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RESUMO. O extrato fluido (EF), preparado segundo a Farmacopéia Brasileira, e sua fragio
aquosa (FA) obtidos de folhas de Passiflora alata foram administrados por via oral em
camundongos. Seus efeitos comportamentais foram avaliados por modelos que detectam a
atividade ansiolitica e antidepressiva de drogas, tais como: o labirinto em cruz elevado
(LCE) ¢ o teste da suspensio pela cauda (TSC). Efeitos sobre a atividade locomotora geral
dos animais foram monitorados no campo aberto. Efeitos sedativos foram observados com
EF (100 e 300 mg k') e EA (100, 300 e 600 mg kg™), caracterizados por uma diminuigio
do ntimero de entradas nos bragos fechados do LCE e uma diminui¢io no nidmero de
cruzamentos e levantamentos no campo aberto. No TSC, a administra¢io de EF (100 mg
kg™!) ou FA (100 e 300 mg kg™) resultou em aumento do tempo de imobilidade. Esses
resultados sio relevantes, pois contribuem para validar o uso popular dessa planta.

Paravras-chave: Passiflora alata, ansiolitico, antidepressivo, campo aberto, labirinto em cruz elevado,

teste da suspensio pela cauda.

ABSTRACT. Evaluation of anxiolytic and antidepressant activities in mice with
fluid extracts and aqueous fraction obtained from the leaves of Passiflora alata. The
fluid extract (FE), prepared according to the Brazilian Pharmacopoea, obtained from the
leaves of Passiflora alata and its aqueous fraction (AF), were administered by oral route to
mice, and the behavioural effects were evaluated using animal models that detect anxiolytic
and antidepressant activities, such as the elevated plus maze (EPM) and the tail suspension
test (TST). Effects on general motor activity were monitored in the open field. Sedative
effects were observed with FE (100 and 300 mg kg™') and AF (100, 300 and 600 mg kg') and
were characterized by a decreased number of entries in the enclosed arms of the EPM and a
decrease in the number of crossings and rearing in the open field. In the TST, FE (100 mg
kg™') and AF (100 and 300 mg kg) induced an increase in the immobility time. These
results are relevant because they contribute to validate the traditional use of this plant.

Key words: Passiflora alata, anxiolytic, antidepressant, open field, elevated plus maze, tail suspension test.

Introdugio

A depressio ¢ a ansiedade sio desordens mentais
de grande prevaléncia na populagio geral e, na
maioria das vezes, coexistem num mesmo paciente
(Buller e Legrand, 2001). De acordo com a
Organizagio Mundial da Satde (World Health
Organization, WHO), a depressio, que hoje afeta
cerca de 20% da populagio adulta, tornar-se-i a
segunda causa de morte ou incapacidade no ano
2020 (WHO, 2005). Embora este dado seja
alarmante, somente cerca de 60-70% dos pacientes
respondem aos tratamentos atualmente disponiveis,
observando-se que nem sempre o resultado ¢
satisfatério (Buller e Legrand, 2001). Assim, a busca

por tratamentos mais eficazes, com menos efeitos
colaterais ¢é justificada. O uso de fitoterdpicos pode
representar uma boa perspectiva para o tratamento
dos disttrbios afetivos.

Plantas como a kava-kava (Piper methysticum) e a
erva de Sio Jodo (Hypericum perforatum) tém sido
popularmente utilizadas para aliviar a ansiedade ¢ a
depressio. Muitos estudos clinicos e experimentais
comprovam essa eficicia (Mora et al., 2000).
Recentemente, foi demonstrado que o extrato
aquoso de Casimiroa edulis (Mora et al., 2005) ¢ o
extrato hidroalcéolico de Salvia elegans (Mora et al.,
2006), apresentam tanto atividade ansiolitica quanto
antidepressiva em modelos experimentais utilizados
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em roedores.

Preparacoes usando folhas de diversas espécies
do género Passiflora (Passifloracea) sio empregadas
para tratar a ansiedade, a insbénia e o nervosismo
desde 1867 (Dhawan et al., 2001; Dhawan et al.,
2004). A Passiflora alata, conhecida como “maracuji
doce”, possui ampla distribuigdio no territério
brasileiro (Cervi, 1981) e ¢é oficializada na
Farmacopéia Brasileira 2* e 3* edigdes (Farmacopéia
Brasileira, 1959, 1977). As primeiras evidéncias da
atividade psicotrépica dessa espécie foram obtidas
por Oga et al. (1984). Esse grupo mostrou que a
administragio intraperitoneal (i.p.) do extrato bruto
de Passiflora  alata nio s6 provocava agio
potencializadora do  sono  induzido  pelo
pentobarbital sédico, como também promovia
reducio da atividade locomotora de camundongos,
efeitos caracteristicos de atividade sedativa. Estudos
mais recentes demonstraram atividade ansiolitica
desprovida de sedagio com a administragio i.p. do
extrato aquoso  (De-Paris et al., 2002),
hidroalcodlico (Petry et al., 2001) e do extrato seco
nebulizado da mesma planta (Reginato et al.,
2006). No entanto, até o momento, nenhum dos
estudos publicados com extratos de Passiflora alata
avaliou a possivel atividade antidepressiva ou o
efeito da administrac¢io por via oral.

Dessa forma, usando o teste do labirinto em cruz
elevado (LCE) e o teste de suspensio pela cauda
(TSC), respectivamente, o presente estudo teve por
objetivo investigar se a administragio oral do extrato
fluido (EF) e de sua fra¢io aquosa (FA), obtidos de
folhas de Passiflora alata, produzia efeitos tipo-
ansioliticos e/ou antidepressivos em camundongos.
A atividade locomotora geral dos animais foi
monitorada no campo aberto.

Material e métodos
Animais

Foram utilizados camundongos albinos machos,
Swiss (30-45 g), agrupados (n=10) em gaiolas
plasticas, com livre acesso 2 4gua ¢ comida. Os
experimentos foram realizados de acordo com o
National Institute of Health Guide for Care and Use of
Laboratory Animals ¢ aprovados pelo Comité de Etica
em Experimentagio Animal da Universidade
Estadual de Maringi, Estado do Parani.

Material botanico e Preparagao dos extratos

A espécie em estudo foi coletada no horto
botinico do Campus da Univali em Ilhota, Estado
de Santa Catarina, nos meses de janeiro e agosto de
2001 e identificada botanicamente como Passiflora
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alata Curtis pelo Professor Armando Cervi, Curador
do Herbirio da UFPR, estd sob registro UPCB
43.414 no Herbirio do Departamento Botinico da
Universidade Federal do Paran3, Estado do Parana.

Apébs a coleta, as folhas foram secas ao ar,
trituradas e padronizadas (850 mm). 500 g da droga
foram umedecidos com o etanol bidestilado diluido
(64,7%), deixados em repouso por 12 horas e
percolados coletando-se 1 mL de extrato por
minuto, para se obter o EF. A fragio aquosa (FA) foi
obtida por partigcio do EF com solventes de
polaridade crescente (diclorometano, acetato de etila
e n-butanol), sendo a FA, a fragio remanescente da
particio utilizada.

Tratamentos

Diazepam (Dienpax®, Sanofi-Wintrop, Brasil),
imipramina (Sigma), EF e FA foram diluidos em salina
estéril e administrados por via oral (gavagem, 0,1 mL
kg") usando uma seringa de tuberculina acoplada a
uma cinula oral (0,1 cm x 4 cm). Os animais foram
deixados em jejum por 12h antes da administragio dos
tratamentos ¢ durante os experimentos. Cada animal
foi utilizado uma tnica vez.

Testes comportamentais

Os procedimentos comportamentais, conduzidos
entre 8:00 — 12:00h em sala com temperatura
controlada (23+1°C), foram filmados para posterior
anilise.

O labirinto em cruz elevado

O labirinto de cruz elevado consistiu de um
equipamento, feito de madeira, elevado a 100 cm do
solo, com dois bracos abertos (24,5 cm x 7,5 cm),
sem paredes laterais, cruzados perpendicularmente
por dois bracos de mesma dimensio, fechados por
paredes laterais de 20 cm de altura. Os camundongos
receberam uma administra¢io aguda de EF (30, 100,
300 mg kg™), EA (100, 300 e 600 mg kg™ ou salina e,
30 minutos depois, foram individualmente
colocados no centro do LCE por 5 minutos. O
niimero de entradas nos bracos abertos e fechados
bem como o tempo gasto nos bragos abertos do LCE
foram registrados. Subseqiientemente, a
porcentagem de entradas (%EBA) e de tempo gasto
nos bracos abertos (%TBA) foi calculada para cada
animal.

O campo aberto

Imediatamente, apés a exposigio ao LCE, os
animais foram colocados no campo aberto por mais
5 minutos (Royce, 1977). O campo aberto consistiu
de uma caixa quadrada de madeira (45 x 45 cm) com
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paredes laterais de 30 cm e o solo dividido em 9
quadrantes (15 x 15 c¢m), sem barreira fisica entre
eles. Nesse teste foram registrados: ndmero de
cruzamentos (ndmero de quadrantes percorridos) e
ntmero de levantamentos do animal sobre as patas
traseiras (rearings).

O Teste de suspensao pela cauda

O TSC foi baseado no protocolo descrito por
(Steru et al., 1985). Trinta minutos apds receberem
os tratamentos, os camundongos foram suspensos
pela cauda e gentilmente posicionados em um
suporte de madeira localizado a 100 cm do solo, por
meio de fitas adesivas fixadas a 1 ¢cm do final da
cauda. O tempo em que o animal permaneceu
imével foi registrado durante 6 minutos.

Andlise estatistica

Os dados foram expressos como as médias * erro
padrio da média (EPM) dos grupos (n=10) e
observados pela anélise de varidncia de uma via (Anova)
seguida do teste de Tukey para comparagdes multiplas.

Resultados

A administragio oral de diazepam (1 mg kg™)
induziu efeito tipo-ansiolitico, caracterizado por um
aumento na %EBA (t18=9,48, p<0,001) e¢ na %TBA
(t18=7,53, p<0,001) nos bracos abertos, sem
alteragio no ntmero de entradas nos bracos fechados
(t18=0,63, p=0,53) do LCE, quando comparado ao
grupo salina (Figura 1). J4 a administragio do EF (300
mg kg™ resultou significativa reducio do nimero de
entradas nos bragos fechados (F,33=>5,54, p=0,0032),
mas nio alterou os indices %EBA (F,33=2,84,
p=0,05) ¢ %TBA (F;5=0,03, p=0,03). Da mesma
forma, apenas um efeito sedativo, observado pela
diminui¢io do ndmero de entradas nos bragos
fechados foi obtido com a administragio do FA na
dose de 600 mg kg (F;3=4,85, p=0,006). Com as
doses empregadas do FA (100, 300 ¢ 600 mg kg™!) nio
foram observadas alteragbes nos indices %EBA
(F33=1,82, p=0,16) ou %TBA (F;3,=1,04, p=0,39).

O efeito sedativo dos EF e FA foi confirmado no
teste do campo aberto (Figura 2). Tanto a
administragio do EF (300 mg kg') quanto do FA (300
e 600 mg kg™') causaram uma significativa alteragio na
atividade locomotora dos animais, evidenciada pela
diminuigdlo do ndmero de cruzamentos (EF
F;35=5,26, p=0,0042; FA F;3,=8,4, p=0,0002) ¢ de
levantamentos  (EF  F;5=4,09, p=0,014; FA
F;3,=10,71, p<0,0001) quando comparado ao grupo
controle (Tabela 1). J4 o diazepam, empregado em dose
que causou efeito ansiolitico no LCE, nio alterou a
locomogio dos animais no campo aberto (p>0,05).
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Figura 1. Efeito da administracio oral de salina (Sal), diazepam (DZ,
1 mg kg™), EF (100, 300 e 600 mg k™) ou FA (30, 100 e 300 mg kg™)
obtidos de folhas de Passiflora alata, em camundongos submetidos ao
labirinto em cruz elevado por 5 min. Os tratamentos foram
administrados 30 minutos antes do teste. As barras e as linhas verticais
representam as médias # EPM de cada grupo (n=10). *p<0,001
comparado com salina pelo teste t de Student e *p<0,05 comparado
com salina pela Anova seguida do teste de Tukey.
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Figura 2. Efeito da administragio oral de salina (Sal), imipramina
(Im, 20 mg kg™), EF (100, 300 e 600 mg kg™") ou FA (30, 100 e
300 mg kg™!) obtidos de folhas de Passiflora alata em camundongos
submetidos ao teste de suspensio pela cauda por 6 min Os
tratamentos foram administrados 30 minutos antes do teste. As
barras e as linhas verticais representam as médias + EPM de cada
grupo (n=10). “p<0,05 comparado com salina pelo teste t de
Student e *p<0,05 comparado com salina pela Anova seguida do
teste de Tukey.
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Tabela 1. Efeitos da administragio oral de diazepam (DZ, 1 mg
kg™), EF (100, 300 ¢ 600 mg kg™'), FA (30, 100 ¢ 300 mg kg™
obtidos de folhas de Passiflora alata sobre os parimetros
comportamentais registrados no teste do campo aberto, ntimero
de cruzamentos e rearings respectivamente. Os nidmeros
representam as mediastEPM dos grupos (n=10). *p<0,05
comparado ao grupo salina pela Anova seguida do teste de Tukey.

Tratamento Cruzamentos Levantamentos

Salina

(10 mL kg™ 62,5+9,8 233+69

Diazepam

(1,0 mgkg™) 55,7+29 324+19

EF (mgkg")

30 63,0+9,9 26,1+88

100 473+79 9.3£25

300 21,4 £2,1% 0,4 £0,3%

FA (mgkg™)

100 52,8+73 26,3%45

300 38,8 £5,6% 2,9 +0,8%

600 15,6 £ 4,1%* 0,8 £0,5%
No TSC, a atividade antidepressiva da

imipramina (20 mg kg™, via oral) foi observada pela
diminui¢io no tempo de imobilidade dos animais
(t18=3,83, p<0,001; Tabela 1). J4 a administragio
de EF (100 mg kg™) ou FA (100 e¢ 300 mg kg™
resultou um aumento do tempo de imobilidade (EF
F;3=5,39, p=0,0036; FA F,;,=8,40, p<0,001),
caracterizando mais uma vez efeito sedativo de
tratamento.

Discussao

No presente estudo, demonstramos que ambos
EF ¢ EA, obtidos de folhas de Passiflora alata, quando
administrados por via oral, produzem efeito sedativo
em camundongos. Uma dnica administragio de EF
ou EA (100 mg kg') produziu um significativo
aumento no tempo de imobilidade no TSC,
enquanto doses maiores (300 ¢ 600 mg kg')
diminufram a atividade locomotora geral dos
animais, como foi observado nos testes do LCE e
campo aberto.

A validade do LCE para a avaliagio de efeitos
ansioliticos ou ansiogénicos de drogas é bem
documentada (Pellow e File, 1986; Lister, 1987,
Carobrez, 2005). No presente trabalho, o tratamento
com diazepam, uma droga benzodiazepinica, levou a
um significativo aumento nas entradas ¢ no tempo
que camundongos gastaram no LCE sem, no
entanto, alterar o ndmero de entradas nos bracos
fechados, uma medida bem aceita de atividade
locomotora (Dalvi, 1999). Estes resultados estio de
acordo com outros estudos que mostraram que o
diazepam  produz  efeito  ansiolitico  tanto
experimental quanto clinicamente (Haefely, 1988).
A administracio oral de EF ou FA, no entanto,
resultou em diminuicio da atividade locomotora dos
animais no teste do LCE e campo aberto.
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Efeitos sedativos e ansioliticos tém sido descritos
usando diferentes extratos obtidos de Passiflora alata
(Oga et al., 1984; Petry et al., 2001; De Paris et al.,
2002; Reginatto et al., 2006). No entanto,
provavelmente  devido a  diferencas  nos
procedimentos experimentais, na preparagio dos
extratos, nas doses, esquemas ¢ vias de administra¢io
empregados, nio existe consenso sobre o efeito
farmacoldgico ou sobre os possiveis constituintes
ativos de Passiflora alata. Esse fendmeno também foi
observado com outras espécies de Passiflora.
Soulimani ef al. (1997) demonstraram que o extrato
aquoso de Passiflora incarnata (400 e 800 mg kg™, i.p.)
induz efeito sedativo enquanto o  extrato
hidroalcélico (400 mg kg', ip.) produz efeito
ansiolitico em camundongos. Esses autores
atribuiram os efeitos observados aos diferentes
solventes utilizados na preparagio dos extratos.
Nesse sentido, Dhawan et al. (2002) afirmam que a
diferenca das respostas Dbioldgicas pode ser
conseqiiéncia da variabilidade quimica do conjunto
das substincias presentes num extrato, o que €
inerente 3 complexidade da matéria-prima viva e
também produto do processo extrativo ao qual a
planta foi submetida (Dhawan et al., 2002).

Alcaléides tipo harmana ¢ flavondides C-
glicosilados, derivados da apigenina e luteonina
(vitexina, isovitexina, orientina, isoorientina,
schaftosideo, entre outros), tém sido implicados
como os maiores constituintes bioativos presentes
em Passiflora (Aoyagi et al., 1974, Speroni e
Minguette, 1988; Zanoli et al., 2000; Dhawan et al.,
2004), observando-se que esses dltimos constituem
bons marcadores de qualidade para o género (Miiller
et al., 2005). Por meio de estudo comparativo do
perfil cromatogrifico de Passiflora incarnata e Passiflora
alata, Miiller et al. (2005) demonstraram a presenga
de flavondides (isovitexina e tracos de vitexina) e
auséncia de alcaldides tipo harmana na dltima
espécie. Observaram ainda que o fingerprint, ou scja, a
quantidade e a qualidade de flavondides dessa
espécie eram diferentes daquele encontrado, sob
mesmas condi¢des de anilise, para Passiflora incarnata.
Ele mesmo variava de acordo com a estagio do ano
em que a planta fora coletada. Recentemente,
saponinas foram identificadas em extratos obtidos de
Passiflora alata. E possivel que esses compostos
possam contribuir para os efeitos farmacolégicos
observados (Reginatto et al., 2001).

O TSC ¢ utilizado para detectar drogas com
perfil antidepressivo (Steru et al., 1985). O animal
suspenso pela cauda entra em estado de imobilidade,
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ou desamparo aprendido, uma vez que nio consegue
escapar da situacio imposta pelo pesquisador.
Antidepressivos clinicamente efetivos, tais como:
imipramina e fluoxetina, diminuem o periodo de
imobilidade no TSC (Rodrigues ef al., 2002). Neste
experimento, a administragio de EF ou FA resultou
aumento do tempo de imobilidade, o que foi
interpretado como efeito sedativo e confirmado no
campo aberto.

Conclusao

O presente estudo fornece evidéncias de que os
EF ¢ FA obtidos de Passiflora alata possuem efeitos
sedativos, quando administrados por via oral, em
camundongos. Estudos subseqiientes
entanto, necessirios para verificar os provaveis
mecanismos de agio dos extratos de Passiflora e para
elucidar quais principios ativos estio envolvidos

sa0, no

nessa atividade central.
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