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EFEITOS DA ADMINISTRAGAO AGUDA DO EXTRATO DE PASSIFLORA ALATA
EM RATOS WISTAR MACHOS SUBMETIDOS A ESTRESSE NO MODELO
MODIFICADO DE NATACAO FORCADA

RESUMO: Ansiedade e medo sao sintomas presentes em diversos transtornos com
destaque para os transtornos de ansiedade e o transtorno do estresse pos-traumatico.
Esses sintomas, apesar de terem importancia do ponto de vista evolutivo, quando
presentes de modo exacerbado podem ocasionar prejuizo na qualidade de vida do
paciente. O tratamento farmacolégico desses transtornos, bem como do componente
de ansiedade neles presente tem algumas limitacGes, especialmente devido a
ocorréncia de efeitos indesejaveis e pela presenca de comorbidades. Dessa forma,
existe uma busca constante por novas abordagens terapéuticas, dentre as quais as
plantas medicinais. As plantas do género Passiflora sdo ha muito estudadas devido
aos seus efeitos, com possibilidade de uso inclusive para transtornos como insénia e
ansiedade. O presente projeto teve por objetivo avaliar os efeitos comportamentais da
administracdo aguda do extrato seco de Passiflora alata (P. alata) em ratos machos
Wistar machos submetidos a natacéo forcada. Para tal, os animais foram divididos
aleatoriamente em 4 grupos (n=8), denominados G1, G2, G3 e G4. Apds um periodo
de aclimatacao, todo os grupos exceto G1 foram submetidos a estresse através de 15
minutos de natacao. Vinte e trés horas apds a natagéo, todos os grupos foram tratados
via gavagem sendo: G1 — tratado com solucéo salina 0,9%; G2 — tratado com solugéo
salina a 0,9%; G3 e G4 — tratados respectivamente com 22 mg/Kg e 66mg/Kg de
extrato seco de das folhas de P. alata. Apos 1 hora da administragdo, os grupos G2,
G3 e G4 foram novamente submetidos a natacdo por 5 minutos, sendo avaliados 0s
parametros comportamentais: tempos de imobilidade e de natacédo. Adicionalmente,
ao final todos os grupos foram submetidos ao modelo de labirinto em cruz elevado
(LCE), onde foram avaliadas a frequéncia de entradas e o tempo de permanéncia dos
bracos abertos e fechados. Quando avaliados no modelo de LCE, todos os animais
submetidos a natacéo (G2, G3 e G4) permaneceram menos tempo nos bracos abertos
quando comparados ao grupo controle (G1 - ndo submetido a natacgéo), indicando
comportamento de ansiedade. Esses resultados demonstram que o modelo de
natacao foi adequado para induzir ansiedade nos animais. Porém, ao avaliarmos os
tempos de movimentacao e imobilidade (no modelo de natagéo) bem como o tempo
de permanéncia nos bracos abertos no modelo de LCE, ndo foram observadas
diferencas significativas entre os animais tratados com solugao salina e com P. alata,
0 que indica que, no modelo e nas doses utilizadas a administracdo do extrato nao
diminuiu o nivel de ansiedade nos animais.

Palavras chave: Ansiedade. Passiflora alata. Ratos Wistar. Modelos animais.




EFFECTS OF ACUTE ADMINISTRATION OF PASSIFLORA ALATA EXTRACT IN
WISTAR MALES SUBMITTED TO STRESS IN THE MODIFIED FORCED
SWIMMING MODEL

ABSTRACT: Anxiety and fear are symptoms present in several disorders with
emphasis on anxiety disorders and post-traumatic stress disorder. Although of
importance from an evolutionary point of view, these symptoms, when present in an
exacerbated way can cause damage to the patient's quality of life. The
pharmacological treatment of these disorders, as well as the anxiety component
present in them, has some limitations, especially due to the occurrence of undesirable
effects and the presence of comorbidities. Thus, there is a constant search for new
therapeutic approaches, including medicinal plants. The genus Passiflora has been
widely studied due to its effects, with the possibility of use even for disorders such as
insomnia and anxiety. This project aimed to evaluate the behavioral effects of the acute
administration of Passiflora alata (P. alata) dry extract in male Wistar rats submitted to
forced swimming. The animals were randomly divided into 4 groups (n = 8), named
G1, G2, G3 and G4. After a period of acclimatization, all groups except G1 were
submitted to stress through 15 minutes of swimming. Twenty-three hours after
swimming, all groups were treated via gavage, according to: G1 - treated with 0.9%
saline solution; G2 - treated with 0.9% saline solution; G3 and G4 - treated with 22
mg/kg and 66 mg/kg of dry extract of P. alata leaves, respectively. After one hour of
administration, groups G2, G3 and G4 were again submitted to swimming for 5
minutes, and behavioral parameters such as immobility and swimming times were
evaluated. Furthermore, at the end, all groups were submitted to the elevated plus-
maze (EPM) model, where the frequency of entries and the length of stay in the open
and closed arms were evaluated. When evaluated in the EPM model, all animals
submitted to swimming (G2, G3 and G4) remained less time in the open arms when
compared to the control group (group not submitted to swimming), indicating anxiety
behavior. These results demonstrate that the swimming model was adequate to induce
anxiety in animals. However, when evaluating the movement and immobility times (in
the swimming model), as well as the time spent in the open arms in the EPM model,
no significant differences were observed between animals treated with saline solution
and with P. alata indicating that, in the model and doses used, the administration of
the extract did not decrease the level of anxiety in the animals.

Keywords: Anxiety. Passiflora alata. Wistar rats. Animal models.
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1. INTRODUCAO

Dados da Organizacdo Mundial de Saude estimam a prevaléncia dos
transtornos de ansiedade em 3,5%. No continente americano esse transtorno mental
alcanca maiores proporgoes e atinge 5,6% da populagdo, com destaque para o Brasil,
estando presente em 9,3% da populacdo (OMS, 2017). Esses transtornos estao
associados a comorbidades fisicas, aumento na utilizacdo dos servicos de saude e
diminuicao na produtividade no trabalho, com custos sociais significativos (PEREIRA,
LOUREIRO e CRIPPA, 2016; REMES et al., 2016).

Até sua quarta edicdo, o Manual Diagndéstico e Estatistico dos transtornos
Mentais (DSM-4) da Associacdo Americana de Psiquiatria (APA, 2000) incluia nos
transtornos de ansiedade o transtorno do panico, fobia social, transtorno de ansiedade
generalizada, agorafobia e transtorno de estresse pés-traumatico (TEPT). Porém, em
sua quinta edicado (DSM-5) o TEPT foi colocado em uma categoria separada, um novo
capitulo junto aos transtornos relacionados a agentes estressores, apesar de
apresentar muitas semelhancas com os transtornos de ansiedade (APA, 2013).

Nesse sentido, segundo KILPATRICK et al.,, 2013, entre 80 e 90% da
populacdo em geral jA experimentou algum evento traumatico sendo que a
prevaléncia do TEPT é estimada entre 3-8%, com maior percentual em determinadas
populacdes como veteranos de guerra (30%) e vitimas de abuso sexual (50%)
(BISSON et al., 2015; KESLLER et al., 2005). Segundo a Associacdo Americana de
Psiquiatria, o TEPT € uma importante causa de prejuizos nas esferas social,
ocupacional e de aprendizagem (APA, 2013).

Transtornos de ansiedade e TEPT apresentam alguns aspectos semelhantes
visto que, segundo o DSM-5 (APA, 2013), compartilham caracteristicas clinicas
comuns pois a exposicao a eventos traumaticos pode desencadear comportamentos
de medo e ansiedade excessivos, que por vezes implicam em sofrimento psicolégico
associado a prejuizo social, profissional e em outras areas importantes da vida do
individuo.

Nesse contexto, medo e ansiedade podem estar presentes nos transtornos de
ansiedade e no TEPT (LIU et al. 2015). Os mesmos sao respostas importantes na
medida em que podem evitar uma situagdo de perigo (TAKAGI et al., 2018) mas

quando excessivos passam a ser expressos através de sintomas como pensamentos
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baseados em ameacas, reatividade fisiolégica aberrante, emocédo negativa
aumentada e comportamento “evitativo” (HYDE, RYAN e WATERS, 2019).

O tratamento desses transtornos, incluindo o estresse pés-traumatico e 0s
transtornos de ansiedade pode ser realizado com o uso de benzodiazepinicos,
antipsicoticos e antidepressivos, dentre outros (AKINNUSI e EL SOLH, 2019; da
FONSECA et al., 2020; LIU et al., 2015). Porém, o uso de benzodiazepinicos esta
relacionado a potencial para abuso, dependéncia e abstinéncia e antidepressivos e
antipsicéticos podem provocar efeitos indesejaveis como hipotensdo postural,
potencial para arritmias, constipacdo intestinal e retencdo urinaria dentre outros
(AKINNUSI e EL SOLH, 2019; LIU et al., 2015). Adicionalmente, a complexidade dos
transtornos mentais e o fato dos mesmos coexistirem em um mesmo paciente pode
dificultar o tratamento (LIU et al., 2015).

Dessa forma a busca por novas alternativas terapéuticas se torna importante e,
nesse contexto, a prospeccdo e 0 desenvolvimento de novos compostos com
possibilidade de uso terapéutico pode ser feita por varios métodos como triagem
empirica, triagem empirica direcionada, descoberta ao acaso, através de produtos
naturais ou por planejamento racional. Desde épocas ancestrais da humanidade, as
plantas medicinais tém sido bastante utilizadas pelo homem e frequentemente
auxiliam ou substituem as terapias convencionais (OLIVEIRA et al., 2008). O interesse
por plantas utilizadas terapeuticamente aumentou no final do século 20 e as
investigacOes sobre a terapia baseada no uso de plantas cresceu também nos paises
desenvolvidos (HOU et al., 2020; KIM e SONG, 2012; KIM et al., 2017; RAHBARDAR
e HOSSEINZADEH, 2020).

Com relacdo aos transtornos psiquiatricos, o papel das plantas medicinais no
tratamento esta bem estabelecido, com evidencias consistentes da efetividade de
diversos fitoterapicos (SARRIS, 2018) e, nos ultimos anos as investigacdes sobre as
acOes psicofarmacologicas das plantas medicinais tem aumentado (LIU et al., 2015),
com destaque para a Piper methysticum (Kava), Hypericum perforatum (erva de Séo
Jodo) (SARRIS, 2018), Valeriana officinalis (THOMAS et al., 2016) e plantas do
género Passiflora (AMAN et al., 2016; da CUNHA et al., 2020; DANTAS et al., 2017,
da FONSECA, et al. 2020; GIOVANNINI et al., 2017; KIM et al., 2019).

O género Passiflora compreende aproximadamente 500 espécies pertencentes
a familia Passifloraceae, sendo a maioria encontrada nas ameéricas Central e do Sul.

As plantas desse género, especialmente a Passiflora incarnata sao utilizadas
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popularmente ha muito tempo devido aos efeitos antiespasmaodico, antiasmatico,
antitussigeno, analgésico e para transtornos do sistema nervoso central como insénia
e ansiedade (KIM et al., 2017; KIM et al., 2019; MIRRODI et al., 2013; PATEL et al.,
2009).

Quimicamente, a Passiflora incarnata apresenta em sua constituicdo
saponinas, alcaloides e flavonoides sendo possivel que esses Ultimos sejam
responsaveis pelos efeitos centrais (AMAN et al., 2016; da FONSECA et al.; 2020).

Apesar da Passiflora incarnata ser a mais descrita em todo o mundo, no Brasil
as espécies Passiflora edulis e Passiflora alata, conhecida como maracuja doce sao
mais comuns e tem sido popularmente empregadas como ansioliticas (BARBOSA et
al., 2008).

Para avaliacédo do efeito de farmacos ou plantas em doencas que envolvam o
sistema nervoso central, sdo necessarios modelos animais capazes de reproduzir os
sintomas, tanto biolégicos quanto comportamentais observados em humanos
(LIBERSON et al., 2005).

Esses modelos se valem da observacgéao inicial de Charles Darwin de que a
expressdo de emocdo em humanos e outros mamiferos foi filogeneticamente
preservada (" ... 0s jovens e os idosos de racas amplamente diferentes, tanto no
homem quanto nos animais, expressam o mesmo estado de espirito pelos mesmos
movimentos ... ", Charles Darwin, 1872). Com base nessa premissa, modelos de
distarbios emocionais tentam reproduzir caracteristicas de distarbios psiquiatricos
humanos em animais de laboratério, correlacionando as alteracdes fisiologicas e
comportamentais associadas a alteracdes especificas (CAMPOS et al., 2013).

Para inducdo de situacbes estressoras/traumaticas que levem a
comportamentos de medo/ansiedade os modelos animais se valem de estressores
fisicos como choque elétrico, trauma subaquatico e contensdo fisica ou ainda
estressores sociais como instabilidade da “habitagéo”, estresse precoce (retirada
materna precoce) ou ainda estressores psicologicos como a exposi¢cado ao predador
ou ao seu odor (WHITAKER, GILPIN e EDWARDS, 2014).

Para avaliagcdo comportamental de animais, alguns modelos tem sido
propostos. Um desses modelos € o labirinto em cruz elevado (LCE), realizado em um
aparato com dois bragcos abertos opostos perpendicularmente a bragos fechados
(ARANTES et al., 2013; CAMPOS et al., 2013; MORATO, 2006).
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Conforme descrito acima, plantas do género Passiflora, especialmente a
Passiflora incarnata tem demonstrado utilidade em situacdes nas quais a ansiedade
esteja implicada. Porém, poucos estudos avaliaram os efeitos da P. alata em modelos
de ansiedade. Assim, o estudo dos efeitos comportamentais dessa espécie pode ser

interessante para uma melhor compreensao de sua utilidade como ansiolitico.




2. OBJETIVO
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2. OBJETIVO

Avaliar os efeitos comportamentais da administracdo aguda do extrato das
folnas de P. alata em ratos Wistar machos submetidos a estresse no modelo
modificado de natacéo forcada.




3. MATERIAL E METODO
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 — Material vegetal

O material vegetal (extrato seco das folhas de P. alata) foi adquirido em
estabelecimento comercial no municipio de Marilia/SP.
Para administracdo, o extrato seco foi preparado nas concentracdes de

22mg/mL e 66 mg/mL, diluido em solucao salina 0,9%.

3.2 — Animais

Foram utilizados 32 ratos albinos Wistar machos, pesando entre 180 - 220g,
provenientes do Biotério Central da Universidade de Marilia (UNIMAR).
Durante toda a execucdo do protocolo experimental, os animais receberam

agua e racao ad libitum.

3.3 — Modelo de natacéo forcada modificado

O teste de natacdo forcada foi realizado segundo o modelo de Porsolt
(PORSOLT et al., 1978), no qual é feito um pré-teste onde os animais sdo submetidos
a natacdo por 15 minutos em recipientes cilindricos (50cm de altura por 30 cm de
didmetro) com agua na altura de 15 cm e temperatura entre 25-27°C, sendo esse 0
primeiro contato do animal com a situacao estressora. No presente estudo, foi feita
uma modificacdo na coluna de agua, que passou a ter 30 cm.

Apos 23 horas do pré-teste, 0s animais receberam os respectivos tratamentos
(conforme protocolo experimental descrito no item 3.5) e, 60 minutos apds, foram
submetidos novamente a natacdo nas mesmas condi¢cdes anteriores, mas por um
periodo de 5 minutos. O segundo periodo de natacao foi filmado para avaliacéo das
variaveis comportamentais tempo de natacdo (movimentacdo) e tempo de imobilidade
(auséncia de movimento adicional aqueles necessarios para manter a cabec¢a do

animal fora da agua).
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3.4 — Teste de labirinto em cruz elevado (LCE)

ApoOs o segundo periodo de natacdo, o comportamento foi adicionalmente
avaliado utilizando-se o modelo de LCE. Conforme Figura 1, o modelo consiste de um
aparato formado por dois bragos abertos opostos, medindo 50cm de comprimento por
10cm de largura cada um, perpendiculares a dois bracos fechados, também opostos
e com as mesmas dimensfes. Os bracos abertos e fechados cruzam-se
perpendicularmente, delimitando uma éarea central de 10 cm?. Todo o aparato fica a
uma distancia de 100cm do solo. Os testes foram realizados em uma sala isolada com
som atenuado, controle de temperatura e luminosidade e exaustdo de ar, na qual
nenhuma outra atividade foi realizada no momento do experimento. As sessdes
experimentais foram realizadas todas no periodo diurno para evitar variacées devido
ao ciclo circadiano. Os animais foram filmados por 5 minutos para avaliacdo da
frequéncia de entradas e o tempo de permanéncia nos bracos abertos e fechados e
no meio do labirinto. Adicionalmente, com base nesses parametros foi calculado o
indice de ansiedade:

1 - [(tempo no brago aberto/300) + (entradas no braco aberto/total de entradas/2)],
conforme descrito por HUYNTH et al., 2011.

Figura 1: Aparato para o modelo de labirinto em cruz elevado. Disponivel em:
https://www.medicalexpo.com/pt/prod/mazeengineers/product-125279-908437.html
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3.5 — Protocolo experimental

Previamente a experimentacdo, os animais foram divididos aleatoriamente em
4 grupos (n=8), acondicionados em caixas plasticas (40x30x17cm), 4 animais por
caixa e em seguida aclimatados por um periodo de dez dias as condi¢cdes do
laboratorio em sala com temperatura (20°C - 25°C) e ciclo de claro/escuro (12/12
horas) controlados.

Os grupos G2, G3 e G4 foram submetidos a natagéo por 15 minutos segundo
o modelo descrito no item 3.3. Vinte e trés horas apds, todos 0s grupos receberam
tratamento via gavagem conforme abaixo:

G1: solucao salina na dose de 1mL/Kg — ndo submetido a natacao;

G2: solucao salina na dose de 1mL/Kg;

G3: 22 mg/Kg do extrato de Passiflora alata;

G4: 66 mg/Kg do extrato de Passiflora alata e

Sessenta minutos apés o tratamento, o grupo G1 foi avaliado no modelo de
LCE (item 3.4) e os grupos G2, G3 e G4 foram submetidos a um novo periodo de
natacdo por 5 minutos (item 3.3). Imediatamente apds a natacdo, os animais foram

secos e avaliados no modelo do Labirinto em Cruz Elevado (item 3.4)

3.6 — Tratamento estatistico

Para avaliacdo estatistica foi utilizado o software GraphPad Prism 5.0. As
variaveis avaliadas na natacdo e no Labirinto em Cruz foram expressas em média +
erro padrdo da média (EPM). Os resultados foram submetidos ao teste de
normalidade e posteriormente a andlise de varidncia complementada pelo teste de

Tukey. O nivel de significancia adotado foi de 5% (p<0,05).

3.7 — Aspectos éticos e legais

O presente projeto de pesquisa teve inicio apos aprovacdo do Comité de Etica
em uso Animal (CEUA) da UNIMAR - protocolo 018/2019.
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4. RESULTADOS

4.1 Analise do comportamento dos animais no modelo modificado de

natacao forcada.

As Figuras 2 e 3 mostram o efeito da administragéo aguda do extrato de P.

alata respectivamente sobre os tempos de movimentacao e imobilidade. Nas doses

utilizadas néo houve diferenca significativa entre os grupos.
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Figura 2. Efeito da administracdo aguda do extrato de P. alata sobre o tempo de movimentag&o no
modelo de natacdo forcada. Resultados expressos em média + EPM. Nao houve diferenca

estatisticamente significativa segundo o teste de Tukey (p>0,05).
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Figura 3. Efeito da administracdo aguda do extrato de P. alata sobre o tempo de imobilidade no modelo
de natacao forcada. Resultados expressos em média + EPM. Nao houve diferenca estatisticamente
significativa segundo o teste de Tukey (p>0,05).
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4.2 Analise do comportamento dos animais no modelo de labirinto em

cruz elevado.

As Figuras 4 e 5 mostram os efeitos da natacdo e da administracdo aguda do
extrato de P. alata sobre o tempo de permanéncia nos bragos abertos e fechados,
respectivamente em nimeros absolutos e percentuais. Observa-se que 0 grupo que
nao foi submetido a natacdo (G1l), em comparacdo aos demais (G2, G3 e G4)
permaneceu mais tempo nos bragos abertos. Por outro lado, os grupos submetidos a
natacdo permaneceram mais tempo nos bragos fechados. Nas doses utilizadas, o
extrato de P. alata ndo alterou significativamente o tempo de permanéncia dos animais

nos bracgos do LCE.
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Figura 4. Efeitos da natacdo e da administracdo aguda do extrato de P. alata nos tempos de
permanéncia nos bragos abertos e fechados no modelo de labirinto em cruz elevado. Resultados
expressos em média + EPM. Letras diferentes para grupos estatisticamente diferentes segundo o teste
de Tukey (p<0,05).
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Figura 5. Efeitos da natacdo e da administracdo aguda do extrato de P. alata sobre as porcentagens
de tempo nos bragos abertos e fechados no modelo de labirinto em cruz elevado. Resultados expressos
em média £ EPM. Letras diferentes para grupos estatisticamente diferentes segundo o teste de Tukey
(p<0,05).

A Figura 6 mostra os efeitos da natacédo e da administracdo aguda do extrato
de P. alata sobre a locomocéo, avaliada através do nimero de passagens pelo centro
e namero total de entrada nos bracos do LCE. Observa-se que 0s animais submetidos
a natacao apresentaram menor locomocdo em comparagcdo aos animais que nao
foram submetidos a natac&o. Adicionalmente, pode-se observar que a administragéo

do extrato de P. alata ndo alterou significativamente a movimentacao dos animais.
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Figura 6. Efeitos da natacdo e da administracdo aguda do extrato de P. alata sobre a locomocdo no
teste de labirinto em cruz elevado, avaliada através do nimero de passagens pelo centro e nimero

total de entradas nos bragos abertos e fechados. Resultados expressos em média + EPM. Letras
diferentes para grupos estatisticamente diferentes segundo o teste de Tukey (p<0,05).
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Os efeitos da natacao e da administracdo aguda do extrato de P. alata sobre o
indice de ansiedade esta demonstrado na Figura 7. Observa-se que o indice de
ansiedade foi maior nos animais submetidos a natagdo. Ndo foram observadas
diferencas significativas no indice de ansiedade entre os animais que receberam

solucéo salina e extrato de P. alata.
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Figura 7. Efeitos da natacdo e da administragcdo aguda do extrato de P. alata sobre o indice de
ansiedade avaliado no modelo de labirinto em cruz elevado. Resultados expressos em média £ EPM.
Letras diferentes para grupos estatisticamente diferentes segundo o teste de Tukey (p<0,05).
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5. DISCUSSAO

Devido ao efeito ansiolitico, plantas do género Passiflora tem sido avaliadas para
o tratamento da ansiedade, presente na depresséo, transtornos de ansiedade e de
estresse pos traumatico (AMAN et al., 2016; KIM et al., 2017).

Estudo em animais podem ser Uteis para elucidar o efeito de plantas (ARANTES
et al., 2013; CAMPOS et al., 2013) e, nesse sentido a inducdo de medo e ansiedade
pode ser feita por meio da exposicéo do animal a situacdes estressoras ou traumaticas
através de estressores fisicos (trauma subaquatico, choque elétrico e contencao
fisica), estressores sociais como instabilidade da “habitagcdo) ou ainda estressores
psicolégicos como exposicdo ao predador ou ao seu odor ou ainda a retirada materna
precoce (WHITAKER, GILPIN e EDWARDS, 2014). As referidas abordagens para
inducao de estados de ansiedade ndo buscam gerar transtornos de ansiedade, mas
sim um estado de ansiedade presente nas diversas doencas (CAMPOS et al., 2013;
KRAEUTER, GUEST e SARNYAI, 2019). O presente trabalho promoveu a inducao de
ansiedade através de uma modificacdo no modelo de nata¢éo descrito por PORSOLT
et al. (1978), no qual o animal era exposto a natacdo em uma coluna de agua de 15
cm. Segundo CALIL et al. (2002), nesse modelo a imobilidade do animal é
normalmente interpretada como um desamparo, podendo ser utilizado para avaliagdo
do efeito de farmacos antidepressivos. Porém, no presente estudo o modelo de
PORSOLT foi modificado visto que os animais foram expostos a uma coluna de agua
de 30 cm. Como o exercicio fisico (gerado pela altura da coluna de agua), a
impossibilidade de fuga e a situacdo nova geradas pela natacdo envolvem um
componente emocional, a mesma pode ser utilizada como agente estressor, estando
o tempo de imobilidade relacionado com o nivel de ansiedade visto que a imobilidade
representaria uma melhor resposta adaptativa do animal a uma situacao estressante
(CALIL et al., 2002).

Os resultados do presente estudo mostraram que a administragéo do extrato de
P. alata ndo promoveu efeito significativo sobre os tempos de movimentacao (Figura
2) e de imobilidade (Figura 3) nos animais quando expostos a natacdo, o que sugere
auséncia de efeito ansiolitico.

Além da avaliagdo do comportamento no modelo de natagéo, o presente trabalho

avaliou o comportamento dos animais no modelo de LCE.
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O referido modelo, frequentemente utilizado para o estudo da ansiedade, se
baseia na premissa de que a presenca de um ambiente ou situacdo novos pode
provocar reacOes conflitantes entre a ansiedade e a curiosidade/comportamento
exploratorio. Assim, ao estar exposto a uma nova situacdo, um roedor teria a
tendéncia de explorar novos ambientes conflitando com o medo da altura e aversao
ao braco fechado. Dessa forma, a evitacdo do braco aberto seria indicativa de
ansiedade (ARANTES et al.,, 2013; CAMPOS et al.,, 2013; MORATO, 2006;
PADURARIU et al., 2017; RICO et al., 2019; VERBITSKY, DOPFEL e ZHANG, 2020).

No presente trabalho, ao compararmos os grupos submetido (G1) e néo
submetido a natacdo (G2) é possivel observar que a nhatacdo aumentou
significativamente o tempo de permanéncia nos bracos fechados e diminuiu o tempo
nos bragos abertos (Figuras 4 e 5), o que indica que foi efetiva para induzir um
comportamento de ansiedade nos animais.

De acordo com STURMAN, GERMAIN e BOHACEK (2018), animais menos
ansiosos tendem a explorar mais o ambiente. O presente estudo avaliou a locomocéo
no LCE através do numero total de entradas nos bracos e do numero de passagens
pelo centro (Figura 6). Os resultados demonstram que os animais submetidos a
natacdo apresentaram menor locomoc¢ao, que associada a um menor nimero de
entradas nos bracos abertos, indica menor comportamento exploratério, sugerindo
mais uma vez que 0s animais submetidos a natacdo apresentaram maior nivel de
ansiedade. De fato, o indice de ansiedade (Figura 7) foi maior no grupo G2 em
comparacgao a G1.

Ao compararmos o0s grupos G2, G3 e G4, pode-se observar que ndo houve
diferenca significativa nos tempos de permanéncia (absoluto e em porcentagem) nos
bracos abertos e fechados (Figuras 4 e 5). Além disso, a atividade locomotora
exploratoria dos animais (Figura 6) ndo mostrou diferenca entre os grupos, o0 que
indica que a administragédo do extrato de P. alata, nas doses utilizadas néo foi efetiva
para diminuir o estado de ansiedade gerado pela natacao, fato corroborado pelo indice
de ansiedade, que ndo mostrou diferenca significativa entre grupos submetidos a
natacéo, independente do tratamento (Figura 7).

SOULIMANI et al. (1997) avaliaram o efeito da administracéo intraperitoneal do
extrato hidroalcodlico das partes aéreas de Passiflora incarnata na dose de 400mg/Kg

em camundongos, no modelo de transicdo claro/escuro. O extrato foi capaz de
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aumentar o tempo de locomocéo e o tempo de permanéncia dos animais no lado claro
do aparato, mostrando efeito ansiolitico.

Utilizando o modelo de LCE, DHAWAN et al. (2001) observaram que a fracéo
metandlica do extrato das partes aéreas de Passiflora incarnata produziu efeito
ansiolitico na dose de 10mg/Kg administrados por via oral em camundongos.

De modo semelhante, PETRY et al. (2001) utilizaram o modelo de LCE para
avaliar o efeito ansiolitico do extrato hidroalcodlico das folhas de duas espécies do
género Passiflora (Passiflora edulis e Passiflora alata), administradas por via
intraperitoneal em fémeas de ratos Wistar nas doses de 25, 50, 100 e 150mg/Kg. Os
autores observaram que 0s animais que receberam o extrato de Passiflora alata nas
doses de 100 e 150 mg/Kg e de Passiflora edulis nas doses de 50, 100 e 150mg/Kg
permaneceram mais tempo nos bracos abertos e menos tempo nos bracos fechados,
evidenciando dessa forma um efeito ansiolitico. Adicionalmente, os autores realizaram
a caracterizacao fitoquimica dos extratos e determinaram a presenca de flavonoides
nas duas espécies e de triterpenos somente no extrato de Passiflora alata.

Em um estudo que avaliou em camundongos o efeito da administracédo aguda
do extrato OTIFY et al., 2015 demonstraram que o extrato hidroalcodlico de Passiflora
edulis bem como algumas de suas fra¢des, todos administrados pela via oral nas
doses de 200mg/Kg aumentaram o tempo de permanéncia dos animais no braco
aberto, sugerindo efeito ansiolitico. Adicionalmente, o extrato hidroalcodlico na dose
de 400mg/Kg promoveu efeito sedativo.

JAWNA-ZBOINSKA et al. (2016) avaliaram os efeitos de um extrato padronizado
de Passiflora incarnata, utilizando ratos Wistar machos e demonstraram que doses
diarias do extrato de 30, 100 e 300 mg/Kg, administradas por via oral por um periodo
de quatro semanas promoveu uma diminuicdo dose dependente na ansiedade.
Adicionalmente, observaram uma deplecdo nos niveis de &cido glutdmico no
hipocampo, paralelo a um aumento nos seus metabdlitos, sugerindo um efeito
relacionado ao GABA.

BARBOSA et al. (2008), utilizando o modelo de LCE demonstraram que a
administragcdo do extrato de P. alata por via intraperitoneal nas doses de 100 e
150mg/Kg em ratos Wistar machos proporcionaram efeito ansiolitico. Os autores
determinaram que o conteudo de flavonoides do extrato foi de 2,1%.

Além de estudos com a utilizacdo em animais, os efeitos da Passiflora incarnata

tem sido investigado em ensaios clinicos. DANTAS et al. (2017), avaliaram em um
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ensaio clinico randomizado e duplo cego o efeito ansiolitico da administracdo oral de
Passiflora incarnata na dose de 260mg, em pacientes submetidos a extracao dentaria.
O efeito ansiolitico da Passiflora foi semelhante ao do midazolam.

Plantas do género Passiflora, especialmente a Passiflora incarnata apresenta
diversos compostos em sua constituicio com destaque para flavondéides como a
crisina, isovitexina, orientina e vitexina. Outros compostos como alcalbides (harmina),
aminoacidos e 6leos essenciais também estao presentes (LANS, 2019; SAVAGE et
al., 2018). O efeito ansiolitico parece ser devido a uma acdo sobre o sistema
gabaérgico (JAWNA-ZBOINSKA et al., 2016). Esses compostos estdo presentes
também na P. alata. De fato, os flavonoides presentes no género Passiflora exibem
atividade semelhante ao GABA (FIEBICH et al., 2011; OTIFY et al., 2015). Essa
atividade ansiolitica inerente ao sistema gabaérgico parece ser similar aos efeitos do
diazepam e pode estar relacionada a afinidade dos compostos pelos receptores
gabaérgicos, inibicdo da recaptacdo ou ainda modulacdo alostérica positiva dos
receptores gabaérgicos subtipo A, que podem ocorrer através dos mesmos locais de
ligacdo dos benzodiazepinicos (LANS, 2019; SAVAGE et al., 2018)

Baseado nos estudos citados acima, existem evidéncias de que as plantas do
género Passiflora apresentam atividade ansiolitica comprovada em diversos modelos
animais e até em ensaios clinicos.

Estudos prévios conduzidos por RIZZI et al. (2014) demonstraram a
administracdo de 22mg/Kg de peso do extrato seco de Passiflora spp pela via
intraperitoneal diminuiu os niveis de ansiedade avaliados no modelo de campo aberto.

Baseado nesse estudo, o presente trabalho avaliou o efeito da administracéo
oral de doses de 22 e 66mg/Kg do extrato seco das folhas de P. alata e, tanto no
modelo de natagdo quanto no modelo de LCE, a administragdo aguda desse extrato
por via oral ndo foi capaz de diminuir os niveis de ansiedade. E importante destacar
gue as doses utilizadas foram menores que aquelas que efetivamente demonstraram
efeito ansiolitico nos trabalhos acima descritos.

Adicionalmente, a maioria dos estudos descritos acima avaliou o extrato de
Passiflora incarnata, descrita em alguns trabalhos como a espécie com maior
atividade ansiolitica, alguns deles utilizaram vias diferentes da via oral e nenhum

utilizou a natacdo como agente estressor.
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Com relagcédo aos ensaios clinicos, muitos ndo detalham a espécie avaliada, o
preparo do extrato, 0 niumero de pacientes normalmente é pequeno e a descricdo da
randomizacao nao é muito clara.

O presente estudo apresenta algumas limitagbes, especialmente por nao utilizar
uma droga ansiolitica de referéncia e pelo ndo conhecimento da composi¢cao
fitoquimica do extrato utilizado. No modelo e nas doses utilizadas, néo foi observado
efeito ansiolitico. Porém o mesmo ndo deve ser descartado visto que diversos
trabalhos tem demonstrado o potencial de espécies do género Passiflora para o
tratamento de transtornos nos quais a ansiedade esta presente.

Dessa forma, mais estudos sdo necessarios para uma melhor avaliacdo dos
efeitos da P. alata em modelos que utilizem a natagdo para inducdo de estresse e

ansiedade.




6. CONCLUSAO
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6. CONCLUSAO

e O modelo modificado de natacdo forcada foi efetivo para induzir um
comportamento de ansiedade nos animais e

e Nas condigdes experimentais utilizadas, a administragédo aguda do extrato seco
das folhas de P. alata ndo diminuiu os niveis de ansiedade dos animais.
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ANEXOS
m UNIVERSIDADE DE MARILIA

CEUA — Comité de Etica em uso Animal

CERTIFICADO

CIAEP-01.0218.2014

Certificamos que o projeto intitulado “EFEITOS DA ADMINISTRACAO AGUDA E
CRONICA DO EXTRATO DE PASSIFLORA SPP EM RATOS WISTAR SUBMETIDOS A
ESTRESSE NO MODELO DE NATACAO FORCADA MODIFICADO” (Protocolo 018/2019)
que envolve producdo. manutencdo e /ou utilizacdo de animais pertencentes ao filo
Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica encontra-
se de acordo com os preceitos da lei n°® 11794, de § de outubro de 2008, do Decreto no
6.899, de 15 de julho de 2009. e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de
Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA). foi aprovado pelo COMITE DE ETICA
EM USO ANIMAL (CEUA) DA UNIVERSIDADE DE MARILIA.

Vigéncia do projeto Abril 2019 a agosto 2020
Espécie/linhagem Ratos Wistar

Numero de animais 32

Peso / Idade 180-220¢g

Sexo Machos
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