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quadrantes (crossings), o numero de episédios em que os animais levantaram o
corpo apoiados apenas pelas patas traseiras (rearings) e o numero de
comportamentos de auto-limpeza (groomings). Todo procedimento foi realizado em
ambiente de penumbra (NEVES, 2003). Os tratamentos administrados foram: PA, nas

doses de 300 e 600 mg/kg e solugao salina, 1 mL/100 g como controle negativo.

Figura 3: Avaliacao da atividade locomotora espontdnea em camundongos.

4.3.3.3 Avaliacdo da coordenacao motora em aparelho de rota-rod

Este experimento foi realizado em dois dias. No primeiro dia, foi realizada
apenas adaptacao dos animais ao aparelho de rota-rod. Para isso, os camundongos
foram posicionados no rota-rod, sob rotagdo de 5 rpm, por 5 minutos (Figura 4). No
segundo dia, apos 24 horas dessa adaptagdo, os animais passaram por um
processo de selecdo em que foram posicionados no aparelho e observados por 5
minutos (T0). Os paréametros avaliados foram: o maior tempo de permanéncia no
aparato e o numero de quedas. Quando os animais caiam do rota-rod, eram
recolocados até completarem os 5 minutos (LOPEZ-RUBALCAVA et al., 2000). Os
animais que nao obtiveram o maior tempo de permanéncia de, no minimo, 90
segundos nesse processo de selegdo, foram excluidos do experimento e, aos
animais que obtiveram o tempo de permanéncia superior a 90 segundos, foi
administrado o tratamento. Decorridos 60 minutos da administragdo, os animais
foram posicionados novamente no rota-rod (T60) e os mesmos parametros foram
observados, durante 5 minutos. PA foi administrado nas doses de 300 e 600 mg/kg.
Foi utilizado como controle negativo solugéo salina, 1 mL/100g e, como controle

positivo, diazepam 5 mg/kg.
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Figura 4: Avaliagao da coordenagdo motora de camundongos em aparelho de rota-rod.

4.3.3.4 Inducao de catatonia

Os camundongos receberam os tratamentos e nos intervalos de 30, 60 e 90
minutos apos a administracéo, foram delicadamente posicionados sobre uma barra
de madeira elevada 6,5 cm do chao, apoiados apenas pelas patas dianteiras (Figura
5). Foi medido o tempo de permanéncia dos animais nesta posicao incémoda
nesses intervalos (CARLINI, 1973). PA foi administrado nas doses de 300 e 600
mg/kg. Foram utilizados como controle negativo solugdo salina, 1 mL/100g, e como

controle positivo haloperidol 4 mg/kg.

Figura 5: Teste de inducao de catatonia em camundongos.
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4.3.3.5 Avaliacao do efeito sobre a temperatura corporal

A temperatura retal (°C) de camundongos foi determinada por um termémetro
digital (ProCheck®), inserido delicadamente de 1,5 cm no reto dos animais com
auxilio de vaselina liquida (Figura 6). Os animais receberam o tratamento
imediatamente apds a medida da temperatura basal (TO) e as medidas posteriores
da temperatura foram realizadas 15, 30, 60 e 90 min apés a administracdo dos
tratamentos (LAPA et al., 2003). PA foi administrado nas doses de 300 e 600 mg/kg,

sendo administrado como controle negativo solu¢&o salina, 1 mL/100g.

Figura 6: Teste de afericdo da temperatura retal de camundongos.

4.3.3.6 Labirinto em cruz elevado

Para este teste, foram utilizados ratos e camundongos. Os labirintos sao
construidos de madeira e consistem de dois bragcos abertos e dois bragos fechados.
Para o teste com ratos, o aparato tem as seguintes medidas: bragos abertos 50x10
cm e bragos fechados 50x10x40 cm posicionados a 50 cm do chdo. Para o labirinto
de camundongos os bragos abertos tem 30x10 cm com borda de protecao de 1 cm e

os bragos fechados com 30x10x15 cm, posicionado a 50 cm do chéao (Figura 7).

Em ambos os testes, os animais foram tratados e, 60 minutos depois, foram
posicionados no centro do labirinto, voltados para o braco aberto e observados
durante 5 minutos por 2 observadores independentes. Foram determinados o
numero de entradas e o tempo de permanéncia nos bragos abertos e fechados, o

numero de rearings e o numero de comportamentos de avaliagéo de risco (quando o
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animal encontra-se no braco fechado, mas estica o corpo e direciona a cabega em
direcdo ao brago aberto do labirinto, podendo colocar uma, duas ou até trés patas no
braco aberto e voltando a posigao original) (RODGERS; DALvI, 1997; DE PARIS et al.,
2000). Para analise dos resultados foram considerados os valores absolutos (tempo
de permanéncia e numero de entradas nos bragos abertos e fechados), bem como
0s respectivos valores percentuais, descontando-se o tempo gasto no centro do
labirinto (Hul et al., 2002).

PA foi administrado nas doses de 300 e 600 mg/kg, tanto para ratos quanto
para camundongos. Como controle negativo foi administrada solugdo salina, 1
mL/1000g para ratos e 1 mL/100g para camundongos. Como controle positivo,

utilizou-se diazepam nas doses de 1 mg/kg para ratos e 2 mg/kg para camundongos.

O experimento com ratos foi realizado também apds uma administracéo diaria
do tratamento, durante 14 dias. Os tratamentos administrados foram: PA 300 mg/kg,
solugdo salina, 1 mL/1000g (controle negativo) e diazepam 1 mg/kg (controle
positivo). No dia do teste, os ratos foram tratados e, apds 60 minutos, foi realizado o
teste, utilizando-se os mesmos procedimentos ja descritos para a administragéo

aguda.

Figura 7: Labirinto em cruz elevado para camundongos.

4.3.3.7 Protecao a convulsdes induzidas por pentilenotetrazol

Camundongos foram tratados com os diferentes tratamentos-teste e, apds 60
minutos, todos os animais receberam uma injegao de pentilenotetrazol (Sigma®), 80

mg/kg, i.p. Foram avaliados a laténcia para a primeira convulsao e o comportamento
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dos animais foi classificado, em graus, de acordo com LAPA et al. (2003): grau 0 —
nenhum comportamento convulsivo; grau 1 - abalos mioclénicos, caracterizados por
movimentacdo anormal das orelhas, vibrissas, patas anteriores ou posteriores,
contragdes arritmicas e assimétricas; grau 2 - abalos clénicos, mais severos que 0s
mioclonicos, onde o animal apresenta perda do reflexo de endireitamento; grau 3 -
abalos tonicos, onde o animal apresenta uma fase de flexdo, seguida por uma fase
de extensdo caracteristica; e grau 4 - abalos tbnicos, levando a morte. Os
tratamentos-teste administrados foram: PA, nas doses de 300 e 600 mg/kg, solugéo
salina, 1 mL/100g como controle negativo e diazepam 2 mg/kg, como controle

positivo.

Para este teste, os camundongos também foram tratados diariamente, por 14
dias, com PA na dose de 300 mg/kg e solugéo salina, 1 mL/100g, como controle
negativo. No dia do experimento, os animais foram submetidos ao mesmo

procedimento descrito para administragdo aguda.

4.3.4 Ensaios de Toxicidade

4.3.4.1 Toxicidade aguda

Com o objetivo de determinar a dose letal mediana do PA, foram
administradas doses compreendidas entre 600 e 4800 mg/kg, a 4 diferentes grupos
de 8 camundongos cada. Os animais receberam os tratamentos e foram
observados, individualmente, durante 2 horas, sem interrupcdes. Decorrido esse
periodo, os animais foram observados nos tempos 6 e 12 horas apds a
administracao dos tratamentos e, a cada dia, por um periodo de 14 dias, na parte da
manha. Foi computada a frequéncia de mortes e observada a possibilidade de
ocorréncia de sinais de toxicidade: piloerecdo, ptose palpebral, contorcbes
abdominais, locomocao, hipotermia (animais amontoados no canto da caixa), tdnus
muscular, tremores, paralisia do trem posterior, salivagdo, secrecao brbénquica,
convulsdes e outras manifestacées (LAPA et al., 2003). Também foi realizado um
controle de ganho de massa corporal durante o periodo de 14 dias. Como controle

foi utilizada solucgéao salina, 1 mL/100g.
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4.3.4.2 Toxicidade de doses repetidas

Ratos foram tratados diariamente com PA (300 mg/kg), solucdo salina (SAL, 1
mL/kg) e diazepam (DZP, 1 mg/kg), durante o periodo de 14 dias. No 15° dia, os
animais foram sacrificados para retirada de amostras de sangue e urina e dos
seguintes orgaos: coracao, figado, rins e pulmdes. As amostras de sangue e urina
foram enviadas para o Laboratério de Analise Clinicas Veterinarias da Faculdade de
Veterinaria (FAVET) da UFRGS, para a realizacdo de exames hematologicos e
bioquimicos. Os 6rgdos foram enviados ao Laboratorio de Patologia da FAVET-
UFRGS, para a realizacdo de exames histopatolégicos. Estes exames foram
realizados seguindo as normas determinadas pela Portaria n.° 116, SVS/MS, de

08/08/1996, para registro de medicamentos fitoterapicos.

4.3.4.3 Genotoxicidade: ensaio cometa alcalino

Camundongos foram tratados com PA (150 mg/kg, 300 mg/kg e 600 mg/kg),
solugdo salina (SAL, 1 mL/100g) como controle negativo e metilmetanosulfonato
(MMS, 40 mg/kg) como controle positivo. Os animais foram sacrificados por
decapitagao 3 horas apos o tratamento para coleta de amostras do cérebro, figado e
sangue periférico de cada animal (TICE et al., 2000).

Cada parte do cérebro e figado foi colocada em 0,5 mL solugdo salina
tamponada (PBS - phosphate buffer saline) gelada e triturada em pequenos
pedacos a fim de se obter uma suspensao de células. Uma aliquota das células de
cérebro, figado e sangue periférico (5-10 uL) foi adicionada a 95 pyL de agarose de
baixo ponto de fusdo (LMP 0,75% low point melting) e a mistura (células/agarose) foi
espalhada em laminas de microscopio pré-cobertas com agarose 1,5%. Apos
solidificagdo, as laminas foram colocadas em solugao de lise gelada (2.5M NaCl,
100 mM EDTA e 10 mM Tris, pH 10.0, com 1% Triton X-100 e 10% DMSO) por, no
mimino, 1 hora e, no maximo, 2 semanas a 4 °C. Para a eletroforese, as laminas
foram colocadas em cuba horizontal, cobertas com solugédo tampao (300mM NaOH e
1 mM EDTA, pH ~ 13) por 20 minutos. A eletroforese foi realizada em condi¢des
alcalinas (pH>13) a 25V e uma corrente de 300 mA por 15 minutos. As laminas

foram entdo neutralizadas (0.4 M Tris, pH 7,5), coradas com solugao de Prata (0,1%
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nitrato de amoénia; 0,1% nitrato de prata; 0,25% acido tungstosilicico; 0,15%

formaldeido e 500 ml agua destilada) e analisadas em microscépio optico.

As imagens de 100 células selecionadas randomicamente (50 células de
cada lamina da duplicata) foram analisadas. As células foram classificadas
visualmente, de acordo com o tamanho da cauda, em 5 classes, variando de (0) -
sem dano a (4) - maximo de dano. Dessa forma, o indice de dano (ID) varia de 0
(completamente sem dano, 100 células x 0) a 400 (maximo de dano: 100 células x
4). A frequéncia de dano (%) foi calculada baseada no numero de células com cauda
versus numero de células sem cauda (BOEIRA et al., 2001; COLLINS et al., 1997; SILVA
et al., 2000).

4.3.5 Andlise Estatistica

Para a realizagdo das analises estatisticas foi utilizado o software Sigma Stat
versao 2.03 (Jandel Scientific Corporation ®). O nivel minimo de significancia aceito

foi de p<0,05. O teste utilizado em cada ensaio sera especificado no item resultados.

4.3.6 Etica

A manipulacdo animal foi realizada seguindo os principios éticos para
experimentacdo animal relatados por GoLbiM (1995) e as normas do Conselho
Canadense de Cuidados com Animais (CCAC, 2003), do Centre National de la
Recherche Scientifique da Frangca (CNRS, 2000) e da Resolugdo numero 714, de 20
de junho de 2002 do Conselho Federal de Medicina Veterinaria (CFMV). Com
excecdo dos testes de toxicidade, imediatamente apds a finalizagdo dos
experimentos, realizou-se o sacrificio dos ratos em camara de CO; e dos
camundongos pelo método de deslocamento cervical. A carcaga animal foi
acondicionada em embalagem plastica apropriada e conservada em freezer a -20°C
até ser recolhida pelo Centro de Controle de Zoonoses da Prefeitura de Porto
Alegre. Os protocolos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica em
Pesquisa desta Universidade (processo n° 2005453, aprovado na reuniao 43/2005,
ata n° 64, de 24/11/2005 — Anexo 1) e pelo Comité de Etica da Universidade
Regional Integrada do Alto Uruguai e das Missdes — URI (055-1/P1A/05).
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4.4 Planejamento do estudo clinico para avaliacdo de PA sobre a qualidade de

sono em voluntéarios sadios

O estudo clinico seria realizado no Laboratério do Sono do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre (HCPA), sob orientagédo do Prof. Dr. Flavio Kapczinski e

colaboracao da Dr. Suzana Veiga Schonwald do Servigo de Neurologia do HCPA.

O planejamento do estudo clinico para a avaliacédo de PA sobre a qualidade
de sono foi realizado em paralelo ao estudo pré-clinico e esta descrito com mais
detalhes posteriormente (Anexos 2, 3, 4 e 5). O protocolo experimental foi aprovado

pelo Comité de Etica em Pesquisa do HCPA (processo n° 05304, Anexo 6).
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5.1 Caracterizacao do extrato

O rendimento do extrato seco nebulizado de P. alata (PA) foi de
aproximadamente 10% em relagdo ao pé das folhas secas. O teor de flavondides
totais, determinado através da técnica de complexagao com cloreto de aluminio, foi
de 2,6 + 0,05%. Nao foi detectada a presenca de alcaldéides em PA, quando

empregado o teste de Mayer.

5.2 Ensaios pré-clinicos

5.2.1 Avaliagéo sobre o Sistema Nervoso Central

5.2.1.1 Teste de potenciacédo do sono barbitarico

Os animais tratados com PA na dose de 300 mg/kg reduziram
significativamente a laténcia (Figura 8) e apresentaram um aumento significativo na
duragédo do sono (Figura 9) induzido por pentobarbital (40 mg/kg, i.p.). Quando a

dose foi aumentada para 600 mg/kg, esses efeitos ndo foram observados.
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Figura 8: Efeito de PA na laténcia para o sono induzido por pentobarbital, 40 mg/kg, i.p..
Tratamentos: SAL (solugado salina, 1 mL/100g v.o., n=9), DZP (diazepam 2 mg/kg v.o., n=12), PA300
(PA 300 mg/kg v.o., n=11) e PA600 (PA 600 mg/kg v.o., n=10). Resultados expressos em média +
erro padrdo. **diferenca significativa em relagdo ao grupo SAL (ANOVA, F341)=5,996, p<0,01);
*diferenga significativa em relacéo ao grupo SAL (ANOVA, F341=5,996, p<0,05).
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Figura 9: Efeito de PA na duragéo do sono induzido por pentobarbital (40 mg/kg i.p.). Tratamentos:
SAL (solucao salina, 1mL/100g v.o., n=9), DZP (diazepam 2mg/kg v.o., n=12), PA300 (PA 300 mg/kg
v.0., n=11) e PA600 (PA 600 mg/kg v.o., n=10). Resultados expressos em mediana e intervalos
interquartis ***diferenca significativa em relagdo ao grupo SAL (Kruskal-Wallis, Hs40=21,499,
p<0,001).

5.2.1.2 Avaliacéo da atividade locomotora espontanea

Em ambas as doses de PA testadas, ndo houve alteracdo nos parametros de

atividade locomotora esponténea observados (Tabela 2).

Tabela 2: Efeito de PA na atividade locomotora espontanea. Tratamentos: SAL (solu¢do
salina, 1 mL/100g, v.0.), PA300 (PA 300 mg/kg, v.0.) e PA600 (PA 600 mg/kg, v.0.).
Resultados expressos em média + desvio padréo.

Tratamentos Crossings Rearings Groomings
SAL (n=13) 134 + 39 3310 28+23
PA300 (n=9) 152 + 41 27 £10 27+16
PAGOO (n=8) 156 + 38 32+14 3,0+27

ANOVA uma via, p>0,05.

5.2.1.3 Avaliacéo da coordenagao motora em aparelho de rota-rod

A administracdo de PA, tanto na dose de 300 mg/kg como na dose de 600

mg/kg, néo alterou os parametros observados na avaliagdo da coordenagdo motora
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em aparelho de rota-rod (maior tempo de permanéncia e nimero de quedas) dentro

do periodo de 5 min de observacgao (Figuras 10 e 11).
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Figura 10: Efeito de PA no teste de avaliagdo da coordenagdo motora em aparelho de rota-rod.
Parametro: maior tempo de permanéncia. Tratamentos: SAL (solugéo salina, 1mL/100g v.o., n=11),
DZP (diazepam 5 mg/kg v.o., n=10), PA300 (PA 300 mg/kg v.o., n=8) e PA600 (PA 600 mg/kg v.o.,
n=9). Resultados expressos em média + erro padrao (***diferenca significativa em relagdo ao grupo
SAL no T60; **diferenga significativa em relagdo a TO no grupo DZP. ANOVA de duas vias com
medidas repetidas: fator tratamento F(75=11,044 p<0,001; fator tempo F75=7,589 p=0,009;
interagao tempo x tratamento F 3 75=10,842 p<0,001).
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Figura 11: Efeito de PA no teste de avaliagdo da coordenagdo motora em aparelho de rota-rod.
Parametro: numero de quedas. Tratamentos: SAL (solu¢cdo salina, 1mL/100g v.o., n=11), DZP
(diazepam 5mg/kg v.o., n=10), PA300 (PA 300 mg/kg v.o., n=8) e PAG00 (PA 600 mg/kg v.o., n=9).
Resultados expressos em média + erro padrao (***diferenga significativa em relagdo ao grupo SAL no
T60 e entre o TO do mesmo grupo. ANOVA de duas vias com medidas repetidas: fator tratamento
F375=17,065 p<0,001; fator tempo F75=17,8561 p<0,001; interagdo tempo x tratamento
F(s.75=13,847 p<0,001).
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5.2.1.4 Inducao de catatonia

O resultado deste teste esta apresentado na figura 12. A administragdo de
PA, nas doses de 300 e 600 mg/kg, ndo alterou o tempo de permanéncia dos
animais na barra, nos intervalos de tempo observados apds a administragdo do

tratamento.
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Figura 12: Efeito de PA no teste de indugdo de catatonia. Tratamentos: SAL (solugéo salina, 1
mL/100g v.o., n=10), HAL (haloperidol 4 mg/kg v.o., n=9), PA300 (PA 300 mg/kg v.o., n=10) e PA600
(PA 600 mg/kg v.o., n=8). Resultados expressos em média + erro padrao (***diferenca significativa
em relagdo a T30 no grupo HAL; **diferenga significativa em relacdo a T60 no grupo HAL;
" diferenca significativa em relagdo ao grupo SAL no tempo T60 e T90. ANOVA de duas vias com
medidas repetidas: fator tratamento F110=28,422 p<0,001; fator tempo F(110=15,245 p<0,001;
interacdo tempo x tratamento F g 110)=12,990 p<0,001).

5.2.1.5 Avaliacéo do efeito sobre a temperatura corporal

Os animais apresentaram efeito hipotérmico em ambas as doses de PA
testadas (300 e 600 mg/kg), ja no intervalo de 15 minutos até o intervalo de 90
minutos apds a administracdo dos tratamentos, em relagcéo a temperatura basal dos
animais. Quando os grupos foram comparados ao controle, somente a dose de 600
mg/kg apresentou diferengas significativas, nos intervalos de 30 e 60 minutos apos a

administracao de PA (Figura 13).
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Figura 13: Efeito de PA sobre a temperatura retal de camundongos. Tratamentos: SAL (solugéo
salina, 1 mL/100g v.o., n=6), PA300 (PA 300 mg/kg v.o., n=9) e PA600 (PA 600 mg/kg v.o., n=8).
Resultados expressos em média + erro padrao (***diferenga significativa em relagdo a TO no grupo
PA300; **diferenca significativa em relagao a TO no grupo PA300; “*diferenca significativa em relagao
a TO no grupo PA600; " diferenca significativa em relagdo a TO no grupo PAG600; *diferenca
significativa em relagdo a TO no grupo PA600; §diferenga significativa em relagdo ao grupo SAL no
tempo T30 e T60 para PA600. ANOVA de duas vias com medidas repetidas: fator tratamento
F2114=2,538, p=0,104; fator tempo F4114=8,468, p<0,001; interagcdo tempo x tratamento
F(8,114)=1 , 740 p=0,102)

5.2.1.6 Labirinto em cruz elevado

a) Em camundongos

Quando avaliadas as porcentagens de entradas e de tempo gasto nos bragos
abertos e fechados (Tabela 3), PA ndo apresentou diferenga significativa em relagéo

ao grupo controle, em nenhuma das doses testadas (300, 600 e 900 mg/kQg).

Em valores absolutos, a dose de 600 mg/kg causou um aumento significativo
no numero de entradas nos bracos fechados. Nos outros pardmetros observados,

PA nao mostrou diferenca significativa em relagao ao grupo controle (Tabela 4).
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Tabela 3: Efeito da administragdo aguda de PA (em valores percentuais) no labirinto em
cruz elevado, em camundongos. Tratamentos: SAL (solugéo salina, 1 mL/100g, v.o.), DZP
(diazepam, 2 mg/kg, v.o.), PA300 (PA 300 mg/kg, v.o.), PA600 (PA 600 mg/kg, v.o0.) e
PA900 (PA 900 mg/kg, v.0.). Resultados expressos em mediana e intervalo interquartis.

Tratamentos | Porcentagem de tempo de permanéncia Porcentagem de entradas
Bracos Bracos Fechados Bracos Bracos
Abertos Abertos Fechados
SAL (n=12) 22,2 (13,8 - 31,7) 77,8 (68,3 — 86,2) 30,3 (26,1 -34,8) 69,7 (65,2-73,9)
DZP (n=12) 47,2 (41,6 -57,9)* 52,8 (42,1 - 58,4)" 47,1 (38,0-50,8) 52,9 (49,2-62,0)

PA300 (n=12)
PAB00 (n=14)

PA900 (n=6)

14,0 (8,5 — 49,5)
33,5 (12,0 — 49,0)

26,0 (16,0 — 57,0)

86,0 (50,5 — 91,5)
72,0 (51,0 — 86,0)

74,0 (43,0 — 84,0)

22,0 (15,0 — 44,0)
25,0 (12,0 — 33,0)

31,0 (25,0 — 50,0)

78,0 (56,0 — 85,0)
75,0 (67,0 — 88,0)

69,0 (50,0 — 75,0)

*Diferenca significativa em relacdo ao grupo SAL. Kruskal-Wallis, H 55=10,559 p=0,032; #difereng:a
significativa em relacdo ao grupo SAL. Kruskal-Wallis, H 4 s5=10,924 p=0,027.

Tabela 4: Efeito da administracao aguda de PA (em valores absolutos) no labirinto em cruz

elevado, em camundongos.

Tratamentos: SAL (solugdo salina, 1 mL/100g, v.o.), DZP

(diazepam, 2 mg/kg, v.o.), PA300 (PA 300 mg/kg, v.o.), PA600 (PA 600 mg/kg, v.0.) e
PA900 (PA 900 mg/kg, v.0.). Resultados expressos em média + desvio padréo.

Tratamento | Tempo de permanéncia (s) Numero de Entradas Rearings | Avaliacao
de Risco

Bragos Bragos Bragos Bragos TOTAL

Abertos Fechados Abertos Fechados

SAL (n=12) 34,8 £ 13,1 118,8 £ 43,4 41+1,9 9,3+3,3 134+41 | 30£34 | 179%8,3
DZP (n=12) | 84,8 +194** 90,5+26,1 |10,7+3,8™ 120+30 227+58%% 27+26 | 166+4,6
PA300 (n=12) | 35,2+ 31,2 105,4 £47,0 3,7+23 10,1 £4,7 13,849 | 29+3,3 | 16,245
PAB00 (n=14) | 45,8 +29,8 114,5 + 39,3 46+27 145+43% 191+48 46+41 | 165+6,7
PA900 (n=6) 47,0+43,0 111,2 £ 59,2 47+43 8,0+3,6 12,7+6,9 | 3,3+20 | 15078

***Diferenca significativa em relagdo ao grupo SAL (ANOVA, Fs55=6,873 p<0,001); #diferenca
significativa em relagéo ao grupo SAL (ANOVA, F s5= 4,639, p=0,007); " diferenca significativa em
relagdo ao grupo SAL (ANOVA, F 55=11,323 p<0,001); §§§difereng;a significativa em relagdo ao grupo
SAL (ANOVA, F455=7,964 p<0,001).
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b) Em ratos

Administracdo aguda

Os valores percentuais de tempo e entradas nos bracos abertos e fechados
estdo sumarizados na tabela 5. PA (300 e 600 mg/kg) ndao mostrou diferengas

significativas em relagdo ao grupo controle nesses parametros.

Na avaliagao dos parametros em valores absolutos, pode-se observar que PA
300 mg/kg apresenta uma tendéncia em diminuir o tempo de permanéncia dos
animais no bragco aberto e aumenta significativamente o tempo gasto no brago
fechado (Tabela 6). Nesta dose, PA reduziu significativamente o namero total de
entradas nos bracos do labirinto. Pode-se observar também que PA 600 mg/kg

diminuiu significativamente o numero de comportamentos de avaliagéo de risco.

Tabela 5: Efeito da administragcdo aguda de PA (em valores percentuais) no labirinto em
cruz elevado, em ratos. Tratamentos: SAL (solugdo salina, 1 mL/1000g, v.o.), DZP
(diazepam, 1 mg/kg, v.o.), PA300 (PA 300 mg/kg, v.0.) e PAB00 (PA 600 mg/kg, v.o.).
Resultados expressos em mediana e intervalo interquartis.

Tratamentos Porcentagem de tempo de Porcentagem de entradas
permanéncia

Bragos Bragos Bragos Bragos
Abertos Fechados Abertos Fechados
SAL (n=13) 16,0 (11,5-23,5) 84,0(76,5-88,5) | 27,0(23,2-31,5) 73,0(68,5-83,8)

DZP (n=12) 44,5 (38,5 —49,0)** 55,5 (51,0 —61,5) | 50,0 (48,5 53,0 50,0 (47,0 — 51,5)%%

PA300 (n=10) = 50(2,0-13,0)  950(87,0-98,0) | 24,5(11,0-36,0) 755 (64,0 —89,0)

PABOO (n=12) | 27,0(155-36,5) 73,0(635-84,5)  395(36,0-485) 60,5 (51,5—64,0)

***leerenga significativa em relagdo ao grupo SAL. Kruskal-Wallis, Hgz46= 27,522, p<0,001;
i dlferenga significativa em relagdo ao grupo SAL. Kruskal-Wallis, Hgz46= 23,891, p<0,001;
868 diferenca significativa em relagdo ao grupo SAL. Kruskal-Wallis, Hs 46)= 24,429, p<0,001.
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Tabela 6: Efeito da administracdo aguda de PA (em valores absolutos) no labirinto em cruz
elevado, em ratos. Tratamentos: SAL (solugao salina, 1 mL/1000g, v.0.), DZP (diazepam, 1
mg/kg, v.o.), PA300 (PA 300 mg/kg, v.0.) e PAG600 (PA 600 mg/kg, v.0.). Resultados
expressos em media + desvio padréo.

Tratamento Tempo de permanéncia (s) Numero de Entradas Rearings | Avaliag&o
de Risco
Bragos Bragos Bragos Bragos TOTAL
Abertos Abertos  Fechados
Fechados
SAL (n=13) 37,3 £23,1 172,3+£ 26,4 32+1,8 9,1+3,1 12,2+3,9 |13,2+3,5| 10,7 +6,1

DZP (n=12) 94,0 +17,2%* 1212+23,9* | 84+14™ 84+18 168+22" 129+3537+1,9%
PA300 (n=10) | 17,4+16,7 209,4+387* | 19+16 63+29 82+37" |104+35| 90+53
PA600 (n=12) | 54,4+30,3 1702+541 | 45+22 6327 108+44 130+4,0/|4,3+24%

***Diferenca significativa em relagéo ao grupo SAL. ANOVA, F.46= 23,145, p<0,001; **diferenca

significativa em relagdo ao grupo SAL. ANOVA, Fs46= 10, 347 p=0,004; *diferenga significativa em

relagdo ao grupo SAL. ANOVA, F46= 10,347, p=0,023; dlferenga significativa em relacdo ao

grupo SAL. ANOVA, F.46= 28,456, p<0,001; *diferenca significativa em relagdo ao grupo SAL.

ANOVA, Fu6)= 10 926 p= 0 003; *diferenca S|gn|f|cat|va em relagdo ao grupo SAL. ANOVA, F46=

10 926, p= O 032 d|ferenga significativa em relacdo ao grupo SAL. ANOVA, F346= 7,783, p<0, 001
d|ferenga significativa em relagcdo ao grupo SAL. ANOVA, F46= 7,783, p=0, 002

Administracéo de doses repetidas

Os animais tratados repetidamente com PA 300 mg/kg e avaliados no labirinto
em cruz elevado apresentaram uma diferenga significativa tanto na porcentagem de
tempo de permanéncia nos bracos abertos quanto nos bragos fechados, em relagao
ao grupo controle. Ainda que ndo tenha havido diferenca estatisticamente
significativa para a porcentagem de entradas nos bragos abertos e fechados, PA
diminui essa porcentagem para os bragos abertos e aumenta para os bragos
fechado (Tabela 7).

Da mesma forma, os valores absolutos de tempo de permanéncia nos bracos
abertos e fechados também mostraram diferengas significativas em relagéo ao grupo
controle. Nos outros parametros do teste do labirinto em cruz elevado avaliados, PA

nao apresentou diferengas significativas em relagdo ao grupo SAL (Tabela 8).

Em relacdo a esse experimento, também se pode observar que o grupo
tratado com diazepam na dose de 2 mg/kg ndo apresentou efeito ansiolitico,

divergindo dos resultados observados com o tratamento agudo.
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Tabela 7: Efeito da administragdo de doses repetidas de PA (em valores percentuais) no
labirinto em cruz elevado, em ratos. Tratamentos: SAL (solugéo salina, 1 mL/1000g, v.0.) e
PA300 (PA 300 mg/kg, v.0.). Resultados expressos em mediana e intervalo interquartis.

Tratamentos Porcentagem de tempo de Porcentagem de entradas
permanéncia

Bracos Bragos Bracos Bragos

Abertos Fechados Abertos Fechados
SAL (n=8) 50,5 (28,5-77,0) 49,5(23,0-71,5) 52,5 (35,5 -62,0) 42,5 (37,5 -60,0)
DZP (n=8) 37,5(12,5-44,0) 62,5 (56,0 —87,5) 40,0 (36,5 —50,0) 60,0 (50,0 — 63,5)

PA300 (n=9) 12,0 (3,0 — 26,0)* 88,0 (74,0-97,0)* 38,0 (22,5-435) 62,0 (56,5 77,8)

*Diferenga significativa em relagéo ao grupo SAL. Kruskal-Wallis, H 24)= 7,583, p=0,023.

Tabela 8: Efeito da administragdo de doses repetidas de PA (em valores absolutos) no
labirinto em cruz elevado, em ratos. Tratamentos: SAL (solugdo salina, 1 mL/1000g, v.0.) e
PA300 (PA 300 mg/kg, v.0.). Resultados expressos em média + desvio padrao.

Tratamento Tempo de permanéncia (s) Numero de Entradas Rearings | Avaliacéo
de Risco
Bragos Bragos Bragos Bragos TOTAL
Abertos Fechados Abertos Fechados
SAL (n=8) 121,81+ 72,4 103,9+52,3 | 58+26 6,0+22 118+24|139+36| 49+14
DZP (n=8) 77,1 +£50,5 167,8+62,1 | 35+23 45+23 80+41 |(114+£2,7| 36+27
PA300 (n=9) 40,6 + 39,6 210,7+21,8*| 3,7+26 6,2+18 99+38 |123+55| 3,9+0,9

*Diferenga significativa em relagdo ao grupo SAL. ANOVA, Fy.4= 4,579, p=0,017; **diferenca
significativa em relagédo ao grupo SAL. ANOVA, F.4= 7,065, p=0,003.

5.2.1.7 Protecao a convulsdes induzidas por pentilenotetrazol

Os animais tratados agudamente com PA n&o mostraram diferengas
significativas em relagdo ao grupo controle na laténcia para a primeira convuls&o. Da
mesma forma, quando as convulsdes foram classificadas em graus (grau 0 —

nenhum comportamento convulsivo; grau 1 - abalos mioclénicos; grau 2 - abalos
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clénicos; grau 3 - abalos ténicos; e grau 4 - abalos ténicos, levando a morte), o
grupo PA nao apresentou diferengas significativas em relagdo ao controle. O grupo
tratado com diazepam (2 mg/kg, v.0.) ndo mostrou nenhum comportamento

convulsivo (Tabela 9).

Apo6s administracdo durante o periodo de 14 dias, os animais tratados com
PA 300 mg/kg nao apresentaram diferengas significativas em relacdo ao grupo
controle, nos parametros avaliados. Quando estes animais foram comparados aos
animais tratados agudamente, também nao foram observadas diferencas

significativas nesses parametros (Tabela 9).

Tabela 9: Efeito de PA no teste de protegcdo a convulsdes induzidas por pentilenotetrazol
(80 mg/kg, i.p.), ap6s administracdo aguda e administragdo de doses repetidas.
Tratamentos: SAL (solugdo salina, 1 mL/100g, v.0.), DZP (diazepam, 2 mg/kg, v.0.), PA300
(PA 300 mg/kg, v.o.) e PA600 (PA 600 mg/kg, v.0.). Resultados expressos em mediana e
intervalo interquartis.

APOS ADMINISTRACAO AGUDA

Tratamentos Laténcia (s) Graus
SAL (n=12) 57,5 (55,5 - 83,5) 2,0 (2,0-3,0)
DZP (n=11) - 0,0 (0,0 — 0,0)***
PA300 (n=10) 64 (58,0 — 77,0) 2,0 (2,0-2,0)
PA600 (n=10) 75,5 (62,0 — 91,0) 2,0(2,0-2,0)

APOS ADMINISTRACAO REPETIDA

Tratamentos Laténcia (s) Graus
SAL (n=10) 68,0 (61,0 - 73,0) 2,0(2,0-3,0)
PA300 (n=10) 69,5 (56,0 — 87,0) 2,0(2,0-3,0)

***Diferenca significativa em relagdo ao grupo SAL. Kruskal-Wallis, H 3 43= 33,820, p<0,001.
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5.2.2 Ensaios de Toxicidade

5.2.2.1 Toxicidade aguda

A administracdo aguda de PA, em camundongos, ndo provocou mortes nas
primeiras 24 horas de observacao apos a administracdo dos tratamentos, até a dose
de 4800 mg/kg v.o. Consequentemente, nédo foi possivel determinar a DLso. N&o
foram observados sinais importantes de toxicidade no periodo de 14 dias apds a

administracao dos tratamentos.

No desenvolvimento ponderal, somente os animais tratados com PA na dose
de 600 mg/kg apresentaram diferenca significativa em relagédo ao grupo controle no
7° dia de observacdao. No 15° dia, essa diferenga nao foi observada. Os animais
tratados com PA nas doses de 1200, 2400 e 4800 mg/kg n&o apresentaram
diferencas em relagdo ao grupo controle. Todos os grupos apresentaram diferenca
significativa quando realizada comparagao intragrupos do 7° dia em relagao ao dia

zero e 15° dia em relagéo ao dia zero e ao 7° dia (Figura 14).
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Figura 14: Efeito de PA sobre o desenvolvimento ponderal de camundongos apés a administragéo
aguda. Tratamentos: SAL (solugdo salina, 1 mL/1000g, v.o., n=08), PA600 (PA 600 mg/kg, v.o.,
n=08), PA1200 (PA 1200 mg/kg, v.o., n=08), PA2400 (PA 2400 mg/kg, v.o., n=08) e PA4800 (PA
4800 mg/kg, v.o., n=O’Q. Resultados expressos em média + erro padrdo. (***diferenga significativa em
relagao ao dia zero; "diferenca significativa em relagdo ao sétimo dia; **diferenca significativa em
relagéo ao grupo SAL. ANOVA de duas vias com medidas repetidas: fator tratamento F 117= 2,494;
p=0,060; fator tempo F,117y=460,315; p<0,001, interagéo tempo x tratamento F 117y= 2,245; p=0,034).
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5.2.2.2 Toxicidade de doses repetidas

Quando PA foi administrado durante o periodo de 14 dias, também nao foram
observados sinais de toxicidade. Em relagcdo aos paradmetros urinarios,
hematolégicos, bioquimicos (Tabelas 10, 11 e 12) e histopatolégicos (Anexo 7), o
grupo tratado com PA nao apresentou diferengas significativas em relagdo ao grupo
controle. Por outro lado, ratos tratados com PA n&o apresentaram ganho de peso
durante os 14 dias de administracédo, efeito observado também para os animais
tratados com diazepam. Somente os animais tratados com SAL apresentaram

diferencas significativas em relagcao ao dia zero (Figura 15).

Tabela 10: Pardmetros hematoldgicos avaliados em ratos apds administracdo de doses
repetidas de PA300 (300 mg/kg, v.o., n=08). Grupo controle: SAL (solugédo salina, 1
mL/1000g, v.o., n=07). Resultados expressos em média + desvio padrao.

SAL PA300
Eritrécitos (x10°%/uL) 8,0+0,2 8,2+0,4
Hematécrito (%) 50,9+14 496 +£2,7
Hemoglobina (g/dL) 16,7 £ 0,6 16,8 £1,3
VCM (fL) 62,7 + 1,1 60,5+2,3
CHCM (%) 33,3+0,9 33,9+1,7
Proteinas plasmaticas totais (g/L) 55,7+1,4 57,0+24

Leucécitos (/ul)

Neutrofilos segmentados (/uL)
Eosinofilos (/ulL)

Linfocitos (/ul)

Mondcitos (/uL)

4642,9 £ 2145,4
1019,0 £472,4
6,0+ 15,9
3431,6 £ 1705,0

186,3 + 165,0

5537,5 + 1143,6
1129,9 £ 335,5
21,56£30,5
4306,4 £ 1002,4

79,8 £52,2

Teste t, p>0,05.
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Tabela 11: Parametros bioquimicos séricos avaliados em ratos apdés administracido de
doses repetidas de PA300 (300 mg/kg, v.o., n=08). Grupo controle: SAL (solug¢ao salina, 1
mL/1000g, v.o., n=07). Resultados expressos em média + desvio padrao.

SAL PA300
AST (U/L) 196,9 + 63,1 145,9 + 36,9
ALT (U/L) 57,1+ 39,9 61,1+39,4
Fosfatase alcalina (U/L) 207,1£ 70,3 172,0 £ 31,8
Creatinina (mg/dL) 1,1+04 0,9+0,2
Colesterol (mg/dL) 65,7 £ 16,8 52,3+9,9
Triglicerideos (mg/dL) 98,3 +£33,0 90,5+ 18,6
Glicose (mg/dL) 361,8 £+117,3 465,3 £ 87,2
Proteinas totais (g/dL) 78+1,2 74+10

Teste t, p>0,05.

Tabela 12: Parametros urinarios avaliados em ratos apos administracdo de doses repetidas
de PA300 (300 mg/kg, v.o., n=05). Grupo controle: SAL (solug¢ao salina, 1 mL/1000g, v.o.,
n=07). Resultados expressos em média * desvio padrao.

SAL

PA300

Densidade
pH
Cetona (mg/dL)

Urobilinogénio (U/dL)

1.046 £ 0.0122

6.4+0.6

12.1+4.9

0.2+0.0

1.053 + 0.0096

7.0£0.9

15.0+0.0

04+04

Teste t, p>0,05.
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Figura 15: Efeito de PA sobre desenvolvimento ponderal de ratos durante a administracdo de doses
repetidas. Tratamentos: SAL (solu¢do salina, 1 mL/1000g, v.o., n=08), PA300 (PA 300 mg/kg, v.o.,
n=08) e DZP (diazepam 2 mg/kg, v.o., n=08). Resultados expressos em média + erro padrao.
g***diferenga significativa em relagdo ao grupo SAL; ##diferenga significativa em relagéo ao dia zero;
#diferen(;a significativa em relagao ao dia 8. ANOVA de duas vias com medidas repetidas: fator
tratamento F,71y=2,178; p=0,138; fator tempo F,71=12,735; p<0,001, interagéo tempo x tratamento
F(4,71)= 5,515; p=0,001 )

5.2.2.3 Genotoxicidade

A administracdo aguda de PA (150, 300 e 600 mg/kg) causou um aumento
significativo no indice de dano (ID) e frequéncia de dano (%) em células de cérebro,
figado e sangue periférico de camundongos, quando avaliado pelo ensaio cometa.
Todas as doses de PA provocaram mais do que 85% de cometas (Tabela 14). A
figura 16 mostra a extensdo dos danos de DNA. Os danos da classe 4 observados
ocorreram em mais de 10% das células de cérebro e figado, com todas as doses
testadas.
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Figura 16: Distribuicdo das classes de danos de DNA (0 — sem dano to 4 — dano maximo) no ensaio
cometa para células de cérebro, figado e sangue periférico. Tratamentos: SAL (solugdo salina, 1
ml/1000g, n=05), PA150 (150 mg/kg v.o., n=05), PA300 (300 mg/kg v.o., n=05), PA600 (600 mg/kg
v.0., n=05) e MMS (metilmetanosulfonato, 40 mg/kg, n=05). Valores expressos em média + desvio
padréo.
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Tabela 13: Ensaio cometa em células de cérebro, figado e sangue periférico de
camundongos tratados agudamente com PA (150 mg/kg v.o., n=05), PA300 (300 mg/kg v.o.,
n=05), PA600 (600 mg/kg v.o., n=05) e sacrificados 3 horas apds a administragcado. Grupos-
controle: SAL (solugdo salina, 1 ml/100g v.o., n=05) e MMS (contrele positivo,
metilmetanosulfonato 40 mg/kg v.o., n=05). Resultados expressos em média * desvio
padrao.

Tratamento indice de dano (ID) Frequéncia de dano(%)
Cérebro SAL 39.4+12.0 37.2+12.0
PA150 270.0 + 41.3 *** 99.6 + 0.9%#
PA300 263.2 +£22.2 *** 98.8 + 1.6"#
PA600 218.8 + 69.4 *** 93.4 +6.8%*
MMS 305.6 + 11.9 *** 96.4 + 2.9
Figado SAL 46.8 + 12.4 40.2+9.4
PA150 231.4+21.6%8 98.4 + 3.0 5%
PA300 251.8 +41.858 99.2 +1.3%%&
PA600 192.8 + 33.0 58 94.2 +5.0%&
MMS 277.2 +27.85%8 94.8 + 1.6%&
Sangue SAL 31.8+10.4 31.4+98
periférico PA150 156.2 + 28.6 ™™ 91.6 £2.1¥*¥
PA300 165.6 + 20.2 ™ 97.4+1.9%¥¥
PA600 120.8 + 17.6 ™ 89.6 + 8.9 **¥
MMS 265.4 +10.9™" 93.8+0.8"%¥

***Diferenga significativa em relagdo ao grupo controle para o indice de dano em células cerebrais
(ANOVA, Fs24= 37.895; p<0,001); ###Diferenga significativa em relagdo ao grupo controle para
freqliéncia de dano em células cerebrais (ANOVA, F 4= 98.919; p<0,001); §§§Diferenga significativa
em relagéo ao grupo controle para o indice de dano em células hepaticas (ANOVA, F 4= 49.027;
p<0,001); &&&Diferenga significativa em relagdo ao grupo controle para freqtiéncia de dano em células
hepaticas (ANOVA, F4.24= 126.292; p<0,001); ““Diferenca significativa em relagéo ao grupo controle
para o indice de dano em células sangiineas (ANOVA, Fy4.4= 100.591; p<0,001); ey Diferenca
significativa em relagdo ao grupo controle para freqiiéncia de dano em células sangiineas (ANOVA,
F(4_24)= 104.076; p<0,001)
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Neste trabalho foi investigada a acdo de um extrato seco nebulizado de P.
alata quimicamente caracterizado em modelos animais classicos para avaliagao de
efeito central, especialmente acido hipndtico/sedativa e ansiolitica, bem como sua
toxicidade. A caracterizagdao € um passo importante para garantir a uniformidade da
composicado quimica e, consequentemente, reprodutibiidade do efeito
farmacologico. O estabelecimento de marcadores quimicos, preferencialmente as
substancias ativas (quando conhecidas), é indispensavel para o planejamento e
monitoramento das agbdes de transformagao tecnolégicas e para os estudos de
estabilidade (SoNAGLIO et al., 2003). Os flavondides C-glicosilados parecem
constituir a melhor opgao de escolha de marcadores de qualidade para a espécie de
P. alata, pois sdo os constituintes de distribuicdo mais homogénea no género
Passiflora (DHAWAN et al., 2004) e tém sido sugeridos como possiveis constituintes
responsaveis pelas suas atividades farmacoldgicas (OGA et al., 1984; LUTOMSKI et
al., 1975; BETTI et al., 2004; DHAWAN et al., 2004) e, além disso, ja sdo relatados
como marcadores para as espécies de P. incarnata e P. edulis (PETRY et al., 1998;
DE Souza, 1997; SCHMIDT; GONZALEZ ORTEGA, 1993). Além disso, a determinagcéo do
teor de flavondides totais através da técnica de complexacdo com cloreto de
aluminio constitui um método simples e rapido para a caracterizagdo desses
compostos (PETRY et al., 1998) e, por esta razao, foi utilizada neste trabalho. Para o
extrato seco nebulizado de P. alata (PA) o teor de flavondides totais foi de 2,6 +
0,05%.

Como primeiro passo para a avaliagdo farmacolégica de PA foi realizado o
teste de potenciagdo do sono induzido por barbituricos. A administracdo do extrato
na dose de 300 mg/kg diminuiu a laténcia e prolongou a duragdo do sono,
significativamente, em relagcdo ao grupo controle. Porém, quando a dose foi

aumentada para 600 mg/kg, nenhum desses efeitos foi observado.

No teste de potenciacdo do sono barbiturico, farmacos depressores do SNC,
em geral, reduzem a laténcia e/ou aumentam a duragao do sono induzido. Por outro
lado, substancias metabolizadas no figado podem alterar os parametros registrados
como consequéncia de uma interagcdo farmacocinética (LAPA et al., 2003), inibindo a
metabolizacdo do pentobarbital e, consequentemente, aumentando o tempo de

sono. Flavondides modulam enzimas do sistema citocromo P-450, incluindo inducéo,
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ativacao e inibicao de isoenzimas CYP especificas (MOON et al., 2006). CHAUDHARY;
WILLETT (2006) demonstraram que flavondides inibem seletivamente isoenzimas
CYP1, dependendo da extensdo de sua absorcdo, indicando que os flavondides
poderiam inibir as enzimas responsaveis pela metabolizagdo do pentobarbital,
aumentando o tempo de sono induzido. Contudo, ndo foram encontrados estudos
que demonstrem que flavondides inibem especificamente enzimas CYP3A2 de
ratos, equivalentes a CYP3A4 humana, que metaboliza os farmacos barbituricos.
Além disso, o fato de PA diminuir a laténcia para o inicio do sono refor¢ca a idéia de
uma acao central. Porém, o desaparecimento do efeito de PA sobre o sono com o
aumento da dose é um resultado intrigante. Trés explicagbes poderiam ser
sugeridas, duas de base farmacocinética e uma, de base farmacodinamica: efeito
auto-indutor de metabolismo, interferéncias na absor¢cdo ou antagonismo

farmacoldgico entre as diferentes substancias presentes no extrato.

Uma hipotese plausivel seria que as substancias ativas de PA apresentem um
efeito auto-indutor do metabolismo, como descrito para alguns farmacos, por
exemplo, a carbamazepina (ARROYO; SANDER, 1999). Como um extrato vegetal é
uma mistura complexa de substancias, também é razoavel supor a possibilidade de
que substancias diferentes daquelas responsaveis pela agcao depressora de PA,
quando em maior concentracdo, possam induzir o metabolismo das mesmas. No

entanto, estes efeitos dificilmente se expressariam com uma unica dose.

Outra possibilidade € que na dose mais baixa (300 mg/kg), a(s) substancia(s)
responsavel(is) pelo aumento da duragao do sono sejam absorvidas numa extensao
suficiente para apresentar o efeito e, quando a dose € aumentada, outras
substancias presentes no extrato estejam impedindo a absorgéo da(s) substancia(s)

com efeito depressor do SNC.

As saponinas sao os principais constituintes de P. alata, constituindo em torno
de 20 % de um extrato aquoso das folhas (BIRK et al., 2005; REGINATTO et al., 2001).
Os flavondides também representam um grupo importante de metabdlitos
secundarios nesta espécie, tendo sido ja isolados vitexina, isovitexina, orientina e 2’-
xilosil-vitexina (ULUBELEN et al., 1982), 2”-ramnosil-vitexina, 2”-ramnosil-escoparina,
2”-ramnosil-orientina, isoorientina (DOYAMA et al., 2005). Além disso, ainda que nao

tenham sido detectados em PA, alcaldides B-carbolinicos do tipo harmano foram
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detectados anteriormente na folhas de P. alata em concentragcdo de 0,217 mg%
(OcAet al., 1984).

Embora existam registros da atividade central de algumas saponinas em
modelos experimentais (UNE et al., 2001; Wu et al., 2003; CHA et al., 2005), existem
evidéncias de que as saponinas sao pouco absorvidas quando administradas por via
oral (HOSTTETMANN; MARSTON, 1995). Além disso, € descrito que as saponinas
podem afetar a penetracdo e transporte de moléculas biologicamente ativas
(HOSTTETMANN; MARSTON, 1995). Alguns estudos demonstraram que elas podem agir
como promotores de absorcdo de diversos farmacos, especialmente antitumorais
(CHo et al., 2003; NAKAMURA et al., 2003). Por outro lado, elas também atuam como
inibidores de absor¢cdo de agucares, colesterol e alcool (YOSHIKAWA et al., 1996;
Koo, 1999; MOREHOUSE et al., 1999; DETMERS et al., 2000; Luo et al., 2001).
Portanto, as saponinas, quando em concentracbes mais altas (PA 600 mg/kg),
poderiam estar interferindo na absorcdo das substancias ativas no tempo de sono,

resultando na perda do efeito hipnoético/sedativo observado na dose de 300 mg/kg.

A extensdo da absorgcdo oral dos flavondides ainda ndo estd plenamente
definida, mas alguns estudos demonstram que esta classe de substancias é
pobremente absorvida, especialmente quando na forma de heterosideos (CHANG et
al., 2005; KHALED et al., 2003; ScCALBERT; WILLIAMSON, 2000). A extensdo da
absorcéo dos heterosideos esta relacionada com a extensao da hidrélise enzimatica
no intestino e com o tipo de agucar ligado as agliconas (CHANG et al., 2005; GRAEFE
et al., 2001; HoLLMAN et al., 1999). Nao foram encontrados relatos da
farmacocinética dos flavonoides ja identificados em P. alata. Porém, um derivado de
vitexina (vitexina 7-glicosideo) exibiu alta permeabilidade intestinal em ratos, o que &

preditivo de uma boa absorgéo (RUAN et al., 2006).

Alguns estudos demonstram efeito ansiolitico/hipnético/sedativo  de
flavondides isolados ou fragbes enriquecidas (GOUTMANN et al., 2003; Hul et al.,
2002). OKUYAMA et al. (1996) demonstraram que dois flavonoides C-glicosilados
(orientina e isoorientina), que também estdo presentes na espécie de P. alata,
apresentam efeito ansiolitico discreto no teste anti-conflito, em camundongos. Um
grande numero de estudos relata a afinidade e ag&do agonista, agonista parcial,
antagonista ou agonista inversa de flavondides e seus derivados semi-sintéticos em

receptores benzodiazepinicos (MEDINA et al, 1990; MARDER et al., 1995; MARDER et
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al., 1996b; WOLFMAN et al., 1996; GRIEBEL et al., 1999; PALADINI et al., 1999; VIOLA et
al., 2000b, GouTmAN et al.,, 2003; HUEN et al., 2003a). A modulagéo alostérica
positiva do receptor GABA,, gerada pela interagdo de um agonista ao sitio
benzodiazepinico € o mecanismo de acdo mais relatado na explicacdao dos efeitos
observados. Agonistas benzodiazepinicos apresentam propriedades sedativa,
ansiolitica e anticonvulsivante, enquanto que agonistas inversos apresentam
propriedades ansiogénica e pré-convulsivante. Substancias antagonistas de
receptores benzodiazepinicos ndo apresentam efeitos comportamentais pela sua
ligacdo ao receptor (STAHL, 2000). Em tese, PA pode apresentar diferentes
flavondides com diferentes perfis farmacodindmicos: agonistas, antagonistas ou
agonistas inversos. Por isso, o efeito observado no tempo de sono, na dose de 300
mg/kg, poderia ser devido a interacdo de flavonoides atuando como agonistas dos
receptores benzodiazepinicos. Ja na dose de 600 mg/kg, outros flavondides
poderiam alcangar uma concentragdo que permita a interagcdo destes com os
receptores benzodiazepinicos, mas desta vez, atuando como antagonistas ou

agonistas inversos, impedindo que o efeito hipnético/sedativo se pronuncie.

Finalmente, LuTomsKI et al. (1975) atribuiu o efeito sedativo do suco de P.
edulis a presenca de flavonoides e de alcaldides do grupo harmano. No entanto, é
conhecido que os alcaldides presentes nas espécies de Passiflora, especialmente a
harmina, apresentam atividade inibidora da monoamino oxidase, o que, em principio,

resultaria um efeito estimulante e ndo sedativo (SLOTKIN; DISTEFANO, 1970).

Quando PA (300 e 600 mg/kg) foi testado nos modelos de locomogéo
espontanea, coordenacido motora em aparelho de rota-rod e inducédo de catatonia,
0s animais ndo apresentaram diferencgas significativas em relagdo ao grupo controle
em nenhum dos parametros observados nesses testes. Este conjunto de dados é
importante, ja que PA demonstra ter um efeito hipnoético, sem comprometimento das
fungdes motoras ou efeito sedativo pronunciado, nas doses testadas, indicando n&o

atuar na jungédo neuromuscular e ndo possuir um efeito neurotdxico agudo.

PA apresentou um efeito hipotérmico importante. Estudos ja relacionaram a
hipotermia e efeito no tempo de sono (RASHOTTE et al.,, 1998; PIETRzZAK; KUBIK-
BoGuckA, 2002). No entanto, alguns estudos relacionam o aumento da temperatura
corporal a indugdo do sono e a hipotermia a indugdo de despertar (FROSINI et al.,

2004). Por outro lado, ROWLETT et al. (2001) demonstraram que zolpidem, um
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agonista de receptor benzodiazepinico do tipo 1, empregado como hipnético,

também diminui a temperatura retal de camundongos.

Diversos sistemas neurotransmissores estdo envolvidos na regulagdo da
temperatura corporal, entre eles os sistemas dopaminérgico e serotonérgico, e
também o sistema GABAérgico (SALMI, 1998; SALMI; AHLENIUS, 1998; KITAMURA et
al., 2003; FRosINI et al., 2004). Estudos recentes evidenciaram que tanto receptores
GABA, quanto GABA; estdo envolvidos nos mecanismos centrais de
termorregulagédo, com prevaléncia do papel do receptor GABAg (FROSINI et al., 2004).
Outro estudo, que investigou a modulagdo do efeito hipotérmico induzido por
canabindides, demonstrou que este efeito € mediado por receptores GABA, (RAWLS
et al., 2004).

Assim, levando-se em consideracdo esses dados de literatura, os resultados
aqui apresentados, e mesmo a utilizacdo popular como calmante, os efeitos
hipnético e hipotérmico observados apds a administragdo de PA poderiam estar
relacionados a uma interacdo com receptores benzodiazepinicos. No entanto, nem a
administracdo aguda, nem a administragdo cronica de PA produziram efeito
ansiolitico significativo em ratos ou camundongos avaliados no modelo do labirinto
em cruz elevado, que € um teste sensivel a farmacos do tipo benzodiazepinicos. Ao
contrario, em ambas as espécies de roedores, os animais tratados agudamente com
300 mg/kg de PA apresentaram uma tendéncia a um comportamento ansioso. Por
outro lado, a administragdo aguda de PA 600 mg/kg resultou em um perfil préximo
do ansiolitico, ainda que nao significativamente. Aqui, como no tempo de sono,
observa-se um efeito que tende a aparecer ou aparece em doses menores e
desaparece em doses maiores, demonstrando que efetivamente uma interagao
farmacoldgica esta na base desta peculiar relagdo dose x efeito. Estas observagdes
poderiam, também, explicar a discrepancia dos nossos dados em relagao ao efeito
ansiolitico relatado por PETRY et al. (2001) e DE PARIS et al. (2002). Estes autores
trabalharam com extratos aquosos e hidroetandlicos ndo-nebulizados, obtidos com o
material vegetal coletado em outro local e, possivelmente, em outra época do ano,
com composicdo quimica nao-definida, o que pode determinar uma composi¢cao
quimica diferente para os extratos, com diferentes concentragdes relativas de
substancias com atividades antagbnicas ou que interfram na absor¢cdo das

substancias ativas, como discutido em paragrafos anteriores.
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A presenca de efeito hipnético sem efeito ansiolitico observada para PA é
semelhante ao perfil de efeitos de farmacos do tipo zolpidem, que agem através da
interagdo com receptores benzodiazepinicos do tipo 1 (LESLIE et al.,, 2004; STAHL,
2000). Os efeitos hipndético/sedativo e amnésico dos benzodiazepinicos tém sido
atribuidos, principalmente, a ligacdo ao subtipo de receptor GABA, contendo a
subunidade «l. Os efeitos ansiolitico e relaxante muscular relacionam-se ao subtipo
de receptor que contém a subunidade o2. A acdo anticonvulsivante também é
mediada pela ativacdo de receptores benzodiazepinicos do tipo 1, mas apenas

parcialmente (SAviC et al., 2004).

A tendéncia a um efeito ansiogénico de PA, observada no tratamento agudo,
foi confirmada com um efeito ansiogénico significativo em ratos tratados por 14 dias
com PA 300 mg/kg. O diazepam também n&o apresentou efeito ansiolitico apos
tratamento repetido, mas, como previsto, ndo apresentou ansiogénico. Outros
estudos ja demonstraram o desenvolvimento, em ratos, de tolerancia ao efeito
ansiolitico de diazepam no labirinto em cruz elevado, em diferentes regimes e vias

de administragao (FERNADES et al., 1999; SCHMITT et al., 2001).

O efeito ansiogénico de PA é, de certa maneira, surpreendente. Como ja
discutido, flavondides podem atuar como agonistas inversos. Estudos revelaram que
um isoflavondide sintético age como agonista inverso do sitio benzodiazepinico no
complexo receptor GABA, , 0 que pode conferir atividade ansiogénica (LOPES et al.,
2004). Outra explicagao para o fato de PA apresentar efeito ansiogénico somente
apdés administracdo repetida é a hipétese de que os metabdlitos dos flavondides
presentes em PA possam apresentar atividade, como ja relatado para outros
metabdlitos de flavondides (PARK et al., 2005b). Esses metabdlitos poderiam estar
atuando como agonistas inversos, e seus efeitos ndo se pronunciarem apos
administragdo aguda, ja que € necessario um tempo maior para os metabdlitos
serem produzidos e alcangarem a corrente circulatéria. Além disso, pode estar
havendo efeito cumulativo das substancias com perfil agonista inverso, sejam elas
os flavonodides presentes em PA ou seus metabdlitos. Outra possibilidade seria a
ligacdo dessas moléculas as proteinas plasmaticas. FIORANI et al. (2003)
demonstraram que a quercetina liga-se a albumina e sugeriram que a ligagdo a
proteinas plasmaticas tenha um papel importante na distribuicdo e biodisponibilidade

de flavonodides na circulagdo. Pode-se sugerir que os flavondides com perfil agonista
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inverso, apds a saturacdo da ligacdo as proteinas plasmaticas, atinjam uma

concentragdo na forma livre capaz de interagir com os receptores.

HILBER E CHAPILLON (2005) demonstraram que, no labirinto em cruz elevado,
doses baixas de harmalina (5 — 10 mg/kg i.p.) provocaram efeito ansiogénico em
camundongos e, em doses mais altas (20 mg/kg i.p.) apresentaram acao ansiolitica.
Esses autores referem, ainda, que a harmalina pode atuar como um agonista fraco
ou parcial de receptores benzodiazepinicos e que suas atividades podem ser, em
parte, influenciadas pela interagdo com esses receptores. As [(3-carbolinas também
sdo relatadas por apresentarem diferentes perfis de ligacdo aos receptores
benzodiazepinicos. A B-carbolina-3-carboxilato-t-butil-éster (3-CCt) € um antagonista
seletivo de receptores benzodiazepinico alfal (ROWLETT et al., 2001; SAviC et al.,
2004). Metil-6,7-dimetoxi-4-etil-B-carbolina-3-carboxilato (DMCM) e FG7142 séao
relatadas como agonistas inversos e apresentam efeito ansiogénico (SAvicC et al.,
2004; CoLE et al., 1995).

Apesar de todas as evidéncias acima discutidas relacionarem o efeito
ansiogénico de substancias analogas as relatadas para P. alata com uma inibicdo da
atividade GABAérgica, PA (300 e 600 mg/kg) ndo apresentou efeito no teste de
protecao as convulsdes induzidas por pentilenotetrazol (um antagonista de receptor
GABA,). Neste teste, seria esperado um efeito pro-convulsivante para substancias
ansiogénicas e um efeito protetor das convulsdes, para substancias ansioliticas, que
atuassem via complexo receptor GABA/benzodiazepinico. Esse efeito nao foi

observado nem apo6s administragdo aguda, nem apds tratamento repetido com PA.

Na avaliagcdo da toxicidade aguda, n&o ocorreram mortes até a dose de 4800
mg/kg, nas primeiras 24 horas apos a administracdo dos tratamentos. Também n&o
foram observados sinais importantes de toxicidade no periodo de 14 dias de
observacao, sugerindo que PA apresenta baixa toxicidade quando administrado
agudamente. Além disso, ndo foram observados sinais importantes de toxicidade
geral apos de doses repetidas. Neste teste, os ratos tratados com PA néo
apresentaram alteragdes significativas nos relagdo aos parametros bioquimicos,
hematoldgicos, urinarios e histopatoldgicos, em relagdo ao grupo controle. Por outro
lado, os animais ndo apresentaram ganho de peso durante os 14 dias de tratamento.
Em um primeiro momento, este fato pode representar um sinal de toxicidade, no

entanto, o mesmo efeito foi observado no grupo tratado com diazepam 1 mg/kg.
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Considerando que P. alata apresenta efeito hipnético, ja demonstrado em outros
estudos (OGA et al., 1984) e confirmado para PA neste trabalho, pode-se sugerir que
o fato de os animais dormirem por mais tempo impega o ganho de peso por
decréscimo da ingestdo de comida. Além disso, ndo pode ser excluida uma inibigao
da absorcao intestinal de gorduras da dieta por PA, visto que saponinas podem
interferir no metabolismo do colesterol e diminuir a absorg¢ao intestinal de gorduras
da dieta via inibigdo da atividade da lipase pancreatica (HOSTTETMANN; MARSTON,
1995; HAN et al., 2002; 2005). DoYAMA et al. (2005) relataram que P. alata aumenta
significativamente os niveis de HDL sem modificar as concentragdes de LDL e
colesterol total em ratos. No trabalho aqui apresentado, PA também nao alterou o

nivel de colesterol total de ratos e os niveis de LDL e HDL nao foram analisados.

PA apresentou indicios de toxicidade genética, quando avaliado no ensaio
cometa alcalino. Este ensaio é sensivel para quantificar lesdes do DNA em células
eucarioticas, que incluem quebras nas fitas simples e dupla do DNA (CoOLLINS, 2004;
FAIRBAIRN et al., 1995; MOLLER, 2006). O tratamento com PA provocou danos
importantes no DNA. Além de causar um aumento significativo no indice (ID) e na
frequéncia de danos (%) em células cerebrais, hepaticas e do sangue periférico de
camundongos, a administracdo de PA (150, 300 e 600 mg/kg) provocou mais de
10% de danos do tipo 4 nas células cerebrais e hepaticas. A ocorréncia de cometas
com praticamente todo o DNA na cauda e pouco na cabega (classe 4) é uma
indicacdo de efeito citotoxico e tem sido descrita como indicativo de células
apoptéticas, por geracao de quebras na fita dupla (FAIRBAIRN et al., 1995; HARTMANN;
SPEIT, 1997; COLLINS, 2004). Contudo, de acordo com ROJAS et al. (1999),
aproximadamente 85% dos estudos nessa area tém resultados positivos. COLLINS et
al. (1997) e SPEIT et al. (1998) sugeriram que quebras simples observadas na versao
alcalina sao facilmente reparadas e nao séo consideradas lesdes significativas para
letalidade ou mutagdo. Além disso, AMARAL et al. (2001) demonstraram que um
extrato aquoso liofilizado de P. alata (800 mg/kg), ndo apresentou toxicidade
reprodutiva em ratas. Assim, a correlagdo de PA com outros efeitos genotdxicos
como troca entre cromatides irmas, aberragdes cromossémicas, mutagao ou indugao
de micronucleos torna-se necessaria para investigar a persisténcia e o reparo dos

danos induzidos por PA e consequente significado clinico.
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Em relacdo aos constituintes de PA que possam ser responsaveis por esses
danos, n&do é possivel uma conclusdo definitiva. Para saponinas séo relatados
efeitos protetores contra danos no DNA no ensaio cometa (MBAGACHOU et al., 1999),
porém, existem alguns dados de atividade citotoxica em células tumorais in vitro
(HOSTTETMAN; MARSTON, 1995). Estudos de genotoxicidade de flavondides relatam
efeito protetor e indutor, dependendo da substancia e/ou do ensaio utilizado. PopPP E
SCHIMMER (1991) demonstraram que vitexina e orientina induzem troca entre
cromatides irmas, o que sugere que os flavondides podem estar envolvidos na

genotoxicidade apresentada por PA.

O estudo farmacodindmico pré-clinico tem como um de seus objetivos
comprovar o efeito que motivou o estudo de um produto com a finalidade de se obter
um medicamento. Nesta dissertacdo, no entanto, o conjunto de resultados obtidos
contraria 0 emprego de P. alata como calmante, se interpretarmos esta indicagao
como resultado de um efeito sedativo ou ansiolitico. Porém, o efeito hipnético apos
administragdo aguda pode explicar o efeito indutor de sono percebido como
calmante pela populagédo. Além da comprovagao dos efeitos farmacoldgicos, a etapa
pré-clinica também tem como objetivo determinar experimentalmente o grau de
segurancga para os testes em seres humanos. Para P. alata, ainda ndo haviam sido
relatados efeitos toxicos relacionados a sua utilizacdo. Neste trabalho, PA nao
apresentou efeitos toxicos importantes na avaliagdo da toxicidade aguda e de doses
repetidas, porém, o ensaio cometa alcalino demonstrou que PA provoca danos

importantes no DNA.

O estudo em seres humanos deve ser justificado por evidéncias de uma
atividade farmacologica de interesse terapéutico e cabalmente embasado nas
experiéncias farmacodinamicas e toxicoldgicas pré-clinicas (LAPA et al., 2003). O
estudo clinico para a avaliagdo da qualidade do sono em voluntarios sadios estava
justificado pela observagédo do efeito hipnético observado em camundongos. Além
disso, o uso de plantas medicinais pela populacdo, sem relato de efeitos nocivos,
por um periodo superior a vinte anos é aceito como um indicativo de seguranga
(BRASIL - RDC n° 48, 2004). A Organizagao Mundial da Saude nas suas exigéncias
de comprovacédo de seguranga e eficacia também aceita uso tradicional como
evidéncia de seguranca de uso (OMS, 2001). No entanto, apesar de P. alata ser

considerada espécie de uso tradicional, a ocorréncia de efeitos genotdxicos
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impossibilitou a execugéo do estudo clinico inicialmente planejado, pelo menos até o
momento em que mais estudos sejam realizados para a avaliagdo das

consequéncias clinicas desses resultados.
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O extrato seco nebulizado de P. alata (PA), quimicamente caracterizado
quanto ao teor de flavonoides (2,6 % de flavondides totais), provocou efeito hipnético
e hipotérmico quando administrado agudamente em camundongos. Este efeito
hipnotico ndo foi acompanhado de efeito ansiolitico e sedativo: PA ndo causou
redugcdo na locomogao espontanea, prejuizos de desempenho no aparelho de rota-
rod e comportamento cataténico, em camundongos; no teste do labirinto em cruz
elevado, em camundongos e ratos, a administracdo aguda de PA demonstrou uma
tendéncia a um efeito ansiogénico para a dose de 300 mg/kg e uma tendéncia a
efeito ansiolitico para a dose de 600 mg/kg; a tendéncia ao efeito ansiogénico foi
confirmada apés administracdo de PA por um periodo de 14 dias, em ratos. Apesar
do modelo de ansiedade utilizado detectar principalmente substancias com agao
sobre o sistema neurotransmissor GABA, o extrato ndo interferiu com as convulsdes
induzidas por pentilenotetrazol, um antagonista GABA, nem apo6s administragao
aguda, nem apos tratamento repetido. Esses dados permitem sugerir que diferentes
moléculas presentes no extrato apresentem também ag¢des farmacologicas distintas,
determinando a ocorréncia de antagonismos farmacolégicos ou interferéncia na

farmacocinética das substancias ativas.

O extrato apresentou uma toxicidade aguda e de doses repetidas baixa,
quando considerados letalidade, parametros bioquimicos, histolégicos e
hematoldgicos, e sinais fisicos gerais. No entanto, na administragdo repetida os
ratos ndo apresentaram ganho de massa corporal, 0 que poderia representar um
indicio de toxicidade. Além disso, a administragcdo aguda de PA em camundongos

provocou danos importantes no DNA, avaliados no ensaio cometa alcalino.

Concluindo, os resultados apresentados neste trabalho podem explicar o
efeito relatado pela populacdo como agente indutor de sono, mas ndao apéiam o uso
popular, ou comercializagao, como calmante (sedativo ou ansiolitico). Pelo contrario,
o efeito ansiogénico e a toxicidade genética observados determinam a necessidade
de cautela na utilizacdo de P. alata como matéria-prima para a producdo de
medicamentos até que mais estudos farmacolégicos e toxicolégicos sejam
realizados. Por outro lado, os efeitos hipnético e ansiogénico observados mantém a
espécie P. alata como um alvo interessante para a busca de moléculas com agao

sobre o Sistema Nervoso Central.
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Estamos encaminhando um termo aditivo ao Projeto “Estudo pré-clinico e chmco do efento
ansiolitico de Passiflora alata Curtis”™ {Cadastro 20054533 Este refere-se a alteragde no ensaio
clinico proposto. Assim. 0s questionamentos referentes ao ensaio clinico para avaliagdo do efeito
sobre a ansiedade induzida, anteriormente apresentado, ndo foram respondidas, pois o mesmo nio
sera no ambito deste projero. O que propomos agora € a realizagio de um ensaio clinico para
avaliacdo sobre a qualidade do sono. Este estudo esta também em avaliagao no Comitc de Etica do
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ANEXO 2:

Planejamento do ensaio clinico para avaliagdo do extrato seco nebulizado de
Passiflora alata (PA) sobre a qualidade de sono em voluntarios sadios






PLANEJAMENTO DO ENSAIO CLINICO PARA AVALIACAO DO EXTRATO
SECO NEBULIZADO DE Passiflora alata (PA) SOBRE A QUALIDADE DE SONO
EM VOLUNTARIOS SADIOS

O planejamento do estudo clinico foi realizado em paralelo aos ensaios preé-
clinicos. No entanto, o ensaio clinico foi suspenso em razdo dos resultados
observados no teste de genotoxicidade, que demonstraram que O extrato seco
nebulizado de P. alata (PA) provocou danos no DNA.

Preparacdo das capsulas

Para a administracdo em humanos, foram preparadas capsulas de gelatina
dura, contendo aproximadamente 330 mg de extrato seco nebulizado das partes
aéreas de P. alata, com teor definido de flavondides, segundo descrito por PETRY et
al. (1998).

Determinacdo do peso médio das capsulas

A determinacdo do peso médio das céapsulas foi realizada conforme
preconizado pela Farmacopéia Brasileira 42 edicdo. Foram pesadas,
individualmente, 20 capsulas, e determinado o peso médio. Apéds, foi verificada a
variacao dos pesos individuais em relacdo ao peso meédio, de acordo com os limites
estabelecidos pela Farmacopéia.

Resultado: o peso médio determinado para as capsulas preenchidas com PA
foi de 460,5 mg. A Farmacopéia Brasileira estabelece, para peso médio acima de
300 mg, um limite de variagao de 7,5%. Portanto, analisando a variagédo dos pesos
individuais em relacdo ao peso médio das capsulas preenchidas com PA, nenhuma
das 20 céapsulas avaliadas ultrapassou o limite estabelecido. Esses resultados
indicaram uniformidade de contelddo para as capsulas que seriam utilizadas no

ensaio clinico.



Determinacdo do tempo de desintegragcdo das capsulas

Para a realizagcao deste teste foi utilizado aparelho de desintegracéo acoplado
ao motor J. ENGELSMANN modelo JEL-70. Foram utilizadas 6 capsulas no teste.
Cada céapsula foi colocada em cada um dos seis tubos da cesta, a qual possuia uma
tela com abertura de 2 mm, de arame de aco inoxidavel, adaptada a sua tampa. O
liquido de imerséao utilizado foi agua destilada, mantida a 37 °C £ 1°C. O tempo de
desintegracdo das capsulas foi registrado, durante o periodo de 45 minutos,
conforme preconizado pela Farmacopéia Brasileira 42 edic&o.

Resultado: o tempo meédio registrado para a desintegracdo das capsulas
preenchidas com PA foi de 11,5 minutos. De acordo com a Farmacopéia Brasileira,
todas as capsulas deveriam estar completamente desintegradas no intervalo de 45
minutos. Portanto, o tempo médio de desintegracdo atende as exigéncias da

Farmacopéia.

Contagem de microrganismos viaveis em produtos que n&o necessitam

cumprir com teste de esterilidade

Este método é capaz de determinar o numero total de bactérias e fungos
presentes em produtos e matérias-primas nao estéreis. Para isso, foram utilizadas 6
capsulas preenchidas com PA. Estas capsulas foram abertas e seu contetdo
dissolvido em agua peptonada (Farm Bras 1V), na proporgdo 1:10 (m/V). A partir
dessa diluicdo, foram realizadas diluicdes subsequentes (1:100), (1:1000), (1:10000)
e (1:100000).

Para a realizacdo dos testes, foram adicionados 15 mL dos meios de cultura
(Agar Caseina-soja ou Agar Sabouraud-dextrose), em cada placa de Petri. ApOs
solidificacdo dos meios, foi adicionado 1 mL de cada diluicdo, em duplicata. Em
outras duas placas, foram colocados 15 mL de cada meio de cultura sem amostras
(brancos). As placas contendo o meio Agar Sabouraud-dextrose (Farm Bras 1V),
para a contagem de fungos, foram incubadas em estufa a 20-25 °C, por 7 dias. As
placas que continham o meio Agar Caseina-soja (Farm Bras V), para posterior

contagem de bactérias, foram incubadas em estufa a 30-35 °C, por 4 dias. A



contagem das coldnias foi realizada utilizando contador de colénias com iluminacao

artificial controlada e lupa apropriada.

Resultado: as amostras testadas ndo apresentaram contaminagao importante
e, portanto, ndo foi necessaria a realizacdo do calculo das Unidades Formadoras de
Colbnias (UFC).

Avaliacao de PA sobre a qualidade do sono em voluntarios sadios utilizando o

teste de polissonografia
Participantes

O numero de participantes estudados foi estimado em 11, considerando um
tamanho de efeito padronizado igual a 1 para o desfecho “laténcia para o sono”,
nivel de significancia de 0,05 e poder do teste de 90% (ROSENBERG et al., 2005). O
calculo foi realizado utilizando-se o programa PEPI, com assessoria estatistica do
HCPA. Entretanto, o tamanho amostral seria de 14 participantes, definido a partir de
exigéncia na legislacdo brasileira que preconiza este numero de individuos como
ndamero minimo para a realizacdo de ensaios clinicos para avaliagdo da eficicia de
fitoterapicos (Portaria n°® 116, 1996).

O trabalho seria um estudo cross-over, randomizado e duplo-cego, em que 0s
participantes receberiam tanto placebo quanto o tratamento com PA. O estudo seria
realizado em duas fases. A primeira fase (piloto) incluiria 5 individuos e ap6s uma

primeira inspecao destes dados seriam incluidos os 9 individuos restantes.

Os voluntarios seriam selecionados apos realizacdo de entrevistas. Nestas
entrevistas, os individuos responderiam a questionarios que abordassem os critérios

de inclusédo e exclusdo para a participacao no ensaio (Anexos 4 e 5).

Critérios de Incluséo

Seriam selecionados homens adultos, sadios, de 18 a 35 anos de idade, com
indice de massa corporal (IMC) de no minimo 16 e no méximo 30 kg/m? de



diferentes niveis de escolaridade. Os voluntarios seriam convidados a participar do
estudo através de chamadas no jornal e cartazes fixados no HCPA, Unidade Bésica
de Saude Santa Cecilia e Campi da UFRGS.

ApoOs a selecdo, os voluntarios seriam esclarecidos oralmente e através da
leitura do Termo de Consentimento Informado (Anexo 3) sobre os procedimentos a
que seriam submetidos. O Termo de Consentimento Informado seria assinado pelos

voluntarios que aceitariam participar do estudo, antes do inicio do mesmo.

Os voluntéarios receberiam instrucbes dos procedimentos que deveriam tomar
no dia do ensaio, tais como: ndo ingerir alcool, ndo tomar café, chimarrdo ou outras
bebidas contendo cafeina, ndo utilizar qualquer tipo de medicamento e evitar

exercicios fisicos exaustivos, nas 6 horas anteriores ao ensaio.

Critérios de exclusao

Os critérios de exclusao utilizados seriam: utilizacdo de psicofarmacos,
alcoolismo e tabagismo. Também seriam excluidos do estudo: individuos que
freqlentemente viajassem por longas horas, trabalhassem durante a noite, que ja
tivessem dormido em um laboratorio de sono e individuos com sintomas de insénia
primaria, que seria confirmada através de entrevistas utilizando o indice de

Qualidade do Sono Pittsburgh — anexo 5 (BUYSSE et al., 1988).

Procedimentos

O estudo seria conduzido em 3 noites para cada participante, com intervalo
de uma semana entre as noites. A primeira noite seria de adaptacéo do participante
as condic6es do laboratério; na segunda noite e terceira noites seriam testados 0s

tratamentos placebo e PA.

O tratamento placebo seria constituido de cdpsulas preenchidas com celulose
microcristalina. O tratamento PA seria constituido pela administragdo Unica de trés
capsulas contendo aproximadamente 330 mg de PA, caracterizando uma dose de



1000 mg de PA por individuo. Esta posologia foi definida levando-se em
consideragao a posologia preconizada pela Comisséo E para extratos secos de P.
incarnata (900 — 1200 mg/dia) (BLUMENTHAL et al., 2000).

Neste ensaio seriam medidas: a laténcia para persistir no sono, definida como
tempo de sono de no minimo 10 minutos ininterruptos; tempo total de sono;
eficiéncia do sono; numero de microdespertares; e arquitetura do sono, ou seja,
tempo de sono nos estagios 1, 2, 3 e 4 do sono NREM e tempo de sono REM
(ROSENBERG et al., 2005).

Registros polissonograficos

A polissonografia seria realizada em polissondgrafo digital de 64 canais
Nihon-Kohden (Neurofax®) com software de analise do sono Polysmith

(Neurotronics®).
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ANEXO 3:

Termo de Consentimento Informado aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa do HCPA






ANEXO 1

Termo de Consentimento Informado

Esta € uma pesquisa para verificar a atividade sedativa (para dormir) de um
extrato vegetal; a pesquisa faz parte da Dissertagdo de Mestrado da Farmacéutica
Raguel Fenner, desenvolvida no Programa de Pés-Graduagao em Ciéncias
Farmacéuticas da UFRGS, sob orientagdo da Dra. Stela M. K. Rates e do Dr. Fiavio
Kapczinski. Antes desta pesquisa, este extrato foi avaliado nos protocolos necessarios
para determinagac de sua seguranca e este estudo foi aprovado pelo comité de Etica
do Hospital de Clinicas de Porto Alegre. [niciaimente, vocé sera convidado a participar
de uma entrevista, na qual responderd a um guestionario sobre seus habitos de vida,
sua salde e de sua familia. Se vocé preencher os critérios para participar da pesquisa,
sera convidado a retornar para os proximos procedimentos, gue serdo os seguintes:
vocé dormira por trés noites no Laboratério do Sono do Hospital de Clinicas de Porto
Alegre. Na primeira noite, apenas dormira e tera seu sono registrado. Nas duas noites
seguintes, antes de dormir tomard duas capsuias contendo o extrato ou uma
formulagéo placebo {(que nao contém o extrato) e tera seu sono registrado. Entre cada
noite havera um intervalo de uma semana.

Esta pesquisa é considerada como de risco minimo pare a sua saude. N3
hipoiese da ocorréncia de algum desconforto decorrente da utilizagao deste produto,
ou da exposicdo ao teste, fica garantido o recebimento de assisténcia adequada e a
possibilidade de desisténcia do estudo. O inconveniente a que voce sera exposto sera
o tempo despendide durante as entrevistas {(cerca de frinta minutos) e durante as
noites do teste, além de um eventual desconforto relativo aos procedimentos
necessarios para o registro do sonc. A participagdo no estudo € voluntaria e nao
remunerada. Seu nome sera removido do material do teste, logo apds o término do
estudo, sendo garantido seu anonimato. As informagdes seréo utilizadas apenas para
este estudo e somente os resultados referentes ac grupo serdo relatades e nao
resultados individuais. Se vocd tiver davida sobre essa pesquisa, podera contatar os
pesquisadcres em qualguer momento.

Ev, , portador da carteira de
identidade n® . fui informado dos objetivos especificados
acima e da justificativa da pesquisa, de forma clara e detalhada. Nao fui alvo de
qualquer método de coer¢do e recebi informagdes especificas sobre cada
procedimento no qual estarei envolvido, dos riscos previstcs e dos beneficios
ssperados. Todas as minhas dUvidas foram respondidas com clareza e sei que
poderei solicitar novos esclarecimentos a qualquer momento. Além dissc, sei que terei
liberdade de retirar meu consentimentc de pariicipagdc na pesquisa, sem gque isto
traga prejuizo a minha pessoa. Fui informado de que case existam danos a minha
pessoa ou satide, causados diretamente pela pesquisa, terei faciiitado meu acessc a
tratamento médico adequado.

Assinatura do voluntario Assinatura dos pesquisadores

Assinatura da testemunha Local e data

Pesquisadores Responsaveis: Flavio Kapczinski, Stela M. K. Rates, Susana V. Schonwald,
Raquei Fenner,

Enderego do Pesquisador: Hospital de Clinicas de Porte Alegre, Av. Ramiro Barcellos 2350,
Porto Alegre -RS

Fone: (51) 89641086/ {51} 99177029/ (51) 98099628/ (51) 96414740
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ANEXO 4:

Check List






UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIQ GRANDE DO SUL .
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAD EM CIENCIAS FARMACEUTICAS %
Ay lpiranga, 2752 - 1% andar - P. Alegre. RS, 90510-000 et By
Fone [051) 3180243 - Fax (051) 3165437 4"‘%@?"'4
CPGCF@FARMACIA UFRGS BR it

PPGGF
CHECK LIST

NOME: IDADE: DATA;

ALTURA: PESO:

1. Vocé tem algum problema de sadde? S{ ) N ( )

Se sim, qual?

{8e ndo, questionar sobre problemas de diabetes, hipertens@o, depressio, ansiedade, iranstorno
bipolar... com a pessoa e com a familia)

2. Voceé é portador de alguma doenca psiquidtrica? Qual? S( ) N ( )

3. Vocé faz uso de algum medicamento? S( ) N ( )
Se sim, qual? (nio precisa ser diariamente)

4. Vocé & fumante? S( ) N( )
5. Com que frequéncia vocé ingere bebidas alcodlicas efou outra droga?

Alguma vez sentiu que deveria diminuir a quantidade de bebida ou parar de beber?
S(IN()

As pessoas o(a) incomodam porque reclamam do seu modo de beber? SCIN()
Vocé se sente culpado(a) pela maneira com que costuma beber? S()YN()

Vocé bebe pela manha para diminuir o nervosismo ou a ressaca? S{YN()

8. Vocé trabalha de madrugada? S( } N ( }
7. Costuma estudar de madrugada? S{ ) N ()

8. Seu trabalho ou estudo envolve viagens frequentes? Quanto tempo em média duram
suas viagens? S{ ) N( )

9. Vocé ja participou de algum ensaio clinico em um laboratério de sono? S()YN()






ANEXO 5:

indice de Qualidade de Sono de Pittsburgh (IQSP)






UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE 20 SUL i
PROGRAMA DE POS-GRADUALAO EM CIENCIAS FARMACE UTICAS s
& Av Ipiranga, 2752 - 1° andar - P. Alegre. RS, S060-000
i Fone (051) 3165243 - Fax (051) 3165437
CPGCF@FARMAGIA.UFRGS BR

v

PPGCF
iNDICE DE QUALIDADE DE SONO DE PITTSBURGH (I1QSP)
Nome:
Registro: ldade; Data;
Instrugdes:

As seguintes perguntas s3o relativas aos seus habitos usuais de sono durante o ultimo més
somente. Suas respostas devem indicar @ lembranga mais exata da maioria dos dias e noites
no ultimo més. Por favor, responda todas as perguntas;

1. Durante o Ultimo més, quando voceé foi geralmente para a cama a noite?
Hora usual de deitar

2 Durante o ultimo més, quanto tempo (em minutos) vocé geralmente levou para dormir
cada noite?
Numero de minutos

3. Durante o ultimo més, quande vocé geralmente levantou de manha?
Hora usual de levantar

4. Durante o Ultimo més, quantas horas de real sono vocé teve a noite? (este pode ser
diferente do ndimero de horas que vocé ficou na camay).
Horas de sono por noite

Para cada uma das questdes restantes, marque a melhor (umay resposta. Por favor, responda a
todas as questdes.

5. Durante o Ultimo més, com que frequéncia vocé teve dificuldade de dormir porque

vOCcé. .

{a) ndo consegue dormir em até 30 minutos
nenhuma no uitimo més uma ou duas vezesfsemana
menos de uma vez/semana trés ou mais vezes/semana

{(b) acorda no meio da noite ou de manha cado
nenhuma no Ultimo més uma ou duas vezes/semana
menos de uma vez/semana trés ou mais vezes/semana

(c) precisa levantar para ir ac banheiro

nenhuma no Ultime més uma ou duas vezes/semana
menos de uma vez/semana trés ou mais vezes/semana

(d) ndo censegue respirar confortavelmeante



nenhuma no ultimo més uma ou duas vezes/semana
menos de uma vez/semana trés ou mais vezes/semana

(e} tosse ou ronco forte
nenhuma no Ultimo més uma ou duas vezes/semana
menos de uma vez/semana trés ou mais vezes/semana

(f) sente muito frio
nenhuma no ultimoe més uma ou duas vezes/semana
menos de uma vez/semana trés ou mais vezes/semana

(@) sente muito calor
nenhuma ne ultimo més uma ou duas vezes/ semana
menos de uma vez/semana trés ou mais vezes/semana

(n) teve sonhos ruins

nenhuma nc ultimo més uma ou duas vezes/semana

menos de uma vez/semana trés ou mais vezes/semana
(i) temdor

nenhuma no Gltimo més uma ou duas vezes semana

menos de uma vez/semana trés ou mais vezes/semana

(0 outra(s) razdo(bes), por favor descreva

Com que freqiéncia, durante ¢ Gltimo més, vocé teve dificuldade para dormir devido a essa
razao?

nenhuma no ultimo més uma ou duas vezes/semana __

menos de uma vez/semana trés ou mais vezes/semana

©. Durante o ultimo més, como vocé classificaria a qualidade do seu sono de uma maneira
geral?
Muito boa Ruim
Boa Muito ruim

7. Durante o ditimo més, com que frequéncia vocé tomou medicamento (prescrito ou “por
conta propria”} para the ajudar a dormir?
nenhuma no ditmo més uma ou duas vezes/semana ___
menos de uma vez/semana trés ou mais vezes/semana ____

8. No dltimo més, com que freqiténcia vocé teve dificuldade de ficar acordado enguanto
dirigia, comia ou participava de uma atividade social {festa, reunido de amigos, .. )?
nenhuma no ultimo més uma ou duas vezes/semana
menos de uma vez/semana trés ou mais vezes/semana

8. Durante o ultime més, qudo problematico tem sido para vocé manter o entusiasmo para
fazer as coisas?
nenhuma dificuldade - um problema razoavel
somente um problema muito leve um preblema muitc grande



ANEXO 6:

Parecer do Comité de Etica em Pesquisa do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA)






Grupo de Pesquisa e Pos-Graduacio
COMISSAQ CIENTIFICA E COMISSAO DE PESQUISA E ETICA EM SAUDE

Jt, HCPA-HOSPITAL DE CLINICAS DE PORTO ALEGRE
Moy

A Comissdc Cientifica e a Comissao de Pesqguisa € Ftica em Salde, que é reconhecida peiz Comissao
Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP)Y/MS como Comité de Etica em Pesquisa do HCPA e pelo Office
For Human Research Protections {OHRP)JUSDHHS, como Institucional Review Soard {IRBO000921)
analisaram o projeto:

Projeto: 05-304 Versdo do Projeto:  16/09/2005 Versdo do TCLE: 16/09/2005

Pesquisadores:

FLAVIO KAPCZINSKI

STELA MARIS KUZE RATES
SUZANA VEIGA SCHONWALD
GRACE GOSMANN

ANDRESSA HEEMANN BETT!
RAQUEL FENNER

KEILA MARIA MENDES CERESER

Titulo:  ENSAIO CLINICO PARA AVALIACAO DA ATIVIDADE SEDATIVA DE UM EXTRATO
SECO NEBULIZADO DE PASSIFLORA ALATA (PASSIFLORACEAE)

Este projeto foi Aprovado em seus aspectos éticos e metadolégicos, inclusive quanto ao seu Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido, de acordo com as Dirstrizes e Normas Internacionais e Nacionais,
especialimente as Resolugdes 196/96 e complementares do Consetho Nacional de Salde. Os membros do
CEP/HCPA n&o participaram do processo de avaliagao dos projetos onde constam como pesquisaderes.
Toda e qualguer alteracao do Projeto, assim coma os eventos adversos graves, deverdo ser comunicados
imediatamente ao CEP/HCPA. Somente poderao ser utilizados os Termos de Consentimento onde conste
a aprevagao do GPPG/HCPA.

Porto Alegre, 04 de janeiro de 2006

ZF’rof'a Nadine Clausell

Coordgnadora do GPPG e CEP-HCPA






ANEXO 7:

Resultados dos Exames Histopatoldgicos de coracao, figado, rins e pulmdes de
ratos wistar machos, tratados com PA e SAL durante 14 dias (Grupo A — PA 300

mg/kg; Grupo B — solucéo salina (SAL) 1 mL/kg)






#00% ,  Faculdade Veterinaria
PR + Deparnamento de Patolagia Clir za Vetennaria
5 ...==.___ ZSetor de Patclogia Veterinaria
kR 2 Telefone 51 33166107
=/ Fax 33186116

£ _Email samaiemti@iufgs br

Resultado de exame histopatoldgico

Porto Alegre. 23 de setembro de 2005,

AP-1787-05
Ficha: A2 | Enderecc’ Ni
Especie: Roedora Veterinario: Professora Stela
Raca: Rato ‘Raquel Fenner
Nome: NI E-mail: Ni
Sexo: NI Telefone: Ni
ldade: NI Plantenista:

Proprietario: Facuidade de Farmacia Data do recebimento: 24/06/2005
Telefone: NI Material enviado: Puimao, coracéo, rim e
L o figado. J

Histdarico:

Descricdao histoldgica: Puiméo: presenca de macréfagos alveolares nos alvéolos
Perivasculite mononuclear moderada. Preumonia mononuclear moderada. Enfisema de
bordos. Figado, rim e coragéo: sem alteracio.

Diagndstico: Pneumonia intersticial.

/
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“Prof. David Driemeier.
CRMV-RS 5756







(H1OL081 v, Faculdade Veterinaria

Q‘y

E; -
p it N
Fax 3318-6116

E-mail. seipatvei@ulgs by

% Departamento de Patoicgia Clinca Veterinaria
Z Setor de Patologia Veternaria
® Telefone 51 33168107

Resultado de exame histopatologico

Porto Alegre. 23 de setembro de 2005

Ficha: A7

Espécie: Roedora

Raca. Rato

Nome: NI

Sexc NI

Idade: NI

Proprietario: Faculdade de Farmacia
Telefore: NI

Historico:

AP-1789-05

Endereco: NI

Veterinario: Professora Stela Raguel
tFenner

E-mail: NI

Jelefone: NI

Plantonista

Data do recebimento: 24/06/2005
Material enviado: Pulm&o, coragdo, rim e

figado ] ]

Descricao histoldgica: Puimde: Pneumonia intersticial discreta mononuclear e enfisema
de bordos. Figado, rim e corag&o: sem alteracao.

Diagnostico: Inconclusivo.

N G SR S SN

Prof. David Driemeier.
CRMV-RS 5756






Facufdade Vetennaria

Departamento de Patologia Clinica Veterinana
Setor de Patologia Veterinéria

Telefone: 51 33166107

Fax 3316-6116

E-mall: setpatvet@ufrgs br

Resultado de exame histopatologico

Porto Alegre, 23 de setembro de 2005,

AP-1788-05
Ficha: A5 ' ' | Endereco: NI ]
Especie: Roedora Veterinario: Professora Stela e Raguel
Raca: Rato Fenner
Nome: Ni E-mail: NI
Sexo: NI Telefone: NI
Idade: NI Plantonista:
Proprietario: Faculdade de Farmacia Data dc recebimento: 24/06/2005
Telefone: NI Material enviado: Pulmao, coracéo, nm e
. figado
Historico:
Descri¢cdo histoldgica: Pulmac: enfisema de bordes e hemorragias focais

peribronquiais. Hiperplasia linfoide peribrenquiclar. Figado, rim e coragac: sem alteracdo.

Diagnéstico: Inconclusivo.
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Prof. David Driemeier
CRMV-RS 5758
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OLO%R,  Faculdade Veternaria
: “;1 Departamenio de Patclogia Clinica Veterinana
Z Setor ge Patwologia Vetennaria
| | & Telefone: 51 3316-6107
Fax. 3316-6115
E-mail selpaisat@ufras br

Resultado de exame histopatologico

Portc Alegre. 23 de setembro de 2005,

AP-1790-05

Ficha: B1 controle Endereco: Ni
Espécie: Roedora Veterinario, Professora Stela e Raquel
Raca: Rato Fenner
Nome: Ni E-mail: NI
Sexo: NI Telefone: Ni
Idade: NI Plantonista;
Proprietario: Faculdade de Farmacia Data do recebimento; 24/06/2005
Telefcne: NI Material enviade: Pulmae, coracao, nm e

figado
Histérico

Descricdo histoldaica: Pulmao: hiperplasia linféide peribronguiolar. Figade, rim e
coragao: sem aiteragao.

Diagndstico: inconclusivo.
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Prof. David Dnem\?'er'
CRMV-RS 5756







. & Veterinaria

% Departamento de Patoiogia Clinica Veterinana
== ___ Z Setor de Patologia Veterinaria

AR} | & Telefone: 51 33166107

Fax 33166116

E-mail. selpatvet@uirgs br

Resultado de exame histopatologico

Porto Alegre, 23 de setembro de 2005,

AP-1791-05

Ficha: B4 controle VEnderego: NI
Especie: Roedoara Veterindrio: Professara Steta e Raqguel
Raca: Rato ‘ Fenner
Nome: NI E-mail: Ni
Sexo: NI Jelefone: NI
ldade: NI Plantonista:
Froprietario: Faculdade de Farmacia Data do recebimentc: 24/06/2005
Telefone: NI Material enviado: Pulméo, coracio, rim

] figado

Histdrico:

Descricdo histoldgica: Pulmao: éreas focais de hemorragia. Figado Tumefagac de
hepatocitos {glicogénio). Rim e coracao: sem alteracao.

Diagnodstico: Inconclusivo.

" Prof. David Driemeier,
CRMV-RS 5756







10081, Faculdade Veterindria
sl % Departamento de Patologia Clinica Veterinara
<= Z Setor de Palologia Veterinaria
R, | & Telefone: 5133188107
=/ Fax 33166116
= E-mail setpatvet@ufrags.br

Resultado de exame histopatoldgico

Porto Alegre, 23 de setembro de 2005,

AP-1792-05

Ficha: B6 controle [Enderecc. NI
Espécie: Roedora Veterinario: Professora Stela e Raguel
Raca: Rato Fenner
Nome: NI E-mauil: NI
Sexo NI Telefone: NI
Idade: NI Plantonista;
Proprietario: Faculdade de Farmacia Data dc recebimento: 24/06/2005
Telefone: NI Material enviado. Pulméo, coragao, rim e

| figado

Historico:

Descricdo histolégica Pulmao: hiperplasia peribronquiolar discreta. Figado, rim e
coracao: sem alteracao.

Diagndstico: Inconclusivo.
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Prof. David Driemeier.
CRMV-RS 5756



