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Ha muito tempo que eu sai de casa
Ha muito tempo que eu cai na estrada
Ha muito tempo que eu estou na vida
Foi assim que eu quis, e assim eu sou feliz
Principalmente por poder voltar
A todos os lugares onde ja cheguei
Pois la deixei um prato de comida
Um abrago amigo, um canto pra dormir e sonhar
E aprendi que se depende sempre
De tanta, muita, diferente gente
Toda pessoa sempre é as marcas
Das ligoes didrias de outras tantas pessoas
E é tdo bonito quando a gente entende
Que a gente é tanta gente onde quer que a gente va
E é tdo bonito quando a gente sente
Que nunca estd sozinho por mais que pense estar
E tdo bonito quando a gente pisa firme
Nessas linhas que estdo nas palmas de nossas maos
E tdo bonito quando a gente vai d vida
Nos caminhos onde bate, bem mais forte o corag¢do

Caminhos do Coragao
(Gonzaguinha)
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RESUMO

As espécies vegetais pertencentes ao género Passiflora sao
chamadas popularmente de maracuja e sdo utilizadas tradicionalmente
na medicina popular como sedativo, ansiolitico natural, ¢ no tratamento
e prevencdo da irritabilidade, ins6nia e nervosismo. Embora a
Farmacopeia Brasileira considere como a espécie oficial do género
Passiflora apenas a espécie Passiflora alata, a espécie Passiflora edulis
variedade flavicarpa Degener, popularmente conhecida no Brasil como
“maracujd azedo” ou “maracujd amarelo”, ¢ a mais frequentemente
usada tanto para a produgdo de suco pela industria alimenticia quanto
como remédio pela populagdo. Esta tese investigou os efeitos
neurofarmacologicos do extrato aquoso (EA), fragdo butanodlica (FB) e
fragdo aquosa residual (FAR) obtidos a partir do pericarpo dos frutos da
espécie Passiflora edulis variedade flavicarpa (P. edulis). No teste da
transi¢do claro-escuro, o tratamento por via oral com o EA do pericarpo
aumentou o tempo de permanéncia no compartimento claro do modelo,
de maneira semelhante ao efeito do diazepam, sugerindo um efeito tipo-
ansiolitico. Além disso, reduziu significativamente o tempo para inicio
do sono induzido por éter etilico, além de aumentar a duragdo total do
sono. No teste da suspensdo pela cauda, o tratamento com o EA
produziu efeito tipo-antidepressivo, representado pelo aumento da
laténcia para a primeira imobilidade e reducdo do tempo total de
imobilidade, de maneira semelhante ao efeito da imipramina. A FB
produziu efeitos semelhantes, tanto no teste da transi¢do claro-escuro,
quanto no da suspensdo pela cauda, enquanto a FAR mostrou-se
desprovida de a¢do neurofarmacoldgica. A presenga de flavonoides C-
glicosideos, identificados como vicenina-2, 6,8-di-C-glicosilcrisina,
spinosina e isoorientina, o Ultimo como composto majoritario, tanto no
EA quanto na FB, foi associada aos efeitos neurofarmacoldgicos
observados. O tratamento por via oral com a isoorientina isolada
promoveu tanto um efeito tipo-ansiolitico no teste da transi¢do claro-
escuro, quanto um efeito tipo-antidepressivo no teste da suspensdo pela
cauda. No teste da transi¢do claro-escuro, o pré-tratamento com
flumazenil, antagonista benzodiazepinico, ndo bloqueou o efeito tipo-
ansiolitico da isoorientina, enquanto o pré-tratamento com WAY-
100635, antagonista 5-HT,, bloqueou tal efeito. No teste da suspensdo
pela cauda, o pré-tratamento com p-clorofenilalanina, inibidor da sintese
de serotonina, bloqueou o efeito tipo-antidepressivo da isoorientina,
enquanto ndo houve bloqueio apds o pré-tratamento com prazosina,
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antagonista adrenérgico. Esses resultados sugerem que a atividade
neurofarmacoldgica do pericarpo de P. edulis, observada pela primeira
vez neste trabalho, estd relacionada a presenga de flavonoides C-
glicosideos, principalmente a isoorientina, a qual parece promover
atividade tipo-ansiolitica e antidepressiva via  mecanismos
serotonérgicos de neurotransmissdo. O presente trabalho descreve,
portanto, a atividade neurofarmacoldgica de uma parte da planta — a
casca — que ¢ considerada residuo industrial e, portanto, descartada.
Cerca de 300 mil toneladas de cascas dos frutos de P. edulis sao
descartadas anualmente, o que representa um desperdicio de material
que poderia ser utilizado como matéria-prima para diferentes tipos de
industria, inclusive, ou principalmente, a farmacéutica.
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ABSTRACT

The species of Passiflora genus are used in traditional medicine
as sedative, anxiolytic and in the treatment and prevention of irritability,
insomnia and nervousness. Passiflora edulis variety flavicarpa Degener,
popularly known in Brazil as “maracuja azedo” or “maracuja amarelo”
is frequently used in juice production by the food industry and as
remedy by population. This work investigated the neuropharmacological
effects of the aqueous extract (AE), butanolic fraction (BF) and aqueous
residual fraction (ARF) obtained from the pericarp of the fruits of
Passiflora edulis variety flavicarpa (P. edulis), popularly known in
Brazil as “maracuja”. In the light-dark transition test, oral treatment with
AE enhanced the time in the light compartment, similarly to the effects
of diazepam, suggesting an anxiolytic-like effect. Moreover, AE
decreased the latency and enhanced the total time of the sleep induced
by ethyl ether. In the tail suspension test, treatment with AE produced
antidepressant-like effects, enhancing the latency to the first immobility
episode and reducing of the total time of immobility, similarly to
imipramine. BF induced similar effects in both tests, while the ARF did
not show any neuropharmacological effect. The presence of C-
glycosylflavonoids identified as vicenin-2, 6-8-di-C-glycosylchrisin,
spinosin and isoorientin, major compound, in the AE and BF, was
related to the neuropharmacological effects observed. Oral treatment
with the isolated isoorientin promoted an anxiolytic-like effect at the
light-dark transition test and a antidepressant-like effect at the tail
suspension test. In the light-dark transition test, pre-treatment with
flumazenil, a benzodiazepine antagonist, did not block the anxiolytic-
like of isoorientin, while pre-treatment with WAY-100635, a 5-HT 4
antagonist, blocked this effect. In the tail suspension test, pre-treament
with p-chlorophenilalanine, an inhibitor of serotonin synthesis, blocked
the antidepressant-like effect of isoorientin, while prazosin, an
adrenergic antagonist, did not. = These results suggest that the
neuropharmacological activity of the pericarp of P. edulis, observed for
the first time in the present work, is related to the presence of C-
glycosylflavonoids, mainly isoorientin, that seems to promote the
anxiolytic and antidepressant-like activity by serotonergic mechanisms.
Therefore, the present study describes the neuropharmacological activity
of a plant part — the pericarp — that is considered industrial residue.
Considering that Brazilian production of the fruits of this plant species is
about 450 thousand ton/year and that the pericarp represents about 70%
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of this amount, this material could be used as raw material by different
industries, including, or especially, the pharmaceutical on
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1. INTRODUCAO
1.1. Plantas medicinais neurofarmacologicamente ativas

O uso de produtos naturais como agentes psicoativos para
aliviar transtornos relacionados ao sistema nervoso central ou para criar
estados alterados de consciéncia data provavelmente de tempos muito
remotos, quando os primeiros experimentos de tentativa e erro feitos por
xamas ou outros experimentadores levaram a descoberta dos efeitos que
certos vegetais exercem sobre a mente humana (CLEMENT et al., 2004;
ZHANG, 2004; PRISINZANO, 2009). As plantas psicoativas exercem
profundos efeitos sobre a consciéncia humana, emogdo e cognigdo, ¢
tém sido utilizadas pelo ser humano ao longo dos tempos com
finalidades recreativas, espirituais e terapéuticas. Muitas dessas espécies
vegetais, a despeito de terem seu uso registrado ha séculos, sdo ainda
amplamente utilizadas nos dias de hoje, como é o caso de Coffea
arabica (café), Nicotiana tabacum (tabaco), Cannabis sativa (maconha),
Papaver somniferum (6pio), entre outras espécies (O'CONNOR E
ROTH, 2005). E significativo, portanto, o fato de que o primeiro
alcaloide a ser purificado — a morfina — tenha sido descoberto
justamente em uma espécie vegetal psicoativa (CLEMENT et al., 2004).
Diferentes areas da ciéncia ocupam-se em estudar as relagdes criadas
entre tais espécies e as diferentes sociedades humanas. Em diferentes
regides do mundo ha relatos de um grande niimero de espécies vegetais
com suposta atividade psicoativa. Essas espécies fornecem um vasto
repertorio de substancias potencialmente uteis, as quais podem dar
origem a modernos compostos farmacéuticos para uso psiquiatrico.
Além disso, o conhecimento basico sobre os transtornos mentais como
sendo decorrentes de uma alteragdo neuroquimica, bem como nossa
habilidade @ em  tratar esses transtornos, tem  aumentado
consideravelmente com o auxilio do estudo sobre os efeitos das plantas
neurofarmacologicamente ativas sobre a neurobiologia humana, e a
continua avaliacdo do sitio molecular de acdo de drogas psicoativas
vegetais pode ajudar a expandir a lista atualmente existente de alvos
validos para a descoberta de novas drogas de a¢do central (O’'CONNOR
E ROTH, 2005).

Ao longo da historia, a investigagdo sobre drogas que afetam o
sistema nervoso tém se centrado principalmente sobre aquelas que
tratam ou combatem os sintomas dos transtornos psiquiatricos. Mais
recentemente, também tem sido dado muito destaque aquelas que
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tenham alguma acdo sobre doengas neurodegenerativas, como
Parkinson, Alzheimer ou alguns tipos de epilepsias, ou que ajam como
potentes analgésicos, entre outras categorias terapéuticas (GURIB-
FAKIM, 2006). A reserpina ¢ um exemplo classico: isolada de
Rauwolfia serpentina, esse farmaco, inicialmente usado para o
tratamento da hipertensdo, revolucionou o tratamento da esquizofrenia e
permitiu que os doentes evitassem a hospitalizag@o, tinico recurso antes
da introdugdo de drogas como a clorpromazina e o haloperidol. Quando
se trata de outras condigdes psiquiatricas, os medicamentos a base de
espécies vegetais podem representar uma possibilidade de tratamento,
principalmente quando sdo considerados os dados estatisticos que
apontam para o fato de que a depressdo ¢ a ansiedade afetam uma em
cada seis pessoas e que 40% das pessoas que tém outros tipos de
transtornos psiquiatricos também desenvolvem sintomas de ansiedade e
depressdo. Muitos desses pacientes acabam desenvolvendo também
distarbios do sono e ¢ principalmente na tentativa de manejar esses
distarbios que os medicamentos fitoterapicos sdo bastante empregados
(GURIB-FAKIM, 2006).

A maioria dos medicamentos fitoterapicos indicados para o
tratamento de distirbios psiquiatricos s@o extratos brutos ou semi-
purificados, como os de Hypericum perforatum (erva-de-Sdo-Jodo),
Gingko biloba (gingko), Panax ginseng (ginseng), Melissa officinalis
(melissa), Valeriana officinalis (valeriana), Crataegus oxyacantha
(pilriteiro ou cratego), Piper methysticum (kava-kava) e diferentes
espécies de Passiflora (maracujd), os quais reacenderam o interesse da
indistria farmacéutica por produtos de origem vegetal (MONTANARI
E BOLZANI, 2001).

Embora exista uma extensa literatura sobre o uso de plantas e
de extratos de plantas como agentes psicoativos (Zhang, 2004), a busca
por produtos naturais com finalidades psicoativas terapéuticas tem sido
menos desenvolvida do que, por exemplo, a busca por agentes
anticancerigenos (CLEMENT et al.,, 2004). No entanto, existem
exemplos suficientes de pesquisa bem sucedida por agentes psicoativos
vegetais os quais reforgam o fato de que a continuidade de tais pesquisas
pode ser bastante produtiva. Diferentes plantas utilizadas em fungo de
suas propriedades psicoativas ja deram origem a um grande numero de
substancias isoladas, como a efedrina, os canabinoides, os opioides ¢ a
reserpina, apenas para citar alguns exemplos. Algumas apresentam
propriedades alucindgenas, outras propriedades estimulantes, hipno-
sedativas, antidepressivas, ansioliticas, antipsicOticas, neuroprotetoras,
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entre outras propriedades centrais. No entanto, para muitas das plantas
com agdo central, os principios ativos ainda sdo desconhecidos
(CARLINI, 2003; CLEMENT et al., 2004, ZHANG, 2004). Apds o
isolamento de tais substancias, a tendéncia seguida por diferentes grupos
de pesquisa ao redor do mundo parece ser a de desenvolver estudos
visando a elucidacdo de seus possiveis mecanismos de acdo. Desta
forma, hoje existe uma ampla gama de informagdes a respeito da
influéncia de determinadas substincias isoladas de plantas sobre
diferentes vias de neurotransmissdo (CLEMENT et al., 2004). Clement e
colaboradores (2004) apresentam uma vasta revisdo sobre substancias
neurofarmacologicamente ativas que ja foram isoladas a partir de
espécies vegetais. A Tabela 1, modificada deste trabalho, sumariza essas
informagoes.
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Tabela 1 — Substancias psicoativas isoladas a partir de espécies vegetais
€ seus mecanismos respectivos de agdo atualmente conhecidos.

Composto

Espécie vegetal

Tipo de acdo

Mecanismo primario

central de aciio e outros
promovida mecanismos
B-carbolinas Banisteriopsis alucinégena agonista parcial 5-HT5;
(harmana, harmalina, caapi inibidores da enzima
etc) MAO
ibogaina Tabernanthe alucinoégeno em investigacdo;
iboga possivel bloqueador da
liberagdo de dopamina
induzida por nicotina
mescalina Lophophora alucinégeno mecanismo
williamsi* monoaminérgico;

agonista 5-HT,

salvinorina A

Salvia divinorum

alucinégeno

agonista de receptor K-

opidide
cafeina Coffea arabica estimulante antagonista
adenosinérgico
cathinona Catha edulis estimulante liberador de dopamina
cocaina Erythroxylon coca estimulante bloqueador da
recaptagdo de
monoaminas
efedrina Ephedra sinica estimulante agonista de o e -
adrenoreceptor
nicotina Nicotiana estimulante agonista colinérgico
tabacum
morfina, codeina Papaver analgésico agonista opidide
somniferum
apigenina Matricaria hipno-sedativo redutor da corrente de
chamomilla CI ativada por GABA
galfimina B Galphimia glauca | hipno-sedativo dopaminérgico
hiperforina Hypericum antidepressivo inibi¢do da enzima
perforatum COMT
kavaina Piper ansiolitico inibidor de canais de
methysticum célcio;
agonista BZD
orientina Jatropha cilliata ansiolitico mecanismo
desconhecido
(efeito anti-conflito em
animais de laboratdrio)
galantamina Narcissus sp potencial agente | inibidor competitivo de
anti-Alzheimer acetilcolinesterase
crisina Passiflora anticonvulsivan agonista BZD
coerulea te
polygalasaponinas Polygala potencial antagonista
tennifolia antipsicotico dopaminérgico e
serotonérgico
linalool diferentes anticonvulsivan inibidor da liberagao de
espécies vegetais te glutamato
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poligodial Drymis winteri relaxante antagonista
muscular noradrenérgico

*embora ndo se trate de uma espécie vegetal e, sim, de uma espécie de fungo, estd incluida na
tabela apenas para ilustrar alguns compostos psicoativos isolados a partir de produtos naturais
(modificada de CLEMENT et al., 2004).

Embora a eficacia clinica de muitos fitomedicamentos venha
sendo revelada por testes clinicos conduzidos durante as ultimas trés
décadas, os esfor¢os concentrados no desenvolvimento de psicoterapicos
estrutural e funcionalmente novos, a partir de remédios vegetais
tradicionalmente utilizados, ainda sdo raros (KUMAR, 2006). O fato de
que a grande maioria das drogas psicoativas atualmente disponiveis nao
sdo derivadas de constituintes bioativos de plantas medicinais parece
refletir esta situacdo. No entanto, essa ndo € a situacdo de muitas outras
areas terapéuticas, onde exemplos de drogas derivadas de metabolitos
secundarios de plantas e seus derivados, ou concebidas a partir do
conhecimento tradicional, sdo abundantes (KUMAR, 2006). Uma
andlise sistematica, publicada em 1997 por CRAGG e colaboradores,
relata que 157 das 520 drogas aprovadas pelo FDA entre 1983 ¢ 1994
foram obtidas de produtos naturais, ou eram derivadas dos mesmos.
Essa andlise também revelou que, quando sdo realizados esforgos para a
descoberta de novas drogas, o sucesso da pesquisa aumenta
dramaticamente quando focados em produtos naturais para uso clinico.
Como exemplo disto, os autores afirmam que, durante o0 mesmo periodo,
61% dos agentes anticancerigenos aprovados eram produtos naturais ou
derivados. No entanto, ressaltam que nenhum analgésico,
antidepressivo, ansiolitico, ou qualquer outra droga
neurofarmacologicamente ativa derivada de produtos naturais foi
aprovada durante o periodo de 11 anos analisado no referido trabalho
(CRAGG et al., 1997). Novamente, embora a identificagdo de novos
compostos bioativos provenientes do metabolismo secundario vegetal
continue a ser o principal objetivo de muitos projetos de descoberta de
novas drogas, tais esforcos ndo parecem se concentrar na busca por
agentes potencialmente uteis no tratamento de transtornos do sistema
nervoso central (KUMAR, 2006). Em geral, o principal objetivo desses
trabalhos parece ser gerar mais evidéncias cientificas que justifiquem
seus usos terapéuticos tradicionais.
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1.2. Plantas “calmantes”, “tranquilizantes” ou ansioliticas: o género
Passiflora e a espécie Passiflora edulis variedade flavicarpa Degener

Atualmente, reconhece-se que o uso centendrio de algumas
plantas como recurso terapéutico pode ser levado em consideragdo como
prova de sua eficaicia (RATES, 2001). Muitas espécies vegetais
utilizadas em funcdo de suas propriedades “calmantes”,
“tranquilizantes” e ansioliticas possuem uma tradi¢do centenaria de uso.
Algumas delas, jA mencionadas anteriormente, merecem destaque tanto
em funcdo do uso tradicional, quanto em fun¢@o do ntimero de trabalhos
disponiveis na literatura: Valeriana officinalis, Piper methysticum,
Hypericum perforatum e Passiflora sp. Este Gltimo género ¢ o objeto de
estudo do presente trabalho.

As espécies vegetais pertencentes ao género Passiflora sao
chamadas popularmente de maracuja e tém sido utilizadas
tradicionalmente na medicina popular de varios paises como sedativo,
ansiolitico natural, e no tratamento e prevencao da irritabilidade, ins6nia
e nervosismo (RENDLE, 1959; PIO CORREA, 1978; OGA et al., 1984;
HICKEY E KING, 1988). O género ¢ considerado o maior da familia
Passifloraceae em termos de niumero de espécies descritas e compreende
cerca de 400 a 500 espécies vegetais, distribuidas principalmente nas
regides tropicais e subtropicais do globo (RENDLE, 1959; HICKEY E
KING, 1988). Desse grande numero de espécies, aproximadamente 150
sdo espécies nativas brasileiras (SPENCER E SEIGLER, 1983) e, dentre
essas, cerca de 60 produzem frutos que podem ser consumidos como
alimento pela populagdo ou usados industrialmente na producdo de
sucos (CORDOVA et al., 2005).

Embora a Farmacopeia Brasileira considere como a espécie
oficial do género Passiflora apenas a espécie Passiflora alata
(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 1977), a espécie Passiflora edulis
variedade flavicarpa Degener (objeto do presente estudo e que serd
denominada apenas de P. edulis neste trabalho), popularmente
conhecida no Brasil como “maracuja azedo” ou “maracuja amarelo”, ¢ a
mais frequentemente usada tanto para a produgdo de suco pela industria
alimenticia quanto como remédio pela populagdo (PIO CORREA, 1978;
SACCO, 1980; SATO et al., 1992; CORDOVA et al., 2005).

O maracuja da espécie P. edulis (Figura 1), embora originario
do territorio brasileiro, ¢ amplamente cultivado em todo o mundo, sendo
o Brasil considerado seu primeiro produtor mundial (SATO et al., 1992;
REIS et al.,, 2000). Embora vinte e seis estados brasileiros estejam
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envolvidos no cultivo do maracujé, dez desses respondem por mais de
40% do volume da produgdo, entre os quais estdo os Estados de Minas
Gerais, Sao Paulo, Bahia, Pernambuco ¢ Alagoas (OLIVEIRA et al.,
2002; CORDOVA et al., 2005). No Brasil, a ampla utilizagdo e cultivo
da espécie se devem basicamente a dois fatores: ao seu consumo no
preparo de sucos e outros produtos alimenticios, tais como sorvetes,
bebidas alcodlicas, entre outros, e ao uso popular tradicional, tanto do
suco quanto do cha preparado a partir das folhas, como remédio no
tratamento de condi¢des nervosas, insonia, irritabilidade, inquietagio,
entre outros sintomas relacionados a agitacdo psicomotora (PIO
CORREA, 1978; OGA et al., 1984; DOYAMA et al., 2005; CORDOVA
et al., 2005; SOUZA et al., 2007).

Figura 1 — Flor e frutos do maracuja da espécie Passiflora edulis
variedade flavicarpa Degener. Fotos gentilmente cedidas pela
Dra. Silvana Zucolotto Langassner.

Do ponto de vista econdmico para o Brasil, a importancia do
cultivo da espécie vem aumentando de forma marcante. A sua dispersdo
agricola, intensificada na década de 70, promoveu o surgimento de
campos de cultivo em diversas regides brasileiras (MARTINS et al.,
2005). Até a década de 70, a producao de maracuja era apenas incipiente
e, a partir dos anos 80, passou a apresentar um grande crescimento em
area cultivada. Além disso, a popularizacdo do consumo de frutas in
natura nos grandes centros consumidores, aliada ao crescimento das
indlstrias extratoras de sucos, fez com que o maracuja ganhasse grande
expressdo econdmica nacional (MELETTI E MAIA, 1999; DE
MARCHI et al, 2000). A década de 90 foi caracterizada pela
valoriza¢do do preco da fruta fresca e pela modificacdo dos habitos de
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consumo. Trata-se de uma das poucas frutas nacionais que apresentou
aumento no consumo domiciliar na tiltima década. De acordo com dados
do IBGE de 1999, o consumo per capita de maracuja passou de 0,28 kg
em 1987 para 0,96 kg em 1996, o que representa um aumento de 238%
em nove anos (CORDOVA et al., 2005). A propria produgio dos frutos
deu um grande salto em relativamente poucos anos: de acordo com
dados fornecidos por uma industria nacional de sucos, a producio
brasileira dos frutos em 1993 foi da ordem de 150 mil toneladas (REIS
et al., 2000); em 1998, essa produgdo ultrapassou as 290 mil toneladas
(CHABARIBERY E ALVES, 2001); finalmente, em 2003, o Anudrio
Estatistico do Brasil apontou uma produg¢do anual de mais de 480 mil
toneladas dos frutos (CORDOVA ET AL., 2005). Considerando que
95% de toda a produgdo brasileira de maracuja refere-se a espécie P.
edulis (MELETTI E BRUCHNER, 2001), tem-se uma producio
estimada, portanto, de cerca de 450 mil toneladas de frutos dessa
espécie.

Neste ponto, ¢ importante ressaltar que entre 65 ¢ 70% do peso
do maracuja produzido no Brasil consiste em cascas e sementes (REIS
et al., 2000). Considerando a producdo total dos frutos estimada no ano
de 2003, que foi de 480 mil toneladas, teriam sido produzidas, portanto,
entre 310 e 340 mil toneladas de cascas e sementes. OLIVEIRA e
colaboradores (2006) afirmam que 90% dessas cascas sdo descartadas,
sendo o restante aproveitado na preparacao de racao animal. Os mesmos
autores enfatizam, ainda, a necessidade de se estudar uma forma de
aproveitamento racional e eficiente do “residuo” representado pelas
cascas dos frutos cultivados. Atualmente, a casca do maracuja, que
normalmente seria descartada ou aproveitada apenas no preparo de
silagem ou ragdo animal, ¢ utilizada, ainda em pequena escala, na forma
de uma farinha recomendada como auxiliar em regimes de
emagrecimento. Isso se deve, segundo os autores, tanto a alta
concentracdo de fibras (NEUMANN, 2005), quanto a presenga de
pectina (RAMOS et al., 2007).

Do ponto de vista etnofarmacolédgico, as espécies do género
Passiflora sdo frequentemente utilizadas pela populagdo como
“calmante”, indutor do sono, sedativo e ansiolitico (PIO CORREA,
1978; SACCO, 1980; OGA et al.,, 1984; HICKEY E KING, 198S;
MOWREY, 1992; LORENZI E MATOS, 2002). Além de suas agdes
neurofarmacologicas, o cha das folhas também ¢é usado tradicionalmente
como analgésico, anti-espasmodico, anti-asmatico, para o tratamento de
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febres intermitentes e de doengas inflamatérias (PIO CORREA, 1978;
SACCO, 1980; SEAFORTH et al., 1983).

Existe um grande nimero de estudos disponiveis na literatura
acerca das propriedades neurofarmacologicas de diferentes espécies
pertencentes ao género Passiflora, como P. alata (OGA et al., 1984;
PETRY et al.,, 2001; REGINATTO et al., 2006; BARBOSA et al,,
2008), P. actinia (SANTOS et al., 2005; SANTOS et al., 2006; LOLLI
et al., 2007), P. quadrangularis (CASTRO et al., 2007) e P. incarnata
(SPERONI E MINGUETTI, 1988; SPERONI et al, 1996;
SOULIMANI et al., 1997; NASSIRI-ASL et al., 2007). Analisando os
trabalhos atualmente disponiveis na literatura sobre as possiveis
atividades neurofarmacologicas de diferentes espécies do género
Passiflora, foi possivel compilar tais informacgdes e organizar uma
tabela como a apresentada a seguir (Tabela 2). Na Tabela 2 sdo
apresentadas informagdes relevantes destes trabalhos, tais como a
espécie investigada, a parte da planta utilizada, o tipo de extrato, o tipo
de avaliacdo — clinica ou experimental e, no caso de ser experimental, a
espécie de animal usada, bem como as doses envolvidas —, a via de
administragdo, os testes neurofarmacoldgicos realizados e, finalmente,
os resultados obtidos. Os critérios para a selecdo de tais trabalhos foram:
ser investigacdo experimental ou clinica dos possiveis efeitos
neurofarmacologicos de espécies de Passiflora; ter acesso ao trabalho na
integra; ser mencionado em alguma base de dados, e ser trabalho
original e ndo de revisdo. Os trabalhos estdo organizados em ordem
crescente de data de publicagdo e, dentro de um mesmo ano, por ordem
alfabética do nome do primeiro autor.
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Tabela 2 — Trabalhos atualmente disponiveis na literatura cientifica sobre possiveis atividades neurofarmacoldgicas
de espécies vegetais pertencentes ao género Passiflora.

AUTORES ANO ESPECIE PARTE TIPO DE TIPO DE VIA TESTES RESULTADOS OBSERVADOS
DA EXTRATO AVALIACAO, ADM. REALIZADOS
PLANTA ANIMALIS,
DOSES
Valle e Leite 1983 P. edulis folhas aquoso experimental; ip - caixa de - I movimentagdo esponténea a
camundongos; movimentagdo partir de 15 minutos
20 e 40 mg/kg espontanea - T tempo de catatonia
(5 minutos antes do - teste da - T tempo de sono na dose de 20
teste) catalepsia mg/kg
- SOno por - auséncia de atividade
pentobarbital anticonvulsivante
- convulsio por
cardiazol e por
eletrochoque
maximo
convulsivo (EMC)
Oga et al. 1984 P. alata folhas aquoso experimental; ip - toxicidade aguda - presenga de alcaloides do tipo
fitoquimica; e DL50 harmana
camundongos; - tempo de sono - vitexina, isovitexina e isorientina
doses de 75 e 140 induzido por na fragdo rica em flavonoides
mg/kg pentobarbita (PBS) - efeito letal em doses superiores a

- convulsdes por
pentilenotetrazol
(PTZ)

- analgesia

- atividade
locomotora
espontanea

432 mg/kg (morte em 24 h)

- DL50: 456 mg/kg

- 1 tempo de sono e { laténcia
- atividade anticonvulsivante (T
laténcia e T tempo de vida)

- sem efeito analgésico

- 150 mg/kg reduziu atividade
motora, antagonizada por
anfetamina
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Speroni e 1988 P. incarnata folhas e etanolico, experimental; ip - teste tail flick - T laténcia para convulsio e
Minguetti talos fragdo éter de ratos e - teste da placa sobrevivéncia
(juntos) petroleo, camundongos; quente - 1 laténcia para reagdo a dor
fragdo dose extrato bruto: - vocalizagdo -1 tempo de sono (s6 a fragdo 11T
butandlica, 160 mg/kg - limiar convulsivo que ndo)
fragdo aquosa dose fragdo I: 4 PTZ - locomogdo caixa atividade
mg/kg - sono barbitirico - toxicidade aguda > 900 mg/kg
dose fragao II: 30 - locomogdo em
mg/kg caixa de atividade
dose fragdo 3: 224 - toxicidade aguda
mg/kg
Maluf et al. 1991 P. edulis folhas aquoso experimental; ip - sono barbiturico - cha i.p. T tempo de sono
¢ chas clinica; oral - teste da barra - ndo houve alteragio no rota-rod
camundongos e giratoria - ndo houve alteragdes EEG
ratos - - ndo houve efeito nas convulsdes
eletrocorticograma | por PTZ
- convulsdo - T enzimas séricas ap6s tratamento
induzia por PTZ 60 dias
- toxicologia - alterou algumas medidas séricas
- efeito hipnético em voluntarios
humano agudo - sem efeitos hipnéticos em
- toxicologia voluntarios
humana - sem alteragdo ECG voluntérios
Speroni et al. 1996 P. incarnata partes etanolico; experimental; ipe - atividade - etanolico ¥ atividade na dose de
aéreas extrato seco; camundongos; oral locomotora 125 i.p. e na dose de 250 v.o.
multifragdo 65, 125 ¢ 250 espontanea (caixa - multifragdo:  atividade na dose
mg/kg de atividade) de 60 mg/kg
- sono barbitirico - multifrago: T tempo de sono dose
- limiar convulsivo de 60 mg/kg
e morte por PTZ - multifragdo: 1 laténcia inicio
convulsdes
Soulimani et 1997 P. incarnata partes hidroetanoélico; experimental; ip - teste da escada - aquoso: sedativo nas doses 400
al. aéreas aquoso; camundongos; (hidroetandlico e mg/kg e 800 mg/kg ({ atividade no
mistura de doses variaveis de aquoso doses: staircase ¢ na exploragdo livre)
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compostos acordo com o teste 3,6,25,100,400 ¢ - aquoso: T sono na dose 800
purificados empregado 800 mg/kg; - flumazenil ndo modificou a
alcaloides+maltol atividade do extrato no teste da
€ escada
flavonoides+maltol | - hidroetandlico: sem efeitos
) sedativos; T tempo e levantamentos
- claro-escuro no claro e atividade na dose 400
(hidroetandlico mg/kg
doses: 100,200,400 | - as misturas de alcaloides e
e 800 mg/kg) flavonoides com maltol ndo
- exploragio livre exibiram nenhum efeito no teste da
(aquoso doses: escada
25,100,400 e 800 e
hidroetanolico
dose de 800)
- sono por
pentobarbital
(aquoso e
hidroetandlico
doses de 400 e
800)
Akhondzadeh | 2001a P. incarnata nao ndo indicado clinica; oral abstinéncia a - redugdo sintomas fisicos e mentais
etal. indicado doses ndo indicadas opiaceos da abstinéncia
Akhondzadeh | 2001b P. incarnata nao ndo indicado clinica; oral transtorno de - eficacia comparada ao oxazepam
etal. indicado doses indicadas ansiedade no TAG
generalizada - auséncia de prejuizos ao
(TAG) desempenho profissional
Coleta et al. 2001 P. edulis folhas aquoso experimental; ip - labirinto em cruz - a infusdo das folhas de P. edulis
(infusdo das camundongos; elevado ndo apresentou nenhum efeito
folhas) doses de 5 a 100 - teste do campo
mg/kg aberto

- teste do arame
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Dhawan et al. 2001a P. incarnata partes éter de experimental; oral - labirinto em cruz - efeitos de P. edulis e P. incarnata
P. edulis aéreas petroleo, camundongos elevado sdo diferentes
cloroférmio, ambos 0s sexos - P. incarnata metandlico
metandlico, 75,100,125,200,300 apresentou efeitos equivalentes aos
aquoso mg/kg produzidos por diazepam
- P. incarnata é a espécie
medicinalmente interessante
Dhawan etal. | 2001b P. incarnata folhas e éter de experimental oral |- labirinto em cruz - as raizes de P. incarnata, por
peciolos, petroleo, camundongos elevado serem desprovidas de efeitos, agem
talos e cloroférmio, 75,100,125,200,300 como adulterantes
gavinhas, metandlico, mg/kg - presenga de flores e talos também
flores aquoso ¢ indesejavel
incluindo - somente folhas apresentam
botdes, resultados tipo-ansioliticos
raizes
Dhawan etal. | 2001c P. incarnata partes éter de experimental oral - labirinto em cruz - extrato metanolico T atividade
aéreas petroleo, camundongos elevado ansiolitica dose de 100 mg/kg
cloroférmio, 75,100,125,200,300
metandlico, mg/kg
aquoso
Petry et al. 2001 P. alata folhas hidroetanélicos experimental; ip - cromatografia - espectro UV de P. edulis e P. alata
P. edulis fitoquimica; - labirinto em cruz similares
ratos; elevado - P. edulis: quase 2 x mais
25,50, 100 e 150 flavonoides que P. alata
mg/kg - P. edulis: vitexina, isovitexina,
orientina e isorientina. P. alata ndo
- triterpenoides somente em P. alata
- sem crisina
- P. alata (100 e 150 mg/kg) ¢ P.
edulis (50, 100 e 150 mg/kg) T
tempo nos bragos abertos
Bruschi et al. 2002 P. edulis folhas hidroetanélico experimental; ip - teste do campo - locomogdo
camundongos; oral aberto -To tempo de sono apenas no
10, 20, 40, 80 - sono induzido tratamento 1p
mg/kg por pentobarbital - produziu catatonia
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- teste da catatonia

- efeito depressor central

De-Paris et 2002 P. alata folhas aquoso experimental; ip -CLAE - T tempo bragos abertos (maiores
al. P. edulis ratos; - labirinto em cruz doses)
25,50, 100 e 150 elevado - 1 no. entradas bragos abertos
mg/kg (maiores doses)
- atividade tipo-ansiolitica
- EA das folhas de P. edulis com o
dobro de flavonoides de P. alata
Dhawan et al. 2002a P. incarnata partes fragao experimental; oral - tratamento - preveniu a dependéncia ao alcool e
aéreas benzoflavona camundongos; cronico com etanol | diminuiu a ansiedade apos a
10, 20 e 50 mg/kg e labirinto abstinéncia
- diminuigdo do desenvolvimento e
da expressdo da dependéncia
- animais tratados ndo manifestaram
comportamento de desejo do dlcool
Dhawan etal. | 2002b P. incarnata partes fragao experimental; oral - tratamento - animais que receberam a fragdo
aéreas benzoflavona camundongos; durante 6 dias com desenvolveram menos tolerancia e
10 e 20 mg/kg A9-THC dependéncia
- diminuigdo dos sintomas de
abstinéncia
Dhawan et al. 2003 P. incarnata partes fragao experimental; oral - tratamento com - tratamento repetido com fragéo (21
aéreas benzoflavona camundongos; DZP durante 21 dias) ndo produziu dependéncia
10, 50 e 100 mg/kg dias e atividade - bloquearam os efeitos de
locomotora abstinéncia ao DZP
Ansseau 2004 P. incarnata nao extrato seco clinica oral ansiedade - efeito ansiolitico com auséncia de
indicado (capsulas de generalizada e miorelaxamento
Sedanxio® - insOnia
200 mg)
Akhondzadeh 2005 P. incarnata nao ndo indicado clinica oral - transtorno de - eficacia comparada ao
etal. indicado déficit de atengdo e | metilfenidato no TDAH

hiperatividade
(TDAH)

- melhora ja na segunda semana

- auséncia de diminui¢do de apetite
e ansiedade

- sem diferengas entre os dois
grupos nos efeitos colaterais
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Capasso e 2005 P. incarnata toda a extrato experimental; oral - hipermobilidade - diminui¢@o da hiperatividade
Sorrentino (combinado a planta etandlico camundongos; induzida por induzida pela anfetamina
Kava ou comercial 250 mg/kg anfetamina - kava + passiflora diminuiu ainda
sozinha) - sono induzido mais
por pentobarbital - tempo de sono aumentado em 53%
Santos et al. 2005 P. actinia folhas hidroetanolico; experimental; ip - catalepsia - todos os extratos e fragdes testados
metandlico; camundongos; induzida por produziram catalepsia na dose de
fragdo aquosa hidroetanolico: haloperidol 300 mg/kg, exceto fragdo aquosa,
fragdes 30,100 e 300 mg/kg que produziu na dose de 100 mg/kg
cromatogr. A e metanolico: - efeitos atribuidos a presenca de
C 100 e 300 mg/kg saponinas e ndo flavonoides
fragdo aquosa:
100 e 300 mg/kg
fragdes A e C:
100 e 300 mg/kg
Shinomiya et 2005 P. incarnata partes extrato aquoso experimental; oral - modelo sono - extrato de P. incarnata nao
al. aéreas (comercial) ratos; interrompido apresentou efeito nem na laténcia
300, 1000 e 3000 - registro de EEG e | para o inicio do sono nem nos
mg/kg EMG padrdes de EEG e EMG
Coleta et al. 2006 P. edulis folhas extrato aquoso; experimental; oral - labirinto em cruz - resultados significativos apos 60
fragdo rica em camundongos; elevado minutos e ndo significativos apos 90
flavonoides infusdo aquosa: - analise por ou 120 min
doses entre 14,4 ¢ CLAE - dose de 230 mg/kg T o tempo ¢ o
230 mg/kg - teste de esconder numero de entradas nos bragos
fragdo rica em as esferas abertos; ¥ o tempo gasto em
flavonoides: doses - teste do arame esconder as esferas; sem alteragdes
entre 1 e 100 mg/kg para avaliagdo motoras
motora - a fragdo rica em flavonoides
aumentou o tempo e o niumero de
entradas nos bragos abertos na dose
de 100 mg/kg e reduziu o tempo
gasto em esconder esferas, mas com
ligeiro déficit motor
Reginatto et 2006 P. edulis folhas aquoso experimental; oral - labirinto em cruz - P. alata (800 mg/kg) e P. edulis
al. P. alata spray-dried fitoquimico; elevado (400 ¢ 800 mg/kg) T entradas ¢
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ratos; - cromatografias tempo nos bragos abertos
200, 400 ¢ 800 - auséncia de crisina em ambos os
mg/kg extratos
- extratos com perfis diferentes de
flavonoides
- presenga da saponina
quadrangulosideo no extrato de P.
alata
- vitexina e orientina em P. edulis
-2,9% de flavonoides em P. alata e
4% em P. edulis
Santos et al. 2006 P. actinia folhas metanolico; experimental; ip - labirinto em cruz - metanélico (300 ¢ 600 mg/kg) +
fragdo camundongos; elevado entrada e tempo nos bragos abertos,
hexanica; metanolico: - teste do campo ¢ levantamentos e cruzamentos no
fragdo 100,300 e 600 aberto campo aberto (efeito sedativo)
cloroférmio; mg/kg - fragdes A,B,C: { atividade geral
aquoso; CHCI3, hexanica e - aquoso (30 mg/kg): efeito
fragdes aquoso: 30, 100 e ansiolitico seletivo
cromatogr. A a 300 mg/kg - efeito ansiolitico e sedativo na
C fragdes cromatogr.: dependéncia do tipo de extrato e da
10, 30, 100 mg/kg dose
Castro et al. 2007 P. folhas aquoso e fitoquimica e oral - avaliagdo - flavonoides, alcaloides, taninos e
quadrangularis hidroetanolico experimental; farmacologica saponinas em ambos os extratos
ratos e geral - triterpenos e esteroides s6 no
camundongos; - labirinto em cruz hidroetanolico
aquoso: 100,500 e elevado - avaliago geral: doses maiores
1000 mg/kg - teste do campo causaram apatia, mas a dose de 250
hidroetanolico: aberto mg/kg do hidroetandlico T a

100, 250, 500
mg/kg

- teste da placa
perfurada

atividade

- campo aberto: aquoso nao
promoveu alteragdes;
hidroetanélico: ¥ congelamento ¢ T
levantamento e ambulagdo
periférica total

- placa perfurada: hidroetanélico ¥ o
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tempo e o numero de imersdes de
cabeca

Lolli, L.F. et 2007 P. actinia folhas metanolico e experimental; oral - labirinto em cruz - tratamento agudo de HE (300 e
al. hidroetanélico camundongos; elevado 600 mg/kg) e ME (100 e 300
doses metandlico - sono induzido mg/kg): T entrada e tempo nos
(ME).: 30,100 ¢ por pentobarbital bragos abertos
300 mg/kg - esquiva inibitoria - flumazenil bloqueou os efeitos
doses step down - trat. repetido ME: T exploragdo
hidroetanolico - teste do campo nos bragos abertos, mas HE ndo
(HE).: 100,300,600 aberto - ME ¢ HE T tempo de sono (ME +)
mg/kg - sem efeitos no step down
agudo e repetido - campo aberto: HE (300 mg/kg) ¥
levantamentos
Nassiri-Asl et 2007 P. incarnata folhas, hidroetanolico experimental ip - convulsdo por - dose de 0,4 mg/kg T laténcia e ¥
al. frutos e camundongos PTZ duragdo das convulsdes
flores BALB/c - dose de 0,2 mg/kg apenas T a
(juntos) 0,05,0,1,0,2¢0,4 laténcia
mg/kg - agdo dose-dependente de protegdo
as convulsdes
- flumazenil reverteu os efeitos
- naloxona reverteu os efeitos
apenas na duragdo, ndo afetando a
laténcia
- papel importante dos receptores
BZDs na agdo anticonvulsivante e
envolvimento de receptores opidides
Barbosa et al. 2008 P. alata folhas aquoso experimental; ip - labirinto em cruz - ambos os extratos T o tempo de
P. edulis ratos; elevado permanéncia nos bragos abertos
25, 50, 100, 150 - esquiva inibitéria | - auséncia de efeitos sobre a esquiva
mg/kg - campo aberto inibitoria
- sem alteragdes no campo aberto
- efeito tipo ansiolitico sem prejuizo
de processos de memoria
Grundmann 2008 P. incarnata nao hidroetanélico experimental; oral - labirinto em cruz - presenga dos flavonoides
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etal.

indicado

camundongos;
150, 375 ¢ 600
mg/kg

elevado
- campo aberto
- analise por HPLC

homoorientina, vitexina, isovitexina,
orientina

- T tempo nos bragos abertos do
labirinto na dose de 375 mg/kg
(curva em U invertido)

- flumazenil bloqueou esse efeito e
WAY-100635 ndo bloqueou o efeito
- efeitos ansioliticos mediados pelo
sistema GABAérgico
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Como pode ser observado pela analise da Tabela 2, existem atualmente
31 trabalhos disponiveis na literatura sobre possiveis propriedades
neurofarmacoldgicas de espécies de Passiflora. Desses, apenas 1
trabalho foi realizado na década de 70, 2 na década de 80, 3 na década
de 90 e 25 artigos foram publicados sobre o tema entre o ano de 2000 e
o presente ano. A maioria das investiga¢des diz respeito a espécies P.
incarnata (17 artigos), seguido pela espécie P. edulis (10 artigos), P.
alata (5 artigos), P. actinia (3 artigos) e apenas 1 artigo foi publicado
sobre P. quadrangularis. Com relagdo a parte da planta usada, 14 artigos
dizem respeito aos efeitos neurofarmacologicos de extratos obtidos a
partir das folhas de tais espécies, sendo as demais partes da planta
relegadas a um segundo plano. O extrato do tipo aquoso aparece como
sendo o majoritario em tais investigacdes (17 trabalhos), bem como as
investigagdes experimentais utilizando camundongos (21 trabalhos do
total). Uma informagdo importante que surge da andlise desta
compilagdo é o fato de que, dos 31 trabalhos disponiveis, 14 foram
realizados por grupos de pesquisas nacionais, ou entre grupos
internacionais em parcerias com pesquisadores brasileiros.

Como pode ser observado, especificamente com relagdo a
espécie P. edulis, suas propriedades neurofarmacoldgicas encontram-se
bem documentadas na literatura, representando 10 trabalhos do total.
Foram observados, para extratos provenientes desta espécie, efeitos
hipno-sedativos (VALLE E LEITE, 1983; MALUF et al., 1991),
atividade tipo-ansiolitica (PETRY et al., 2001; DE-PARIS et al., 2002;
COLETA et al., 2006; REGINATTO et al., 2006; BARBOSA et al,,
2008), bem como auséncia de efeitos deletérios sobre processos de
memoria em animais experimentais (BARBOSA et al.,, 2008). No
entanto, tais estudos referem-se aos efeitos das folhas desta espécie e
existem poucos estudos, até o presente momento, sobre as propriedades
neurofarmacologicas de outras partes da espécie P. edulis.

Do ponto de vista da constituicdo quimica, os principais
compostos relatados na literatura para a espéciec P. edulis sao
flavonoides, principalmente do tipo luteolina e apigenina (MARECK et
al., 1990, 1991; PETRY, 1999), triterpenos (YOSHIKAWA et al.,
2000a,b; ZUCOLOTTO et al., 2006), saponinas (BOMBARDELLI et
al., 1975; YOSHIKAYA et al., 2000a,b) e alcaloides do tipo inddlico
(LUTOMSKI E MALEK, 1975; LUTOMSKI et al., 1975; LUTOMSKI
E MALEK, 1976). No entanto, estudos com metodologias mais
apuradas, através de cromatografia liquida de alta eficiéncia, ndo tém
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permitido a deteccdo desses alcaloides em espécies de Passiflora
(REHWALD et al., 1995), ou pelo menos ndo nas concentragdes
descritas em outros estudos (GRICE et al., 2001). Também foi relatada
a presenca de glicosideos cianogénicos em todas as partes da espécie P.
edulis Sims e na variedade flavicarpa, exceto nas sementes, embora 0s
niveis diminuam com a maturac¢do, ndo alcancando niveis suficientes
para produzir toxicidade in vivo (SPENCER E SEIGLER, 1983).

A despeito do grande numero de compostos relatados, as
substancias ativas responsaveis pelas atividades neurofarmacologicas
observadas apés o tratamento com extratos provenientes de espécies de
Passiflora ainda ndo se encontram claramente identificadas. Alguns
trabalhos sugerem que os flavonoides desempenhem um papel
importante nos efeitos neurofarmacologicos de espécies como P.
incarnata (ZANOLI et al., 2000), P. coerulea (WOLFMAN et al., 1994)
e P. edulis (COLETA et al., 2006). Derivados de luteolina foram
identificados e isolados a partir das folhas de P. edulis e associados aos
efeitos tipo-ansioliticos observados no teste do labirinto em cruz elevado
(COLETA et al., 2006). O flavonoide crisina foi identificado e isolado a
partir de P. coerulea, sendo classificado com um ligante de receptores
benzodiazepinicos (MEDINA et al., 1989) e sua atividade tipo-
ansiolitica foi demonstrada utilizando os testes do labirinto em cruz
elevado e da placa perfurada, em camundongos (WOLFMAN et al.,
1994) e ratos Sprague-Dawley (BROWN et al., 2007). BARBOSA ¢
colaboradores (2008), os quais observaram um efeito tipo-ansiolitico
apos o tratamento com as folhas de P. edulis em ratos, afirmam que o
contetido de flavonoides presentes no extrato dessas folhas parece ser
quase o dobro do conteido de flavonoides presentes em P. alata,
embora tais autores ndo tenham realizado uma avalia¢do qualitativa com
o intuito de identificar tais compostos. O mesmo resultado ja havia sido
relatado seis anos antes por DE-PARIS e colaboradores (2002), os quais
afirmam que o contetido de flavonoides encontrados nas folhas de P.
edulis seria aproximadamente o dobro do encontrado nas folhas de P.
alata. Portanto, fica evidente que, embora exista um grande niimero de
estudos voltados a identificagdo dos provaveis compostos responsaveis
pelas atividades neurofarmacoldgicas relatadas para espécies de
Passiflora, e especificamente para a espécie P. edulis, ainda ndo existe
um consenso sobre quais compostos poderiam estar relacionados a tais
atividades centrais.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo Geral

O presente trabalho teve como objetivo inicial realizar uma
investigagdo sobre a atividade neurofarmacologica potencial de
diferentes partes da espécie vegetal Passiflora edulis variedade
flavicarpa Degener (P. edulis, maracuja). Posteriormente, em funcao
dos resultados inicialmente obtidos, o objetivo deste trabalho passou a
ser o de investigar a atividade neurofarmacolégica do pericarpo (casca)
dos frutos da espécie mencionada em camundongos, bem como elucidar
os provaveis compostos ativos envolvidos em tal atividade, além dos
possiveis mecanismos responsaveis pela acdo neurofarmacologica.

2.2. Objetivos Especificos

O Investigar a atividade neurofarmacoldgica potencial dos extratos
aquosos obtidos a partir das folhas, raizes e pericarpo de P. edulis, bem
como do suco dos frutos, utilizando o teste da hipertermia induzida por
estresse em camundongos.

O Investigar a atividade neurofarmacologica do extrato aquoso obtido a
partir do pericarpo de P. edulis, bem como de suas fragdes butandlica e
aquosa residual, em camundongos, utilizando os testes da transi¢do
claro-escuro, campo aberto, sono induzido por éter etilico, suspensdo
pela cauda e convulsdes induzidas por pentilenotetrazol, com o objetivo
de identificar em qual (quais) fracdo (Oes) poderiam estar presentes os
compostos responsaveis pela potencial atividade neurofarmacolégica.

O Investigar a atividade neurofarmacologica dos flavonoides isolados a
partir do pericarpo de P. edulis, utilizando os testes da transi¢do claro-
escuro e da suspensdo pela cauda, para investigar os provaveis efeitos
tipo-ansiolitico e tipo-antidepressivo, respectivamente.

O Investigar os possiveis mecanismos primarios responsaveis pela a¢ao
neurofarmacologica dos flavonoides isolados a partir do pericarpo de P.
edulis, utilizando antagonistas de alguns receptores farmacoldgicos em
estudos in vivo.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Animais

Foram utilizados camundongos Swiss albinos machos adultos,
com peso entre 35 ¢ 50 g e cerca de 12 semanas de idade, os quais foram
mantidos em condi¢des ambientais controladas: ciclo claro/escuro de 12
h, com luzes se acendendo as 7:00, e temperatura de 22 + 2 °C. Os
animais foram mantidos em caixas-moradia em nimero de 20 a 30 por
caixa, com livre acesso a agua e alimento, exceto durante as sessoes-
teste. Todos os animais foram provenientes do Biotério Central da
Universidade Federal de Santa Catarina e mantidos no Biotério Setorial
do Departamento de Farmacologia até sua transferéncia para o Biotério
do Laboratério de Neurofarmacologia, uma semana antes dos
experimentos, no minimo. Todos os experimentos foram realizados em
conformidade com normas internacionais de bem-estar animal
recomendadas pela Sociedade Brasileira de Neurociéncias e
Comportamento (SBNeC). Os protocolos experimentais utilizados foram
analisados e aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Universidade Federal de Santa Catarina, sob os nimeros
23080.080072244/2006-70/CEUA/UFSC e 23080.057213/2008-
21/CEUA/UFSC. E importante ressaltar que foi utilizado um niimero
minimo de animais, bem como um tempo minimo de observagéo,
necessarios para a obtengdo de resultados consistentes, de acordo com os
preceitos éticos da Sociedade e Comité acima mencionados.

3.2. Material vegetal

O material vegetal utilizado — folhas, raizes e frutos de P. edulis
— foi coletado em regido de cultivo no municipio de Anténio Carlos,
estado de Santa Catarina, em janeiro de 2006. O material foi identificado
pelo botanico Prof. Dr. Daniel de Barcellos Falkenberg, estando o
material testemunho depositado no herbario do Departamento de
Botanica da Universidade Federal de Santa Catarina sob o niimero
FLOR 33886.

3.3. Obtencao dos extratos, fracionamento, identificacao e
isolamento dos compostos

Todos os procedimentos de extragdo, fracionamento,
identificagdo e isolamento dos compostos utilizados nesta tese foram
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realizados pela doutoranda Silvana Zucolotto Langassner, sob
orientagdo do Prof. Dr. Eloir Paulo Schenkel, do Laboratorio de
Quimica Farmacéutica do Departamento de Ciéncias Farmacéuticas da
Universidade Federal de Santa Catarina, e fazem parte da tese de
doutoramento da referida aluna.

3.3.1. Obtencio dos extratos aquosos das raizes, folhas e do
suco dos frutos de P. edulis

As folhas e as raizes foram secas a temperatura ambiente, ao
abrigo da luz e calor, e foram moidas em moinho de facas. Os extratos
foram preparados por infusdo, na qual os materiais vegetais (propor¢ao
1:10, droga vegetal: agua, p/v) foram deixados em contato com agua
quente (temperatura em torno de 90°C) por 10 min. Apds esse periodo
os extratos foram filtrados e liofilizados, obtendo-se o extrato aquoso
liofilizado das folhas e das raizes.

Para a preparagdo do suco, a polpa foi separada das sementes
com o auxilio de um coador e liofilizada em seguida, obtendo-se o suco
liofilizado de P. edulis.

3.3.2. Obtencio do extrato e fracdes do pericarpo dos frutos
de P. edulis

Para o preparo do extrato e fragdes do pericarpo de P. edulis,
foram utilizados frutos maduros in natura. A polpa e as sementes dos
frutos foram separadas do pericarpo. O extrato do pericarpo foi
preparado na forma de infusdo, na qual o material vegetal (500 g) foi
deixado em contato com agua quente (1500 ml, 90 °C) por 10 min e
filtrado. Parte do extrato foi liofilizado, obtendo-se o extrato aquoso
(EA) liofilizado do pericarpo, e o restante do extrato aquoso foi
particionado com n-butanol (3 x 300 ml), obtendo-se a fragdo butandlica
(FB) e a fragdo aquosa residual (FAR).

3.3.3. Anilise qualitativa do extrato e fracdes do pericarpo
dos frutos de P. edulis

A composi¢do quimica dos extratos do pericarpo de P. edulis,
bem como de suas fragdes derivadas, foi analisada por cromatografia em
camada delgada (CCD) e por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE). Para a analise por CCD, utilizou-se acetato de etila: acido
férmico: agua (80:10:10, v/v/v), como fase movel, e gel de silica Fjsy,
como adsorvente; para deteccdo utilizou-se Reagente Natural A/PEG,
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com visualiza¢do sob luz ultra-violeta (UV) 360 nm. O equipamento
CLAE utilizado para essa analise qualitativa apresenta as seguintes
caracteristicas: Shimadzu SCL-10A, com detector UV SPD-10AV. Em
relagdo as condigdes analiticas, utilizou-se uma coluna Luna RP C18, 5
pm (150 mm x 4,6 mm de didmetro) (Phenomenex®), com fase movel
composta pelo solvente A [tetrahidrofurano: isopropanol: acetonitrila
(10:2:3)] e solvente B (acido fosférico 0,5%). A separagdo foi realizada
através de uma eluig¢do isocratica (0-60 min 12% A em B). O fluxo
utilizado foi 1 ml/min e detec¢do por UV em 340 nm.

3.3.4. Processo de obtencdo da isoorientina isolada e da
fraciao sem isoorientina

A C-glicosiflavona isoorientina foi obtida por sucessivos
processos  cromatograficos,  conforme  descrito  previamente
(ZUCOLOTTO et al., 2009). A analise por CLAE indicou uma pureza
do composto > 96 %.

No processo de fracionamento para obtengdo da sub-fragdo do
pericarpo sem isoorientina, a fragdo butandlica (800 mg) do pericarpo
de P. edulis foi submetida a coluna tipo flash, utilizando como fase
movel um gradiente de acetato de etila (AcOEt), AcOEt: metanol
(MeOH) (90:10), AcOEt: MeOH (80:20), AcOEt: MeOH (70:30),
AcOEt: MeOH (60:40), AcOEt: MeOH (50:50), AcOEt: MeOH (40:60),
AcOEt: MeOH (30:70), AcOEt: MeOH (20:80), AcOEt: MeOH (10:90)
até MeOH. Para cada gradiente foi utilizado um volume de 250 ml de
solvente. As sub-fragdes foram secas sob pressdo reduzida em
evaporador rotatorio e, através de analise por Cromatografia em Camada
Delgada (CCD), foram reunidas, resultando em 4 fragdes principais
(sub-fragdes A-D). A sub-fragdo denominada C (510 mg) foi submetida
a uma coluna cromatografica (silica, 0.063—0.2mm), utilizando acetato
de etila: acetona: acido acético: dgua (6:2:1:1, v/v/v/v), como fase
movel, e fluxo 2,5 ml. As fragdes foram analisadas por CCD e reunidas
conforme semelhanga. A fracdo 45-70 (43 mg) foi submetida a nova
purificagdo por coluna em Sephadex LH-20, utizando metanol como
solvente, e fluxo de 1 ml/min, resultando em uma sub-fracdo sem a
presenca de isoorientina. Nesta sub-fracao foi identificada a presenca de
vicenina-2, crisina 6,8-di-C-glicopiranosideo e, em menor quantidade, o
composto spinosina.

A C-glicosilflavona isoorientina e a sub-fragdo sem isoorientina
foram analisadas por CLAE. O cromatdgrafo utilizado para essa analise
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apresenta as seguintes caracteristicas: PerkinElmer (Series 200
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia), equipado com detector de
arranjo de diodos, bomba quaternaria, desgaseificador e injetor
automatico. As condicdes analiticas utilizadas foram: coluna Luna RP
C18, 5 um (150 mm x 4,6 mm de didmetro) (Phenomenex®), com fase
moével composta pelo solvente A [tetrahidrofurano: isopropanol:
acetonitrila (10:2:3)] e solvente B (4cido fosforico 0,5 %). A separagdo
foi realizada através de uma eluigdo isocratica (0-60 min 12 % A em B).
O fluxo utilizado foi 1 ml/min e detecg¢do por UV em 340 nm.

Foram utilizados para identificacdo as amostras auténticas de
isoorientina, vicenina-2 e crisina 6,8-di-C-glicopiranosideo, isolados e
identificados em laboratorio através de dados espectroscopicos de UV e
ressonancia magnética nuclear (RMN) (ZUCOLOTTO et al., 2009). Os
picos foram identificados pelo tempo de reteng¢do, co-inje¢do com
amostra auténtica e por comparagao dos espectros de UV.

3.4. Drogas e solucoes

As seguintes drogas foram utilizadas ao longo deste trabalho:
- Buspirona HCI (RBI — Research Biochemicals Incorporated, Natick,
MA, USA), agonista pleno de receptores 5-HT;, autossomicos e parcial
de receptores 5-HT 5 pos-sinapticos, diluida em solugdo salina (NaCl
0,9%), utilizada como controle positivo no teste da transicdo claro-
escuro;
- Diazepam (Dienpax”, Sanofi-Winthrop Lab., Sdo Paulo, SP, Brasil),
agonista do sitio benzodiazepinico do receptor GABA,, diluido em
solugdo salina (NaCl 0,9%), utilizado como controle positivo nos testes
da hipertermia induzida por estresse, da transicdo claro-escuro e das
convulsdes induzidas por pentilenotetrazol;
- Eter etilico (F. Maia Industria e Comércio Ltda., Cotia, SP, Brasil),
utilizado para induzir o sono em camundongos;
- Flumazenil (Tocris, MO, USA), antagonista do sitio benzodiazepinico
do receptor GABA,, dissolvido em solugdo salina (NaCl 0,9%),
utilizado para bloquear o efeito do diazepam e investigar o possivel
mecanismo de acdo GABA¢érgico dos compostos testados;
- Imipramina HCIl (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA),
inibidor da recaptagdo de noradrenalina e serotonina, dissolvida em
solucdo salina (NaCl 0,9%), utilizada como controle positivo no teste da
suspensdo pela cauda;
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- Pentilenotetrazol (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA),
antagonista do sitio da picrotoxina do receptor GABA,, dissolvido em
solugdo salina (NaCl 0,9%), utilizado para induzir convulsdes
experimentais;

- p-clorofenilalanina metil éster (Sigma Chemical Company — St.
Louis, MO, USA), inibidor da sintese de serotonina, dissolvido em
solucdo salina (NaCl 0,9%), utilizado para bloquear o efeito da
imipramina no teste da suspensdo pela cauda;

- Prazosina (RBI — Research Biochemicals Incorporated, Natick, MA,
USA), antagonista a.1-adrenérgico, dissolvido em solucdo salina (NaCl
0,9%), utilizado para bloquear o efeito da imipramina no teste da
suspensdo pela cauda;

- WAY-100635 (Sigma Aldrich, USA), antagonista do receptor
serotonérgico 5-HT;,, dissolvido em solug¢do salina (NaCl 0,9%),
utilizado para bloquear o efeito da buspirona no teste da transigao claro-
escuro.

3.5. Delineamento experimental

O presente trabalho foi desenvolvido de acordo com o
delineamento experimental geral indicado na Figura 2.
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Figura 2 — Delineamento experimental geral do presente
trabalho.
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3.6. Testes farmacologicos

3.6.1. Teste da Hipertertermia Induzida por Estresse em
Animais Isolados

3.6.1.1. Padronizaciao

Em sua proposicao original (LECCI et al., 1990), o teste da
hipertermia induzida por estresse (HIE) mostrava-se muito trabalhoso e,
mais importante, necessitava de uma quantidade extremamente grande
de animais experimentais. Em vista desses inconvenientes, buscou-se
uma alternativa para a realizacdo do teste. No trabalho de validacdo do
teste de HIE em animais isolados (VAN DER HEYDEN et al., 1997), os
autores verificaram os efeitos de diferentes tipos de estressores sobre a
temperatura retal de camundongos, tais como disturbio tatil (tocar os
animais previamente a medi¢do), imobilidade, estimulo acustico,
eletrochoque nas patas e o proprio evento de medir a temperatura. Os
autores demonstraram que o simples ato de medir a temperatura retal
dos animais representava um estressor capaz de elevar a temperatura de
maneira significativa.

Considerando tais aspectos, foi realizado, nesta tese, um
experimento de padronizagdo procurando validar o modelo da HIE em
animais isolados considerando a propria medida de temperatura retal
como evento estressor capaz de elevar a temperatura dos animais. Como
controle foi utilizado o veiculo de solubilizacdo de tais drogas, solugdo
salina. Além de validar o modelo com relagdo a sua metodologia em
nosso laboratério, tal experimento constituiu-se, também, em uma
oportunidade para verificar os efeitos de diferentes vias de
administragdo, via oral (v.0.) ou intraperitoneal (i.p.), sobre a
temperatura retal dos animais. Portanto, foram utilizados os seguintes
grupos experimentais:

e grupo ndo-tratado (NT — animais tiveram suas temperaturas
retais medidas sem nenhum tratamento ou manipulagdo
prévia = naive)

e grupo tratado i.p. com salina

e grupo tratado v.o. com salina

e grupo tratado i.p. com diazepam (DZP - 1,5 mg/kg)

e grupo tratado v.o. com DZP (3 mg/kg)
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O delineamento experimental seguido estd representado na
Figura 3:

animais -
isolados hi 24h 30min | 1a. medidade | 10min_ 2a. medida de

caixas > temperatura retal > temperatura retal
individuais (T) (T2)

Figura 3 — Delineamento experimental seguido no experimento de
padronizacdo do teste da hipertermia induzida por estresse em animais
isolados.

Como pode ser observado na Figura 3, os animais foram
isolados em caixas individuais e, 24 h apos, foram tratados v.o. ou i.p.
(0,1 ml/10 g). Apos 30 min do tratamento, os animais tiveram suas
temperaturas retais medidas (T1) com o auxilio de um probe de registro
de temperatura, o qual foi inserido no reto do animal a uma
profundidade de 2 cm, e que se encontrava conectado a um termdmetro
digital (Thermistor Thermometer Modelo 8402-00, Cole-Parmer
Instrument Company). O probe era retirado apods estabilizagdo da
temperatura, em um tempo de aproximadamente 20 s. Apds 10 min da
primeira medida, procedeu-se a segunda medida (T2), em procedimento
idéntico ao mencionado em T1. Os dados obtidos foram representados
como média £ erro padrio da média (e.p.m.) dos valores reais de
temperatura (°C). Os dados obtidos em T1 foram analisados por analise
de varidncia (ANOVA) de 1 via, seguida pelo teste de Dunnett, para
verificar o efeito dos diferentes tratamentos sobre a temperatura retal dos
animais. Uma segunda analise foi realizada entre os valores de T1 e T2
para verificar o efeito do procedimento de medida na temperatura dos
animais. Neste ultimo caso, os dados foram analisados por meio de
ANOVA para medidas repetidas, seguido pelo teste de Newman-Keuls.
As diferencas foram consideradas estatisticamente significativas para
valores de p < 0,05.
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3.6.1.2. Investigacio dos efeitos dos extratos vegetais
sobre a HIE
Apbs a padronizagdo, o teste da HIE foi utilizado para
investigar os possiveis efeitos centrais de extratos provenientes de
diferentes partes da espécie P. edulis, de acordo com o delineamento
experimental indicado na Figura 4.

Animais isolados | 24h Temperatura
em caixas — basal —| Tratamento
individuais (TB)
30min
h 4
1a. medida de
temperatura
(T1)

l 30min

2a. medida de
temperatura
(T2)

lm

3a. medida de
temperatura
(T3)

Figura 4 — Delineamento experimental seguido no experimento de
investigacao dos efeitos de diferentes partes da espécie P. edulis no
teste da hipertermia induzida por estresse em animais isolados.

Como pode ser observado na figura acima, os animais foram
isolados em caixas individuais e, 24 h apoés, tiveram suas temperaturas
retais basais (TB) medidas de acordo com o procedimento descrito no
item 3.6.1.1. Imediatamente apos a medida de TB, diferentes grupos de
animais foram tratados por via oral com doses de 100, 300, 600 ou 1000
mg/kg dos extratos aquosos obtidos a partir das raizes, folhas, pericarpo
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ou do suco obtido dos frutos de P. edulis. Os animais do grupo controle
receberam salina e os do grupo controle positivo receberam DZP (3
mg/kg, v.0.), droga-padrdo utilizada na clinica como ansiolitica. Trinta
minutos ap6s o tratamento, foi realizada a primeira medida da
temperatura retal (T1). Trinta minutos apds T1 e, portanto, 1 h apds o
tratamento, foi realizada a segunda medida da temperatura (T2) e, 1 h
apos T2, a terceira medida foi realizada (T3). Os dados obtidos foram
representados como média + e.p.m. dos valores reais de temperatura
(°C). Para comparagdo entre os diferentes tempos, os dados foram
analisados por meio de ANOVA para medidas repetidas, seguida pelo
teste de Newman-Keuls. Ja para cada um dos tempos, os dados foram
analisados por ANOVA de 1 via seguido pelo teste de Dunnett. Os
valores foram considerados estatisticamente significativos para valores
de p <0,05.

Figura 5 — Procedimento de medigdo da
temperatura retal utilizado no teste da hipertermia
induzida por estresse em animais isolados. Foto
dos arquivos do Laboratério de
Neurofarmacologia — UFSC.
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3.6.2. Teste do Sono Induzido por Eter Etilico

Proposto por VIEIRA (2001), o teste do sono induzido por éter
etilico foi utilizado para avaliar a potencial atividade hipno-sedativa do
EA obtido a partir do pericarpo de P. edulis. Neste teste, os animais
foram tratados por via oral com o EA nas doses de 100 ou 300 mg/kg e,
1 h apds o tratamento, foram colocados individualmente em uma camara
de vidro transparente (30 x 20 cm) saturada com éter etilico (5 ml, 5 min
para saturagdo). A saturacdo ocorreu pelo umedecimento de uma bola de
algoddo de tamanho padrio com o éter etilico, colocada em uma
plataforma localizada a 20 cm de altura em relagdo a base da cdmara. Os
seguintes parametros foram registrados: laténcia para a perda do reflexo
postural e tempo total de duragdo do sono (em segundos). O inicio do
sono foi considerado a partir da perda do reflexo postural, terminando
com a recuperagdo deste reflexo. Apds a perda do reflexo postural,
esperou-se 1 min para retirada de cada animal da camara e, em seguida,
cada animal foi colocado em dectbito dorsal para registro do tempo total
de sono. O delineamento experimental deste teste estd representado na
Figura 6. Foi utilizado o DZP na dose de 1 mg/kg (30 min, v.0.) como
controle positivo e solugdo salina (NaCl 0,9%) como controle. Os dados
obtidos foram representados como média + e.p.m. dos tempos
observados e analisados utilizando-se ANOVA de uma via, seguida pelo
teste de Dunnett, quando necessario, ou teste t de Student (controle
positivo x controle), sendo considerados estatisticamente significativos
para valores de p < 0,05.

Animais 1h Animais colocados Perda do |1min | Animal —
{ratados por | ©M CAMara de vidro 5| reflexo ——s| retirado da || Declbito
viaoral | (DzP-30min) saturada com éter postural cAmara dorsal

etilico

Figura 6 — Delineamento experimental seguido no experimento de
investigagdo do efeito do extrato aquoso do pericarpo de P. edulis no
teste do sono induzido por éter etilico.
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Figura 7 — Teste do sono induzido por éter etilico. A) Animal com
perda de reflexo postural no interior da cdmara de vidro (tampa aberta
apenas para finalidade ilustrativa, permanecendo fechada até a perda
do reflexo). B) Animal em decubito dorsal para registro do tempo total
do sono. Fotos do arquivo do Laboratorio de Neurofarmacologia —
UFSC.

3.6.3. Teste das Convulsdes Induzidas por Pentilenotetrazol

O teste das convulsdes induzidas por pentilenotetrazol (PTZ) ¢
considerado o principal teste experimental agudo para avaliagdo
preliminar de drogas com potencial atividade anticonvulsivante
(SWINYARD et al., 1952). Nesse teste, os animais foram tratados por
via i.p. com PTZ na dose de 80 mg/kg, 1 h apds o tratamento oral com o
EA do pericarpo de P. edulis ou com o veiculo (salina), ou 30 min apos
o tratamento com a droga-padrao DZP (3 mg/kg, v.o.). Imediatamente
apos o tratamento com PTZ, os animais foram colocados em caixas
individuais de observagdo, onde os seguintes parametros foram
registrados durante o tempo total de 30 min: tempo de laténcia para a
ocorréncia da primeira convulsdo clonica; duragdo desta convulsdo; e
severidade das convulsdes, avaliada por meio da somatoéria do total de
escores atribuidos (1= abalos mioclonicos; 2= convulsdo clonica sem
perda do reflexo postural; 3= convuls@o clonica com perda do reflexo
postural; 4= convulsdo tonica sem morte, e 5= convulsdo tonica seguida
de morte, de acordo com a escala proposta por CZUCZWAR e FREY
em 1986). Os dados obtidos referentes aos pardmetros laténcia para a
ocorréncia da primeira convulsdo clonica e duracdo desta convulsdo
foram representados como média + e.p.m. dos tempos registrados e
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analisados utilizando-se ANOVA de uma via ou teste t de Student
(controle positivo x controle). J4 os dados referentes ao pardmetro
severidade das convulsdes foram representados como mediana =+
intervalo interquartil dos escores atribuidos e analisados pelo teste de
Kruskal-Wallis ou pelo teste de Mann-Whitney (controle positivo x
controle). Os dados foram considerados estatisticamente significativos
quando p < 0,05. O delineamento experimental utilizado no teste das
convulsdes induzidas por PTZ esta representado na Figura 8.

— Caixas

; Pt\ngmals th Injegao de PTZ individuais de

ratados por m——————> 34 ng/g, i observacdo
viaoral | ©zp-3omin) | (20 MIkg. 1P {56 i

Figura 8 — Delineamento experimental seguido no experimento de
investigacdo do efeito do extrato aquoso do pericarpo de P. edulis no
teste das convulsdes induzidas por PTZ.

Figura 9 — Teste das convulsdes induzidas por PTZ. A) Animal sendo
tratado com PTZ (80 mg/kg, i.p.); B) Animal apresentando um abalo
mioclonico apds a inje¢do de PTZ. Fotos do arquivo do Laboratério de
Neurofarmacologia — UFSC.
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3.6.4. Testes da Transicido Claro-Escuro e do Campo Aberto

O teste da transi¢do claro-escuro foi inicialmente desenvolvido
por CRAWLEY E GOODWIN em 1980 e, atualmente, ¢ um teste
amplamente validado e utilizado para avaliar comportamentos
relacionados a ansiedade em roedores. O aparato ¢ constituido por uma
caixa construida em acrilico, com dimensdes de 45 x 27 x 27 cm,
dividida em dois compartimentos: um de cor branca, representando 2/3
do tamanho total da caixa e altamente iluminado (400 lux), ¢ um
compartimento pintado de preto e sem iluminagdo, representando 1/3 do
tamanho total. Os compartimentos sdo conectados entre si por meio de
uma abertura (5 X 5 cm). Os animais foram colocados no centro do
compartimento claro com a cabega voltada para a porta divisoria e
observados durante 5 min apds a primeira entrada no compartimento
escuro. Foram considerados para andlise: o nlimero de transigdes entre
os compartimentos ¢ o tempo total de permanéncia dos animais no
compartimento claro da caixa, em segundos.

Imediatamente apds o teste da transicdo claro-escuro, os
animais foram submetidos ao teste do campo aberto para avaliagdo dos
efeitos dos tratamentos sobre seu comportamento motor. O aparato é
constituido por uma caixa de acrilico, de 35 x 35 cm, com piso dividido
em 9 quadrantes e paredes de acrilico transparente de 15 cm de altura.
Os animais foram, individualmente, colocados no centro do aparato para
registro dos seguintes parametros, durante um tempo de observacao de 5
min: namero total de areas percorridas e nimero de levantamentos.

O teste da transi¢do claro-escuro, seguido pelo campo aberto,
foi utilizado nesta tese em cinco etapas distintas.

Primeira etapa: avaliagdo da possivel atividade tipo-ansiolitica
do EA obtido a partir do pericarpo dos frutos de P. edulis.

Segunda etapa: avaliacdo do possivel efeito tipo-ansiolitico da
FB e da FAR obtidas a partir do EA do pericarpo de P. edulis.

Terceira etapa: avaliagdo da possivel atividade tipo-ansiolitica
do flavondide C-glicosideo isoorientina e da fragdo de flavondides sem
isorientina (FF) obtidas a partir do pericarpo de P. edulis.

Quarta etapa: avaliagdo do envolvimento do sistema GABA-
sitio benzodiazepinico na potencial atividade tipo-ansiolitica da
isoorientina.

Quinta etapa: avaliacdo do envolvimento do sistema
serotonérgico na potencial atividade tipo-ansiolitica da isoorientina.
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O delineamento experimental empregado na primeira, segunda
e terceira etapas estd representado na Figura 10. Nestas etapas, os
animais foram tratados por v.o. com os compostos em teste, salina ou
DZP e, 1 h ap6s (ou 30 min, no caso do DZP), foram submetidos ao
teste da transigdo claro-escuro.

O delineamento experimental da quarta e quinta etapas esta
representado esquematicamente na Figura 11. Na quarta etapa, os
animais foram pré-tratados com salina ou flumazenil (FMZ - 1 mg/kg,
i.p.) e, 15 min apos, foram tratados por v.o. com a isoorientina (10
mg/kg), salina ou DZP (2 mg/kg). Uma hora apos o tratamento oral, os
animais foram submetidos ao teste da transicdo claro-escuro. Ja na
quinta etapa, os animais foram pré-tratados com salina ou WAY-100635
(WAY - 0,5 mg/kg, i.p.) e, 15 min apds, foram tratados oralmente com
isoorientina (10 mg/kg), salina ou buspirona (BUSP - 10 mg/kg). Uma
hora apds o tratamento oral, os animais foram avaliados no teste da
transi¢do claro-escuro.

Animais tratados 1h Teste da transigo Teste do campo
porviaoralcomos | o claro-escuro aberto
compostos em (DZP- 30 min) (5 min) (5 min)
teste

Figura 10 — Delineamento experimental seguido nos experimentos de
investigagdo do efeito do EA, FB, FAR, isoorientina e FF obtidos a
partir do pericarpo de P. edulis no teste da transi¢do claro-escuro.

FISTRE Animais tratados =
tratados por via i.p. | 15min : 1h Teste da transicao Teste do campo
o | porvia oral com 0s romem L meem
antagonistas °°m’1°si°s M | (pzp-30min (5 min) (5min)
farmacologicos i BleP=11)

Figura 11 — Delineamento experimental seguido nos experimentos de
investigacdo do envolvimento dos sistemas GABA-benzodiazepinico e
serotonérgico no possivel efeito da isoorientina no teste da transicdo
claro-escuro.

64



Os dados obtidos nas trés primeiras etapas foram representados
em média = e.p.m. e analisados utilizando-se ANOVA de uma via,
seguida pelo teste de Dunnett, quando necessario, ou teste t de Student
(controle positivo x controle). Ja os dados obtidos na quarta e quinta
etapas foram representados em média + e.p.m. e analisados utilizando-se
ANOVA de duas vias, sendo o pré-tratamento e o tratamento as
variaveis independentes, seguido pelo teste de Newman-Keuls quando
indicado. Os dados foram considerados estatisticamente significativos
para valores de p < 0,05.

Figura 12 — A) Aparato utilizado no teste da transi¢do claro-escuro. B)
Aparato utilizado no teste do campo aberto. Fotos do arquivo do
Laboratorio de Neurofarmacologia — UFSC.

3.6.5. Teste da Suspensio Pela Cauda

O teste da suspensdo pela cauda é um dos testes animais mais
amplamente utilizado para a avaliagdo e identificacdo de novos
compostos com potencial a¢do antidepressiva (BOURIN et al., 2005;
CRYAN et al., 2005). O procedimento empregado nesta tese foi similar
ao descrito por STERU e colaboradores em 1985. Os animais foram
fixados pela cauda, com o auxilio de fita adesiva, na bancada de
experimentagdo, a uma altura de 70 cm do solo. Apds a fixacdo, os
animais foram observados individualmente durante 5 min, sendo
registrados os seguintes pardmetros: tempo de laténcia para o inicio da
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imobilidade (definida como a auséncia total de movimentagdo do
animal) e tempo total de imobilidade. Ambas as medidas foram
registradas em segundos. A imipramina (IMI — 45 mg/kg), droga
utilizada na clinica como antidepressiva, foi administrada aos animais
do grupo controle positivo e salina aos do grupo controle.

De forma similar ao delineamento experimental utilizado no
teste da transicdo claro-escuro, o teste da suspensdo pela cauda foi
empregado nesta tese em cinco etapas distintas.

Primeira etapa: avaliagdo da possivel atividade tipo-
antidepressiva do EA obtido a partir do pericarpo dos frutos de P. edulis.

Segunda etapa: avaliagao do possivel efeito tipo-antidepressivo
da FB e da FAR obtidas a partir do EA do pericarpo dos frutos de P.
edulis.

Terceira etapa: avaliagio da possivel atividade tipo-
antidepressiva da isoorientina e da FF obtidas a partir do pericarpo de P.
edulis.

Quarta etapa: avaliagdio do envolvimento do sistema
serotonérgico na possivel atividade tipo-antidepressiva da isoorientina.

Quinta etapa: avaliagdo do envolvimento do sistema
noradrenérgico na possivel atividade tipo-antidepressiva da isoorientina.

O delineamento experimental empregado na primeira, segunda
e terceira etapas estd representado na Figura 13. Nestas etapas, os
animais foram tratados por via oral com os compostos em teste, salina
ou imipramina e, 1 h ap6s, foram submetidos ao teste da suspensdo pela
cauda.

O delineamento experimental da quarta e quinta etapas estdo
representados nas Figuras 14 e 15, respectivamente. Na quarta etapa, os
animais foram pré-tratados por via i.p. com salina ou p-clorofenilalanina
(PCPA - 100 mg/kg), durante 4 dias. Apdés 30 min do ultimo pré-
tratamento, os animais foram tratados oralmente com isoorientina (5
mg/kg), salina ou imipramina. Uma hora apés o tratamento oral, os
animais foram avaliados no teste da suspens@o pela cauda. Na quinta
etapa, os animais foram pré-tratados por via i.p. com salina ou prazosina
(1 mg/kg) e, 30 min apoés, foram tratados por v.o. com isoorientina (5
mg/kg), salina ou imipramina. Uma hora apés o tratamento oral, os
animais foram avaliados no teste da suspensdo pela cauda.
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Animais tratados - Teste da
por via oral com 0s suspensao pela
compostos em (IMi=1h) cauc_ia
teste (5 min)

Figura 13 — Delineamento experimental seguido nos
experimentos de investigagdo do efeito do EA, FB, FAR,
isoorientina ¢ FF obtidos a partir do pericarpo de P.
edulis no teste da suspensdo pela cauda.

30min apés
Animais pré- (iltimo pre- Animais tratados %
tratad . tratamento > 1h Teste da suspensdo
ratados por via i.p. por via oral com os & &l5 caida
com salina ou compostos em Mi—1h i B 5 mi
PCPA durante 4 teste ke iy
dias

Figura 14 — Delineamento experimental seguido nos experimentos de
investigagdo do envolvimento do sistema serotonérgico no possivel
efeito da isoorientina no teste da suspensao pela cauda.

Animais pre- Animais tratados 5
. 30min o G BT 1h - Teste dla suszensao
com salina > compostos em (Mi=1h) i pe(ésa ;1?:) .

prazosin teste

Figura 15 — Delineamento experimental seguido nos experimentos de
investigacdo do envolvimento do sistema noradrenérgico no possivel
efeito da isoorientina no teste da suspensao pela cauda.

Os dados obtidos nas trés primeiras etapas foram representados
como média + e.p.m. e analisados utilizando-se ANOVA de uma via,
seguida pelo teste de Dunnett, quando necessario, ou teste t de Student
(controle positivo x controle). J& os dados obtidos na quarta e quinta
etapas foram representados como média + e.p.m. e analisados
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utilizando-se ANOVA de duas vias, sendo o pré-tratamento e o
tratamento as variaveis independentes, seguida pelo teste de Newman-
Keuls quando indicado. Os dados foram considerados estatisticamente
significativos para valores de p < 0,05.

Figura 16 — Animal no teste da
suspensdo pela cauda. Fotos do arquivo
do Laboratorio de Neurofarmacologia —
UFSC.
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4. RESULTADOS

4.1. Padronizacdo do teste da Hipertermia Induzida por Estresse
(HIE)

Como pode ser observado na Figura 17, os tratamentos com
salina, tanto por via oral quanto por via i.p., em T1, produziram um
aumento significativo da temperatura retal dos animais, quando
comparados ao grupo nao tratado (NT). Ja os tratamentos com DZP,
também tanto por v.0. quanto por via i.p., impediram a ocorréncia da
hipertermia induzida pelo procedimento de tratamento, também quando
comparados ao grupo NT, uma vez que ndo apresentaram elevagdes
significativas da temperatura [F(4,25)=7,47; p < 0,01].

A ANOVA para medidas repetidas revelou um aumento
significativo da temperatura retal dos animais do grupo NT e dos
animais que receberam salina por via oral, em T2, quando comparadas
as temperaturas desses mesmos grupos em T1. Além disso, os
tratamentos com DZP, tanto por i.p. quanto por via oral, impediram a
ocorréncia da hipertermia, também quando comparados as temperaturas
desses mesmos grupos em T1. O tratamento oral com DZP, além de
impedir a elevacdo em T2, reduziu significativamente a temperatura
quando comparada a temperatura desse mesmo grupo em TI
[F(4,25)=14,22; p<0,01].
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Figura 17 — Efeitos de diferentes vias de administragio e
diferentes tratamentos na temperatura retal dos animais no teste
da hipertermia induzida por estresse em animais isolados. T1=
medida da temperatura retal dos animais 30 min apés o
tratamento. T2= medida da temperatura retal dos animais 10
minutos apds a medida de T1. NT= grupo ndo tratado;

SAL ip= solugdo salina (NaCl 0,9%) via i.p.; SAL vo= solugdo
salina (NaCl 0,9%) v.o.; DZP ip= diazepam 1,5 mg/kg i.p.; DZP
vo= diazepam 3 mg/kg por v.o. Dados representados como média
+ e.p.m. N=6 animais/grupo. " indica diferenca em relagio ao
grupo NT em T1 (p < 0,01; ANOVA de 1 via seguida por teste
de Dunnett). * indica diferenca para o mesmo grupo de
tratamento entre T1 e T2 (p < 0,01; ANOVA para medidas
repetidas seguida por teste de Newman-Keuls).
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4.2. Efeito dos extratos de diferentes partes de P. edulis no teste da
HIE

A Figura 18 mostra os efeitos do tratamento com o EA do
pericarpo de P. edulis sobre a HIE. A ANOVA para medidas repetidas
revelou efeito significativo do fator tratamento [F(5,39)=7.,3; p < 0,01],
da repeticdo [F(5,39)=5,9; p < 0,01] e da interagdo entre os fatores
[F(5,39)=2,6; p < 0,01]. Foi observado um aumento estatisticamente
significativo na temperatura retal dos animais do grupo controle, em
todos os tempos de observagdo, quando comparada a temperatura basal,
indicando a presenga de hipertermia induzida por estresse nesse grupo.
J4 os animais tratados com as diferentes doses do EA do pericarpo de P.
edulis, bem como os tratados com DZP, ndo apresentaram alteragdo
significativa da temperatura em nenhum dos tempos de observagio,
quando comparados as suas respectivas temperaturas basais.

Em T1, a ANOVA de 1 via indicou redugédo significativa da
temperatura dos animais tratados com as doses de 600 e 1000 mg/kg do
EA do pericarpo de P. edulis, de maneira similar ao que ocorreu com os
animais tratados com a droga-padrdo DZP [F(5,39)=3,8; p < 0,01],
quando comparados aos animais do grupo controle. Em T2, a ANOVA
de 1 via indicou reducdo significativa da temperatura dos animais
tratados com todas as doses, de maneira similar ao que ocorreu com o0s
animais tratados com o DZP [F(5,39)=7,2; p < 0,01], efeito este que foi
mantido em T3 [F(5,39)=7,9; p < 0,01], também quando comparados ao
grupo controle.
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Figura 18 — Efeitos do tratamento por via oral com o EA do pericarpo de P. edulis na hipertermia induzida
por estresse em animais isolados. Dados representados como média + e.p.m. das temperaturas. N=7-8
animais/grupo. * indica diferenca em relagdo a TB do grupo controle (p < 0,01; ANOVA para medidas
repetidas seguida por teste de Newman-Keuls); * indica diferenca estatistica quando comparado ao grupo 73
controle em cada um dos tempos (p < 0,01; ANOVA de 1 via seguida por teste de Dunnett). DZP =
diazepam (3 mg/kg, v.0.).



A Figura 19 mostra os efeitos do tratamento com o suco dos frutos de P.
edulis sobre a HIE. A ANOVA para medidas repetidas revelou efeito
significativo do fator tratamento [F(5,36)=4,7; p < 0,01], da repeticao
[F(5,36)=11,7; p <0,01] e da interagdo entre os fatores [F(5,36)=2,2; p <
0,01]. Foi observado um aumento estatisticamente significativo na
temperatura retal dos animais do grupo controle, em T1 e T2, quando
comparada a temperatura basal, indicando a presenca de hipertermia
nesse grupo. Ja os animais tratados com as diferentes doses do suco dos
frutos de P. edulis, bem como os tratados com DZP, ndo apresentaram
alteragdo significativa da temperatura em nenhum dos tempos de
observagdo, quando comparados as suas respectivas temperaturas basais.
Em T1, a ANOVA de 1 via indicou redugdo significativa da
temperatura apenas nos animais tratados com a dose de 1000 mg/kg do
suco dos frutos de P. edulis, de maneira similar ao que ocorreu com o0s
animais tratados com a droga-padrio DZP [F(5,36)=3,6; p < 0,01],
quando comparados ao grupo controle. Em T2, a ANOVA de 1 via
indicou reducdo significativa da temperatura dos animais tratados com
as doses de 600 e 1000 mg/kg do suco dos frutos de P. edulis, de
maneira similar ao que ocorreu com o grupo tratado com DZP
[F(5,36)=5,1; p < 0,01]. Ja em T3, a analise estatistica indicou redugdo
significativa da temperatura nas doses de 300 e 1000 mg/kg, enquanto a
dose de 600 mg/kg apresentou apenas uma tendéncia a reducdo (p =
0,06) [F(5,36)=3,2; p < 0,05], quando comparados ao grupo controle.
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Figura 19 — Efeitos do tratamento por via oral com o suco dos frutos de P. edulis na hipertermia induzida
por estresse em animais isolados. Dados representados como média + e.p.m. das temperaturas. N=7
animais/grupo. * indica diferenga em relagdo a TB do grupo controle (p < 0,01; ANOVA para medidas
repetidas seguida por teste de Newman-Keuls); * indica diferenca estatistica quando comparado ao grupo
controle em cada um dos tempos (p < 0,01; ANOVA de 1 via seguida por teste de Dunnett). DZP =
diazepam (3 mg/kg, v.0.).
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A Figura 20 mostra os efeitos do tratamento com o EA das
folhas de P. edulis sobre a HIE. A ANOVA para medidas repetidas
revelou efeito significativo do fator tratamento [F(5,42)=4,5; p < 0,01],
da repeticdo [F(5,42)=3,5; p < 0,05] e da interagdo entre os fatores
[F(5,42)=1,8; p < 0,05]. Foi observado um aumento estatisticamente
significativo na temperatura retal dos animais do grupo controle, em
todos os tempos de observacao, quando comparada a temperatura basal,
indicando a ocorréncia de hipertermia nesse grupo. Ja os animais
tratados com as diferentes doses do EA das folhas de P. edulis, bem
como os tratados com DZP, ndo apresentaram alteragdo significativa da
temperatura em nenhum dos tempos de observacdo, quando comparados
as suas respectivas temperaturas basais.

Em T1, a ANOVA de 1 via indicou redugdo significativa da
temperatura apenas dos animais tratados com a dose de 1000 mg/kg, de
maneira similar ao que ocorreu com os animais tratados com DZP
[F(5,42)=4,7; p < 0,01], quando comparados ao grupo controle. Em T2,
a ANOVA de 1 via indicou reducdo significativa da temperatura dos
animais tratados com as doses de 600 ¢ 1000 mg/kg, também de maneira
similar ao que ocorreu com os animais tratados com DZP [F(5,42)=3,6;
p < 0,01], efeito este que foi mantido em T3 [F(5,42)=4,7; p < 0,01],
quando comparados ao grupo controle.
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Figura 20 — Efeitos do tratamento por via oral com o EA das folhas de P. edulis na hipertermia induzida por
estresse em animais isolados. Dados representados como média + e.p.m. das temperaturas. N=8
animais/grupo. * indica diferenca em relacio a TB do grupo controle (p < 0,01; ANOVA para medidas
repetidas seguida por teste de Newman-Keuls); * indica diferenca estatistica quando comparado ao grupo 77
controle em cada um dos tempos (p < 0,01; ANOVA de 1 via seguida por teste de Dunnett). DZP = diazepam

(3 mg/kg, v.0.).



Finalmente, a Figura 21 mostra os efeitos do tratamento com o
EA das raizes de P. edulis sobre a HIE. A ANOVA para medidas
repetidas revelou efeito significativo do fator tratamento [F(5,36)=2,7; p
< 0,05], da repeticao [F(5,36)=5,8; p < 0,01] e da interacdo entre os
fatores [F(5,36)=1,9; p < 0,05]. Foi observado um aumento
estatisticamente significativo na temperatura retal dos animais do grupo
controle em T1 e T2, quando comparada a temperatura basal, indicando
a presenga de hipertermia induzida por estresse nesse grupo, nesses
tempos. Ja os animais tratados com as diferentes doses do EA das raizes
de P. edulis, bem como os tratados com DZP, ndo apresentaram
alteragdo significativa da temperatura em nenhum dos tempos de
observagdo, quando comparados as suas respectivas temperaturas basais.

Em TI, a ANOVA de 1 via indicou auséncia de alteragdes
significativas de temperatura em todos os grupos de tratamento,
inclusive o grupo tratado com a droga-padrdo DZP [F(5,36)=1,7; p >
0,05], quando comparados aos animais do grupo controle. Apenas a dose
de 600 mg/kg apresentou tendéncia a diminui¢cdo da temperatura (p =
0,06). Em T2, a ANOVA de 1 via indicou reducdo significativa da
temperatura apenas nos animais tratados com a dose de 1000 mg/kg, de
maneira similar ao que ocorreu com os animais tratados com DZP
[F(5,36)=4,3; p < 0,01]. Ja em T3, a analise estatistica indicou auséncia
de alteragdes significativas em todos os grupos de tratamento, quando
comparados ao grupo controle [F(5,36)=1,5; p > 0,05].
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Figura 21 — Efeitos do tratamento por via oral com o EA das raizes de P. edulis na hipertermia induzida por estresse
em animais isolados. Dados representados como média + e.p.m. das temperaturas. N=7 animais/grupo. * indica
diferenca em relagdo a TB do grupo controle (p < 0,01; ANOVA para medidas repetidas seguida por testemie
Newman-Keuls); * indica diferenga estatistica quando comparado ao grupo controle em cada um dos tempos e

indica tendéncia a significancia (p=0,06) (p < 0,01; ANOVA de 1 via seguida por teste de Dunnett). DZP = diazepam
(3 me/ke. v.0.).



4.3. Efeitos neurofarmacoldgicos do EA do pericarpo de P. edulis

4.3.1. Teste do sono induzido por éter etilico

Como representado na Figura 22A, o tratamento por via oral
com o EA do pericarpo de P. edulis diminuiu significativamente, em
ambas as doses testadas (100 e 300 mg/kg), o tempo de laténcia para o
inicio do sono induzido por éter etilico, assim como o fez o tratamento
com a droga-padrao DZP [F(2,17)=9,54; p < 0,01; #(11)=2,21; p < 0,05).
No parametro tempo total de sono, a ANOVA de 1 via indicou um
aumento significativo produzido pelo tratamento com ambas as doses do
EA, quando comparado ao grupo controle, também de maneira similar
ao produzido pelo DZP [F(2,17)=4,65; p < 0,05; #(11)=-3,05; p < 0,05).
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Figura 22 — Efeitos do tratamento oral com o EA do pericarpo de P. edulis (100 e 300 mg/kg) no tempo de
sono induzido por éter etilico em camundongos. A) laténcia para o inicio do sono. B) tempo total de sono. O
diazepam (DZP), na dose de 1 mg/kg, v.o., foi utilizado como droga-padrdo. N=6-7 animais/grupo. Os dados
estdo representados como média + e.p.m. *p < 0,05 contra o grupo controle (ANOVA seguida por teste de
Dunnett; teste t de Student ndo pareado foi utilizado para os dados do diazepam).
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4.3.2. Teste das convulsdes induzidas por PTZ

O tratamento por via oral com as doses de 100 e 300 mg/kg do
EA do pericarpo de P. edulis ndo alterou nenhum dos parametros
observados no teste das convulsdes induzidas por PTZ, como
representado na Figura 23. Apenas o grupo tratado com DZP na dose de
3 mg/kg apresentou um aumento significativo na laténcia para a
primeira convulsao e diminuiu a severidade das convulsdes [laténcia
para primeira convulsao: F(2,20=1,12; p > 0,05; #13)=-2,82; p < 0,05;
duracdo da primeira convulsdo clonica: F(2,20)=1,2; p > 0,05;
#(13)=0,95; p > 0,05; severidade das convulsdes: Hy;(2)=4,1; p > 0,05;
U=6,0; p < 0,05].
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Figura 23 — Efeitos do tratamento oral com o EA do pericarpo de P. edulis (100 e 300 mg/kg) nas convulsdes induzidas por
PTZ em camundongos. A) laténcia para a primeira convulsdo. B) duragdo da primeira convulsdo. C) grau de severidade das
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4.3.3. Teste da transicio claro-escuro e do campo aberto

A analise estatistica revelou auséncia de efeitos significativos
no parametro numero de transi¢des entre compartimentos para as doses
testadas do EA do pericarpo de P. edulis (100 e 300 mg/kg), como pode
ser observado na Figura 24A, ao contrario do que foi observado apos o
tratamento com a droga-padrao DZP [F(2,19)=4,1; p > 0,05; #(13)=-2,2;
p <0,05].

No parametro tempo total de permanéncia no compartimento
claro do modelo, representado na Figura 24B, a ANOVA de 1 via
indicou que o tratamento por via oral com o EA do pericarpo de P.
edulis promoveu um aumento estatisticamente significante, em ambas as
doses testadas (100 e 300 mg/kg), quando comparadas ao controle,
efeito similar ao observado com a droga-padrio ansiolitica DZP
[F(2,19=9,18; p <0,01; #(13)=-4,13; p < 0,01].

Com relagdo aos parametros observados no teste do campo
aberto e representados nas Figuras 25A ¢ B, a ANOVA de 1 via nédo
revelou qualquer alteragdo significativa referente aos tratamentos com o
EA do pericarpo [nimero de levantamentos: F(2,19)=2,61; p > 0,05;
numero de areas percorridas: (2,19)=1,39; p > 0,05]. O tratamento com
DZP alterou apenas o numero de levantamentos, como pode ser
observado na Figura 25A [nimero de levantamentos: #13)=2,93; p <
0,05; ntimero de areas percorridas: #13)=0,53; p > 0,05].
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Figura 24 — Efeitos do tratamento oral com o EA do pericarpo de P. edulis (100 e 300 mg/kg) no teste da
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4.3.4. Teste da suspensio pela cauda

No teste da suspensdo pela cauda, a ANOVA de 1 via revelou
diferenca significativa entre os grupos tratados com as duas doses do EA
do pericarpo de P. edulis (100 e 300 mg/kg), tanto no pardmetro laténcia
para imobilidade quanto no tempo total de imobilidade, como pode ser
observado nas Figuras 26A e B, respectivamente. As doses testadas
induziram um aumento significativo na laténcia para inicio da
imobilidade, de maneira similar ao que ocorreu com o tratamento com
imipramina [F(2,21)=7,55; p < 0,01; #13)=-2,96; p < 0,05], além de
reduzir o tempo total de imobilidade, também de maneira semelhante a
imipramina [F(2,21)=19,43; p <0,01; #13)=7,51; p <0,01].
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Figura 26 — Efeitos do tratamento oral com o EA do pericarpo de P. edulis (100 e 300 mg/kg) no teste da
suspensao pela cauda. A) laténcia para inicio da imobilidade. B) tempo total de imobilidade. A imipramina (IMI),
na dose de 45 mg/kg, v.o., foi utilizada como droga-padrdo. N=7-8 animais/grupo. Os dados estdo representados
como média + e.p.m. *p < 0,05 contra o grupo controle (ANOVA seguida por teste de Dunnett; teste t de Student
nao pareado foi utilizado para os dados da IMI).
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4.4. Efeitos neurofarmacoldgicos das fracoes FB e FAR obtidas a
partir do pericarpo de P. edulis

4.4.1. Teste da transicio claro-escuro e do campo aberto

Com relagdio ao pardmetro numero de transi¢des entre
compartimentos, observado no teste da transicdo claro-escuro, a
ANOVA de 1 via indicou que a FB obtida a partir do EA do pericarpo
de P. edulis produziu um aumento significativo em tal parametro, em
todas as doses testadas (25, 50 e 100 mg/kg) e de maneira similar a
droga-padrdo DZP e quando comparados ao grupo controle
[F(3,27)=7,54; p < 0,01; #(13)=-4,84; p < 0,01], como pode ser
observado na Figura 27A. Ja a FAR ndo produziu nenhum tipo de
alteragdo neste pardmetro, como pode ser observado na Figura 27C
[F(3,26)=1,05; p > 0,05; t(12)=-1,6; p > 0,05].

A analise estatistica revelou, ainda, que todas as doses testadas
da FB produziram aumento significativo do tempo total de permanéncia
dos animais no lado claro do modelo quando comparado ao grupo
controle, seguindo a mesma tendéncia apresentada pelo tratamento com
o DZP [F(3,27)=8,24; p < 0,01; #(13)=-5,5; p < 0,01]. Este resultado
pode ser observado na Figura 27B. Ja com relagdo a FAR, nenhuma das
doses testadas foi capaz de aumentar o tempo total de permanéncia no
lado claro do modelo quando comparada ao grupo controle, o que pode
ser observado pela andlise da Figura 27D [F(3,26)=2,59; p > 0,07;
t(12)=-4,16; p < 0,01].

Com relagdo aos parametros observados no teste do campo
aberto, nenhum dos tratamentos produziu alteragdes significativas
quando comparados ao grupo controle [FB= niimero de levantamentos:
F(3,26)=1,51; p > 0,05; #12)=0,88; p > 0,05, nimero de areas
percorridas: F(3,26)=2,02; p > 0,05; #(12)=0,01; p > 0,05; FAR= nlimero
de levantamentos: F(3,26)=0,73; p > 0,05; #(12)=1,8; p > 0,05; niimero
de areas percorridas: F(3,26)=0,34; p > 0,05; #12)=0,71; p > 0,05],
como pode ser observado nas Figuras 28A-D.
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Figura 27 — Efeitos do tratamento oral com FB e FAR do pericarpo de P. edulis (25, 50 e 100 mg/kg) no teste da transi¢do claro-
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Figura 28 — Efeitos do tratamento oral com FB e FAR do pericarpo de P. edulis (25, 50 e 100 mg/kg) no teste do
campo aberto. A) efeito da FB no numero de levantamentos. B) efeito da FB no niimero de areas percorridas. C)
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(DZP), na dose de 2,5 mg/kg, v.o., foi utilizado como droga-padrdo. N=6-8 animais/grupo. Os dados estdo
representados como média + e.p.m.



4.4.2. Teste da suspensio pela cauda

A ANOVA de 1 via indicou que o tratamento com a FB do
pericarpo de P. edulis produziu um aumento significativo na laténcia
para inicio da imobilidade nas doses de 25 e 100 mg/kg, quando
comparadas ao grupo controle, embora a dose de 50 mg/kg tenha
apresentado apenas uma tendéncia ao aumento [F(3,37)=5,88; p < 0,01;
#(18)=-4,94; p < 0,05]. Também houve diminui¢cdo significativa do
tempo total de imobilidade promovida pelas trés doses testadas de FB,
quando comparadas ao grupo controle, de maneira semelhante ao efeito
causado pela imipramina [F(3,37)=17,89; p < 0,01; #18)=6,46; p < 0,01.
Os dados referentes aos efeitos da FB no teste da suspensdo pela cauda
estdo representados nas Figuras 29A e B.

Com relacdo aos efeitos produzidos pelo tratamento com a
FAR, a ANOVA de 1 via indicou auséncia de efeitos em todas as doses
testadas em ambos os parametros analisados, quando comparadas ao
grupo controle, ao contrario do que foi observado no tratamento com a
droga-padrdo imipramina [laténcia para imobilidade: F(3,27)=1,48; p >
0,05; ((14)=-2,4; p < 0,05; tempo total de imobilidade: F(3,27)=0,75; p >
0,05; #(14)=2,93; p < 0,05], como pode ser observado nas Figuras 29C e
D.
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Figura 29 — Efeitos do tratamento oral com FB e FAR do pericarpo de P. edulis (25, 50 e 100 mg/kg) no teste da
suspensao pela cauda. A) efeito da FB na laténcia para a primeira imobilidade. B) efeito da FB no tempo total de
imobilidade. C) efeito da FAR na laténcia para a primeira imobilidade. D) efeito da FAR no tempo total de
imobilidade. A imipramina (IMI), na dose de 45 mg/kg, v.o., foi utilizada como droga-padrio. N=7-11
animais/grupo. Os dados estdo representados como média + e.p.m. *p < 0,05 contra o grupo controle (ANOVA
seguida por teste de Dunnett; teste t de Student ndo pareado foi utilizado para os dados da IMI).



4.5. Efeitos neurofarmacoldgicos da isoorientina e da fracio de
flavonoides sem a isoorientina (FF) obtidas a partir do pericarpo de
P. edulis

4.5.1. Teste da transiciio claro-escuro e do campo aberto

A ANOVA de 1 via indicou auséncia de efeitos no parametro
numero de transigdes entre os compartimentos tanto no tratamento com
a isoorientina, quanto com a FF, quando comparadas aos valores dos
controles, em todas as doses testadas (0,5, 1, 5 e 10 mgkg)
[isoorientina: F(4,33)=2,13; p > 0,05; #13)=-3,22; p < 0,01; FF:
F(4,35)=1,96; p > 0,05; #(14)=-3,82; p < 0,01], como pode ser observado
na Figura 30A e C.

Como pode ser observado na Figura 30B, com relagdo ao
segundo parametro observado no teste, a analise estatistica indicou que o
tratamento com a isoorientina aumentou significativamente o tempo que
os animais permaneceram no lado claro do modelo na dose de 10 mg/kg,
enquanto que as doses de 0,5 e 5 mg/kg apresentaram apenas uma
tendéncia a aumentar este parametro (p = 0,07 em ambos os casos),
quando comparadas ao grupo controle. Aumento similar no tempo de
permanéncia foi observado para o tratamento com o DZP [F(4,33=2,68;
p < 0,05; #13)=-3,83; p < 0,01]. J& o tratamento com FF, como
mostrado na Figura 30D, nf8o produziu nenhuma alteracdo
estatisticamente significativa em nenhuma das doses testadas, quando
comparadas ao grupo controle, ao contrario do que foi observado no
tratamento com o DZP [F(4,35)=1,38; p > 0,05; #(14)=-4,67; p < 0,01].

Com relagdo aos parametros observados no teste do campo
aberto (nimero de levantamentos ¢ de cruzamentos), ambos os
tratamentos ndo produziram nenhuma alteragdo estatisticamente
significativa quando comparados ao grupo controle, como pode ser
observado nas Figuras 31A-D [isoorientina= niimero de levantamentos:
F(4,33)=1,72; p > 0,05; #13)=5,6; p < 0,01; nimero de areas
percorridas: F(4,33)=1,09; p > 0,05; #(13)=1,49; p > 0,05; FF= niimero
de levantamentos: F(4,35)=0,27; p > 0,05; #(14)=3,19; p < 0,01; nimero
de areas percorridas: F(4,35)=0,3; p > 0,05; #14)=1,18; p > 0,05].

94



259 A 1504 B
#
20+
° @ 100+
’g 154 8_
3 101 £
2 501
5
0 mg/kg 0 . . . mg/kg
controle 0 5 5 10 dzp controle 0,5 1 5 10 dzp
isoorientina isoorientina
20+ C 200- D
154 150
o 2
0] o
£ 104 Q 1004
-: E
Z (0]
|_
5+ |l| | | ‘ \ 50+ T ‘ \
0 mg/kg 0 | | mg/kg
controle 0, 5 controle 0 5
FF FF

Figura 30 — Efeitos do tratamento oral com isoorientina e FF obtidas a partir do pericarpo de P. edulis (0,5, 1, 5 e 10 mg/kg) no teste da
transicdo claro-escuro. A) efeito da isoorientina no niimero de transi¢des entre compartimentos. B) efeito da isoorientina no tempo total
de permanéncia no compartimento claro. C) efeito da FF no niimero de transigdes entre compartimentos. D) efeito da FF no tempo total
de permanéncia no compartimento claro. O diazepam (DZP), na dose de 2 mg/kg, v.o., foi utilizado como droga-padrdo. N=7-8
animais/grupo. Os dados estdo representados como média + e.p.m. *p < 0,05 contra o grupo controle (ANOVA seguida por teste de
Dunnett; teste t de Student ndo pareado foi utilizado para os dados do DZP).
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Figura 31 — Efeitos do tratamento oral com isoorientina e FF obtidas a partir do pericarpo de P. edulis (0,5, 1, 5 ¢ 10 mg/kg)
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e.p.m. *p < 0,05 contra o grupo controle (ANOVA seguida por teste de Dunnett; teste t de Student ndo pareado foi utilizado

para os dados do DZP).




4.5.2. Teste da suspensio pela cauda

A analise estatistica revelou que o tratamento por via oral com a
isoorientina isolada a partir do pericarpo de P. edulis aumentou
significativamente, em todas as doses testadas (0,5, 1, 5 e 10 mg/kg), o
tempo de laténcia para o inicio da imobilidade, quando comparadas ao
grupo controle e de maneira similar & droga-padrio imipramina, como
pode ser observado na Figura 32A [F(4,37)=12,03; p < 0,01; #18)=-
6,02; p <0,01]. Com relagdo ao parametro tempo total de imobilidade, o
tratamento com isoorientina diminuiu significativamente o tempo,
quando comparado ao grupo controle, nas doses de 1 e 5 mg/kg, de
maneira semelhante ao tratamento com imipramina, como pode ser
observado na Figura 32B. A maior dose, 10 mg/kg, ndo produziu efeitos
significativos [F(4,37)=8,14; p <0,01; #(18)=6,3; p < 0,01].

O tratamento com FF, por sua vez, ndo produziu efeitos
estatisticamente significativos em nenhum dos parametros avaliados no
teste da suspensdo pela cauda em nenhuma das doses testadas (0,5, 1, 5
e 10 mg/kg), quando comparadas ao grupo controle, contrariamente ao
observado no tratamento com a imipramina [laténcia para imobilidade:
F(4,37)=0,6; p > 0,05; 1(18)=-2,97; p < 0,01; tempo total de imobilidade:
F(4,37)=0,68; p > 0,05; #(18)=3,98; p < 0,01]. Os efeitos do tratamento
com FF no teste da suspensdo pela cauda podem ser observados nas
Figuras 32C e D.
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Figura 32 — Efeitos do tratamento oral com isoorientina ¢ FF obtidas a partir do pericarpo de P. edulis (0,5, 1, 5 e 10 mg/kg)
no teste da suspensao pela cauda. A) efeito da isoorientina na laténcia para a primeira imobilidade. B) efeito da isoorientina no
tempo total de imobilidade. C) efeito da FF na laténcia para a primeira imobilidade. D) efeito da FF no tempo total de
imobilidade. A imipramina (IMI), na dose de 45 mg/kg, v.o., foi utilizada como droga-padrdo. N=8-10 animais/grupo. Os
dados estdo representados como média =+ e.p.m. *p < 0,05 contra o grupo controle (ANOVA seguida por teste de Dunnett;
teste t de Student ndo pareado foi utilizado para os dados da IMI).



4.6. Investigacio dos possiveis mecanismos de acio
neurofarmacoldgica da isoorientina obtida a partir do pericarpo de
P. edulis

4.6.1. Envolvimento do sistema GABA-benzodiazepinico no
efeito tipo-ansiolitico da isoorientina no teste da transicdo claro-
escuro e do campo aberto

Como pode ser observado na Figura 33A, a ANOVA de 2 vias
nido apontou qualquer diferenga significativa entre os grupos no
pardmetro nimero de transi¢des entre compartimentos no teste da
transi¢ao claro-escuro [F(5,42)=0,84; p > 0,05]. Ja no pardmetro tempo
total de permanéncia no compartimento claro, a ANOVA de 2 vias
indicou diferenca estatistica com relagdo aos fatores tratamento
[F(5,42)=24,42; p < 0,01], pré-tratamento [F(5,42)=7,5; p < 0,01] e da
interagdo entre os fatores [F(5,42)=6,8; p < 0,01]. O teste post hoc de
Newman-Keuls evidenciou que o tratamento com a isoorientina, da
mesma forma que com DZP, aumentou significativamente o tempo de
permanéncia dos animais no lado claro do modelo, quando comparado
ao grupo controle. Por outro lado, o pré-tratamento com FMZ bloqueou
significativamente o efeito do DZP, mas ndo o da isoorientina, como
pode ser observado na Figura 33B. Com relagdo aos paridmetros
observados no teste do campo aberto (nimero de levantamentos e de
areas percorridas), e que podem ser observados nas Figuras 33C e D, a
ANOVA de 2 vias revelou auséncia de efeitos de qualquer tratamento ou
pré-tratamento em ambos 0s parametros.
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Figura 33 — Efeitos do pré-tratamento com flumazenil (FMZ, 1 mg/kg, i.p.) 15 min antes do tratamento oral com isoorientina (10
mg/kg) nos testes da transi¢do claro-escuro e do campo aberto. A) niimero de transi¢des entre os compartimentos. B) tempo total de
permanéncia no compartimento claro. C) niimero de levantamentos no campo aberto. D) niimero de areas percorridas no campo
aberto. Diazepam (DZP) 2 mg/kg, v.o., foi utilizado como droga-padrdo. N=8 animais/grupo. Dados representados como média +
e.p.m. “p < 0,01 com relagdo ao grupo controle no pré-tratamento com salina; “p < 0,01 com relagio ao grupo controle no pré-
tratamento com flumazenil; *p < 0,01 contra 0 mesmo grupo no pré-tratamento com salina (ANOVA de 2 vias seguida pelo teste de
Student Newman-Keuls).



4.6.2. Envolvimento do sistema serotonérgico no efeito tipo-
ansiolitico da isoorientina no teste da transicao claro-escuro e do
campo aberto

A ANOVA de 2 vias indicou efeito significativo da interagdo
entre o tratamento e o pré-tratamento no pardmetro numero de transi¢des
entre compartimentos no teste da transi¢do claro-escuro [F(5,41)=3,95;
p < 0,05]. O teste post hoc de Newman-Keuls indicou apenas uma
tendéncia (p = 0,07) a diminui¢do do numero de transi¢cdes causada pelo
tratamento com isoorientina, quando comparada ao grupo controle, em
presenca do pré-tratamento com WAY-100635, como pode ser
observado na Figura 34A. Com relacdo ao pardmetro tempo total de
permanéncia no compartimento claro, a ANOVA de 2 vias indicou
efeito significativo do tratamento [F(5,41)=21,12; p < 0,01], do pré-
tratamento [F(5,41)=48,35; p < 0,01] e da interagdo entre os fatores
[F(5,41)=18,09; p < 0,01]. O teste post hoc de Newman-Keuls indicou
que o tratamento com isoorientina assim como com buspirona
aumentaram significativamente o tempo de permanéncia dos animais no
compartimento claro da caixa claro-escuro, quando comparados ao
grupo controle. Além disso, a analise estatistica indicou que esse efeito
foi bloqueado pelo pré-tratamento com WAY-100635 em ambos os
tratamentos, como pode ser observado na Figura 34B. Com relacdo ao
parametro nimero de levantamentos, observado no teste do campo
aberto, embora a ANOVA de 2 vias tenha indicado um efeito do
tratamento [F(5,41)=3,43; p < 0,05], o teste post hoc de Newman-Keuls
ndo indicou nenhuma diferenga estatistica entre os grupos. Ndo houve
diferenca significativa entre os grupos também no pardmetro numero de
areas percorridas. Os resultados obtidos no teste do campo aberto estdo
representados nas Figuras 34C e D.

101



15+ A B
200+
| I 150
g 10 @
T o
E # S 1001 .
*
Z 5l S
l—
50+
0 T N T T - 0-
sal iso busp sal iso busp sal iso busp sal iso busp
SAL WAY SAL WAY
C D
:z' T 125
3] T o0l 1
30+
(<] #
= o
OE) 25+ 5 751
S 204 E
Z 154 z 50
104 254
5
C T . L} L} . 0- T L}
sal iso busp sal iso busp sal iso busp sal iso busp
SAL WAY SAL WAY

Figura 34 — Efeitos do pré-tratamento com WAY-100635 (WAY, 0,5 mg/kg, i.p.) 15 min antes do tratamento oral com isoorientina (10
mg/kg) nos testes da transi¢do claro-escuro e do campo aberto. A) niimero de transi¢des entre os compartimentos. B) tempo total de
permanéncia no compartimento claro. C) mimero de levantamentos no campo aberto. D) numero de areas percorridas no campo aberto.
Buspirona (busp) 10 mg/kg, v.o., foi utilizada como droga-padrdo. N=7-8 animais/grupo. Os dados estdo representados como média +
e.p.m. “p = 0,07 com relagio ao grupo controle no pré-tratamento com salina (ANOVA de 2 vias seguida pelo teste de Student Newman-
Keuls).



4.6.3. Envolvimento do sistema serotonérgico no efeito tipo-
antidepressivo da isoorientina no teste da suspensio pela cauda

No parametro laténcia para inicio da imobilidade, observado no
teste da suspensdo pela cauda, a ANOVA de 2 vias indicou diferenga
significativa nos fatores tratamento [F(5,39)=14,03; p < 0,01], pré-
tratamento [F(5,39)=16,89; p < 0,01] e na interacdo entre os fatores
[F(5,39)=5,7; p < 0,01]. O teste post hoc de Newman-Keuls indicou que
os tratamentos com isoorientina ou com imipramina aumentaram
significativamente o tempo de laténcia para a primeira imobilidade,
quando comparados ao grupo controle, como pode ser observado na
Figura 35A. O pré-tratamento com PCPA bloqueou esse efeito,
reduzindo significativamente o tempo de laténcia quando comparado ao
pré-tratamento com salina.

No segundo pardmetro observado, tempo total de imobilidade, a
ANOVA de 2 vias também apontou diferenca significativa nos fatores
tratamento [F(5,39)=22,11; p < 0,01], pré-tratamento [F(5,39)=12,88; p
< 0,01] e na interagdo entre os fatores [F(5,39)=9,53; p < 0,01]. Neste
parametro, o teste post hoc de Newman-Keuls indicou que o tratamento
com isoorientina ou com imipramina reduziram significativamente o
tempo total de imobilidade dos animais, quando pré-tratados com salina,
mas que o pré-tratamento com PCPA bloqueou esse efeito, uma vez que
aumentou significativamente o tempo de imobilidade quando comparado
com o pré-tratamento com salina. Esses efeitos estdo apresentados na
Figura 35B.
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Figura 35 — Efeitos do pré-tratamento com p-clorofenilalanina (PCPA, 100 mg/kg, 4 dias) nos efeitos do
tratamento oral com isoorientina (5 mg/kg) isolada a partir do pericarpo de P. edulis no teste da suspensdo pela
cauda. A) laténcia para a primeira imobilidade. B) tempo total imobilidade. A imipramina (imi) na dose de 45
mg/kg, v.o., foi utilizada como droga-padrao. N=6-8 animais/grupo. Os dados estdo representados como média +
e.p.m. #p < 0,01 com relag@o ao grupo controle no pré-tratamento com salina; *p < 0,01 com relagdo ao mesmo
grupo no pré-tratamento com salina (ANOVA de 2 vias seguida pelo teste de Student Newman-Keuls).
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4.6.4. Envolvimento do sistema noradrenérgico no efeito tipo-
antidepressivo da isoorientina no teste da suspensio pela cauda

A ANOVA de 2 vias indicou, no pardmetro laténcia para inicio
da imobilidade, diferenca significativa nos fatores pré-tratamento
[F(5,41)=21,76; p < 0,01], tratamento [F(5,41)=32,34; p < 0,01] e na
interagdo entre os fatores [F(5,41)=13,05; p < 0,01]. O teste post hoc de
Newman-Keuls apontou que o tratamento com isoorientina ou com
imipramina aumentaram significativamente a laténcia para a primeira
imobilidade, quando comparados ao grupo controle, como pode ser
observado na Figura 36A. O pré-tratamento com prazosina bloqueou
apenas o efeito promovido pelo tratamento com a imipramina, reduzindo
significativamente o tempo de laténcia quando comparado ao pré-
tratamento com salina. Nao houve efeito significativo do pré-tratamento
com prazosina sobre o efeito observado no tratamento com isoorientina,
que se manteve significativamente diferente quando comparado com o
tratamento com salina.

No parametro tempo total de imobilidade, a ANOVA de 2 vias
também apontou diferenca significativa nos fatores tratamento
[F(5,41)=34,5; p < 0,01], pré-tratamento [F(5,41)=5,9; p < 0,05] e na
interagdo entre os fatores [F(5,41)=10,3; p < 0,01]. Neste pardmetro, o
teste post hoc de Newman-Keuls indicou que o tratamento com
isoorientina ou com imipramina reduziram significativamente o tempo
total de imobilidade dos animais, quando pré-tratados com salina. O pré-
tratamento com prazosina bloqueou apenas o efeito da imipramina, ndo
alterando o efeito observado da isoorientina, como pode ser observado
na Figura 36B.
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Figura 36 — Efeitos do pré-tratamento com prazosina (PRAZ, 1 mg/kg) 30 min antes do tratamento oral com
isoorientina (5 mg/kg) isolada a partir do pericarpo de P. edulis no teste da suspensdo pela cauda. A) laténcia para
a primeira imobilidade. B) tempo total imobilidade. A imipramina (imi) na dose de 45 mg/kg, v.o., foi utilizada
como droga-padrio. N=7-8 animais/grupo. Os dados estdo representados como média + e.p.m. “p < 0,01 com
relacdo ao grupo controle no mesmo pré-tratamento; *p < 0,01 com relacdo ao mesmo grupo entre os diferentes

pré-tratamentos (ANOVA de 2 vias seguida pelo teste de Student Newman-Keuls).
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5. DISCUSSAO

As plantas continuam a representar uma extraordinaria fonte de
diversidade natural de compostos bioativos, os quais tém se mostrado
muito uteis como agentes terapéuticos para o tratamento de uma grande
variedade de doengas humanas e, principalmente, mostram-se passiveis
de sintese quimica (GURIB-FAKIM, 2006; HARVEY, 2008; KOLEWE
et al., 2008; LI E VEDERAS, 2009; NICOLAOU et al., 2009). Durante
muitos séculos, as plantas representaram a principal, por vezes Unica,
fonte de tratamento, alivio ou cura das doencas humanas (GURIB-
FAKIM, 2006; SAKLANI E KUTTY, 2008). Embora hoje ja possamos
contar com uma ampla gama de medicamentos industrializados, ainda
assim bilhdes de pessoas em todo o mundo utilizam plantas para o
tratamento de problemas de satde, haja vista o grande nimero de
prescrigoes médicas que indicam formulagdes baseadas em plantas ou
em substancias derivadas de plantas que ainda sdo realizadas nos dias de
hoje (FARNSWORTH E SOEJARTO, 1991; PEIL 2001; SCHUSTER,
2001; GURIB-FAKIM, 2006; HARVEY, 2008).

Dentre as plantas tradicionalmente utilizadas, as espécies
detentoras de propriedades psicoativas talvez sejam aquelas que vém
acompanhando o homem em sua historia ha mais tempo, em fungdo da
descoberta dos efeitos que podem produzir sobre a mente humana
(CLEMENT et al, 2004; ZHANG, 2004; PRISINZANO, 2009).
Historicamente, as plantas medicinais psicoativas tém sido utilizadas por
seu valor medicinal e/ou em fun¢do da capacidade de produzir estados
alterados de consciéncia. Muito do que a ciéncia moderna conhece hoje
sobre os mecanismos neuroquimicos cerebrais e do funcionamento do
sistema nervoso central possui relagdo direta com o estudo dos produtos
naturais psicoativos. Exemplos muito importantes podem ser citados. O
estudo da quimica e da farmacologia da morfina, por exemplo, um
alcaloide isolado a partir da Papaver somniferum, levou a identificagdo
dos receptores opioides e, consequentemente, do sistema de opiaceos
enddgenos, esclarecendo muitos aspectos da nocicepgo, entre outros
processos fisiologicos (CALIXTO et al., 2000; WALDHOER et al.,
2004; LI E VEDERAS, 2009). Da mesma forma, os estudos sobre os
efeitos bioldgicos do Ae-tetrahidrocanabinol e de outros canabinoides,
componentes ativos da maconha (Cannabis sp), levaram a identificagdo
dos receptores canabinoides e do sistema canabinoide e sua participagdo
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em diversas fungdes fisiopatologicas (DI MARZO, 2008). Estudos sobre
os alcaloides da Rauwolfia serpentina, entre eles a reserpina, expandiu
muito a compreensdao acerca da neurotransmissdo serotonérgica,
noradrenérgica e dopaminérgica existente a época e, consequentemente,
langou luz ao conhecimento das bases neurobiologicas dos transtornos
depressivos e da pressdo arterial (SLATTERY et al., 2004).

Dentre as plantas medicinais utilizadas em fun¢do de suas
propriedades psicoativas, as espécies do género Passiflora,
popularmente conhecidas como maracuja, ocupam um papel de destaque
tanto em fungdo de seu amplo uso pela populacdo, quanto por serem
objetos de estudo de um grande niimero de trabalhos disponiveis na
literatura, entre os quais se inclui o presente trabalho. Como ja foi
mencionado na Introdugdo desta tese, das investigagdes
neurofarmacoldgicas encontradas na literatura sobre espécies de
Passiflora, 10 artigos se referem a espécie P. edulis. Tais artigos
apontam  para a  presenga de  diferentes  propriedades
neurofarmacologicas dos extratos desta espécie, tais como atividade
hipno-sedativa (VALLE E LEITE, 1983; MALUF et al, 1991;
BRUSCHI et al., 2002) e tipo-ansiolitica (PETRY et al., 2001; DE-
PARIS et al., 2002; REGINATTO et al., 2006; BARBOSA et al., 2008).
No entanto, todos os trabalhos mencionados relatam essas atividades
biologicas para extratos provenientes das folhas de P. edulis, ndo
existindo relatos disponiveis na literatura a respeito de possiveis
atividades neurofarmacolodgicas de outras partes da planta.

Em funcdo disto, nos interessamos em investigar as
potencialidades neurofarmacoldgicas desta espécie. A parceria existente
entre o Laboratorio de Neurofarmacologia do Departamento de
Farmacologia (CCB) e o Laboratério de Quimica Farmacéutica do
Departamento de Ciéncias Farmacéuticas (CCS), ambos pertencentes a
Universidade Federal de Santa Catarina, tornou possivel este estudo,
uma vez que a doutoranda Silvana Zucolotto Langassner, sob orientagdo
do Prof. Dr. Eloir Paulo Schenkel, ja realizava seu trabalho de doutorado
com a referida espécie e dispunha de quantidade suficiente de material
que permitiria a investigagdo farmacologica. Assim, com o objetivo de
investigar a possivel atividade neurofarmacologica de diferentes partes
da espécie Passiflora edulis variedade flavicarpa, realizou-se este
trabalho de doutorado.

O estudo se iniciou com a investigagdo da possivel atividade
neurofarmacologica dos extratos aquosos obtidos a partir das folhas,
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raizes e casca dos frutos de P. edulis, além do suco obtido a partir da
polpa dos frutos. Como pode ser observado, seria um numero
relativamente grande de extratos a serem testados e para os quais ndo
eram conhecidas as doses eficazes, nem os tempos de agdo
neurofarmacolégica. Em funcdo destas questdes, mostrou-se
imprescindivel a escolha de um teste que se mostrasse viavel em relagao
ao tempo de execucdo e ao niumero de animais utilizados, além de ser
capaz de fornecer dados confiaveis a respeito da faixa de dose e de
tempo de agdo dos extratos a serem testados. Assim, foi escolhido para
esta avaliacdo inicial o teste da hipertermia induzida por estresse (HIE).
A HIE ¢ caracterizada por um aumento temporario da
temperatura corporal e é parte integrante do repertorio de respostas
individuais dos animais frente a situagdes percebidas como estressantes,
ocorrendo de maneira comparavel entre todas as espécies (REEVES et
al.,, 1985; MARAZZITI et al., 1992; VINKERS et al., 2008). Esse
fendmeno é mediado pelo sistema nervoso e ocorre antes e durante a
exposicdo a situagdes que geram ansiedade. Em formas patoldgicas
humanas, representa um dos sintomas dos transtornos de ansiedade.
Realmente, a hiper-reatividade autonémica, quando presente de forma
exacerbada, representa um dos itens de diagndstico da ansiedade
generalizada presente no DSM-IV (Manual Diagnostico e Estatistico dos
Distarbios Mentais, 4*. edicdo — AMERICAN PSYCHIATRIC
ASSOCIATION, 1994). O teste da HIE em camundongos ¢ um teste
desenvolvido ha alguns anos para representar a expressao da hiper-
reatividade autonomica na ansiedade (BORSINI et al., 1989; LECCI et
al., 1990; ZETHOF et al., 1994). Neste teste, o fendmeno ¢ explorado da
seguinte forma: ap6s a remog¢do individual dos camundongos de uma
caixa-moradia, um aumento gradual da temperatura dos animais
restantes pode ser observado. Esta elevagdo da temperatura corporal é
interpretada como um sinal de ansiedade antecipatdria experimentada
pelos animais que ficaram na caixa ao perceberem a remogdo dos
primeiros (BORSINI et al., 1989; VAN DER HEYDEN et al., 1997). O
teste da HIE ja& foi validado farmacologicamente e, atualmente, ¢
considerado um teste robusto e reprodutivel com grande sensibilidade a
compostos ansioliticos atualmente disponiveis no mercado (LECCI et
al., 1990; BOUWKNECHT et al., 2000; GRUNDMANN et al., 2006;
BOUWKNECHT et al., 2007; VINKERS et al., 2008; VINKERS et al.,
2009a,b). Além disso, este teste tem apresentado grande sensibilidade
para identificacdo de novos compostos com tal agdo. Em sua forma
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original, no entanto, o teste da HIE mostrava-se muito trabalhoso no
sentido de consumir muito tempo, ocupar muito espago €, mais
importante em fungdo da questdo ética, necessitava de uma quantidade
extremamente grande de animais. Felizmente, uma modificagdo do teste,
em camundongos, foi descrita em 1997, por VAN DER HEYDEN e
colaboradores. Nesta modificacdo, os animais passaram a ser alojados
individualmente € ndo mais em grupos. Isto tornou o modelo mais
acessivel para a avaliagdo rapida de compostos com atividade tipo-
ansiolitica através de uma medida fisiologica, a temperatura (SPOOREN
etal., 2002).

No presente trabalho, antes de realizar a avaliagdo da possivel
atividade neurofarmacologica dos extratos de diferentes partes de P.
edulis, portanto, foi realizada a padronizacdo do teste da HIE em
animais isolados, uma vez que o mesmo ndo havia ainda sido utilizado
em nosso laboratorio com esta modificagdo proposta por VAN DER
HEYDEN e colaboradores (1997). Além disso, o trabalho mencionado
ndo investigou o efeito da via oral de tratamento sobre a hipertermia e
consideramos adequado verificar possiveis diferencas entre as vias de
administragdo. Os dados obtidos nesse experimento de padronizagdo, e
indicados na Figura 17, mostram que, em T1, os animais tratados com
salina, tanto por via i.p. quanto por v.0., apresentaram hipertermia
quando comparados ao grupo nao tratado; os animais tratados com DZP,
por sua vez, via i.p. ou v.0., ndo apresentaram hipertermia quando
comparados ao grupo nao tratado, o que indica a eficacia da droga-
padrao ansiolitica DZP neste teste, independentemente da via de
administragdo. Quando comparamos as temperaturas dos diferentes
grupos de tratamento em T1, estamos avaliando os efeitos dos diferentes
tratamentos e vias de administragdo sobre a hipertermia induzida pelo
estresse da manipulagdo e do procedimento de tratamento. Quando
comparamos as temperaturas entre T1 e T2, estamos avaliando, além
dos efeitos dos diferentes tratamentos, a influéncia do procedimento de
medicdo sobre a temperatura dos animais. Em outras palavras, ao
compararmos as medidas de T1 e T2, avaliamos se o procedimento de
medicao em si é capaz de produzir aumento da temperatura, isto ¢, se ¢
um estressor per se. Em T2, os animais do grupo ndo tratado passaram a
apresentar a hipertermia, quando suas temperaturas foram comparadas
com as obtidas em T1, o que indica que o procedimento de medi¢do
representa um estressor suficiente para produzir a hipertermia. Ainda em
T2, os animais tratados com salina por via i.p. ndo apresentaram mais
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elevagdo da temperatura quando comparados as suas proprias
temperaturas em T1, ao contrario dos animais tratados com salina por
v.0., 0s quais apresentaram temperaturas significativamente mais
elevadas. Este resultado sugere que a via oral de administragdo
representa um estressor mais potente do que a via intraperitoneal, capaz
de produzir hipertermia. Os grupos tratados com DZP, v.o. ou i.p.,
continuaram sem apresentar HIE, sendo que o grupo tratado com DZP
v.0. apresentou, ainda, uma diminui¢cdo significativa da temperatura
quando comparado a T1.

Esses resultados permitem diferentes conclusdes. As
observagdes obtidas em T1 permitem concluir que o proprio
procedimento de manipulagdo e tratamento, seja oral ou intraperitoneal,
representa um estressor capaz de elevar a temperatura, causando
hipertermia, uma vez que os animais tratados com salina apresentaram
hipertermia quando comparados aos ndo tratados. Esse resultado estd de
acordo com estudos prévios, os quais sugerem que o procedimento de
manuseio dos animais e de tratamento sdo estressores capazes de
produzir hipertermia per se (VAN DER HEYDEN et al, 1997
VINKERS et al., 2009a). Além disso, nossos resultados validam
farmacologicamente o teste da HIE, uma vez que os animais tratados
com DZP, ansiolitico padrdo, ndo apresentaram hipertermia. Diferentes
autores ja demonstraram que o teste da HIE ¢ realmente eficaz em
detectar os efeitos tipo-ansioliticos de agonistas do receptor
serotonérgico 5-HT1, assim como de agonistas GABAx-
benzodiazepinicos utilizados clinicamente com sucesso (LECCI et al.,
1990; ZETHOF et al., 1995; OLIVIER et al., 2002; 2003; CRYAN et
al., 2004). Ademais, os resultados mostraram que o procedimento de
medicdo da temperatura representa um estressor capaz de induzir a
hipertermia nos animais, uma vez que os animais que ndo receberam
nenhum tratamento e que, portanto, ndo passaram pelo estresse do
procedimento de tratamento, apresentaram hipertermia em T2. Esse
resultado esta de acordo com dados disponiveis na literatura, os quais
afirmam que a insercdo do probe retal para medir a temperatura induz
uma resposta hipertérmica significativa entre 5 a 20 min, retornando ao
nivel basal em aproximadamente 60 min (VAN DER HEYDEN et al.,
2007, BOUWKNECHT et al., 2000; VINKERS et al., 2009a), se ndo
houver repeticdo do procedimento, atestando a validade do modelo de
hipertermia induzida pelo estresse, neste caso representado pelo
procedimento de medi¢do. O fato do tratamento com salina por v.o.
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aumentar ainda mais a temperatura dos animais em T2, o que ndo foi
observado para o tratamento por via i.p., sugere que a via oral de
tratamento é um estressor mais potente para os animais do que a via
intraperitoneal. Esse ¢é wum resultado de grande relevancia,
principalmente quando se considera que grande parte dos estudos de
etnofarmacologia de plantas medicinais ¢ realizada utilizando-se a via
oral, que poderia, portanto, produzir algum tipo de alteracdo nos
resultados observados em funcdo do estresse produzido. De fato, tem
sido demonstrado, no teste da HIE, que a amplitude da resposta
hipertérmica ¢ dependente da intensidade do estressor (VAN DER
HEYDEN et al., 1997; BOUWCKNECHT et al., 2007). Ou seja, quando
o animal ¢ gentilmente manuseado ndo ha alteragdo significativa da
temperatura, a menos que isso seja feito repetidamente (VAN DER
HEYDEN et al., 1997; BOUWKNECHT et al., 2007). Portanto, se em
T2 foi observado que o tratamento por via oral produziu aumento ainda
maior da temperatura, sugere-se que esta via de tratamento seja
considerada um estressor moderado para a indugo da hipertermia e que
pode ser utilizada como modelo de estresse per se. A grande amplitude
de variacdo da temperatura observada entre T1 e T2, estabelecida em
relativamente pouco tempo (10 min), causada pelo procedimento de
medicdo e evidenciada pelo grupo nao tratado, também contribui para a
validagdo do teste e também estd de acordo com dados ja publicados, os
quais afirmam que, dentro de 15 min, a temperatura deve aumentar
rapidamente em cerca de 1,0 = 1,5 °C (VAN DER HEYDEN et al.,
1997; VINKERS et al., 2009a). Alguns autores afirmam ainda que esta
elevacdo brusca da temperatura é parte do repertorio normal do
comportamento de defesa dos animais, sendo considerada importante
para a sobrevivéncia da espécie em fungdo de preparar o organismo para
o comportamento de luta-ou-fuga (VINKERS et al., 2009a).

Tendo sido considerado, portanto, eficaz para a detecgdo rapida
e precisa dos efeitos de compostos com potencial atividade
neurofarmacolégica, o teste da HIE em animais isolados foi utilizado
para a avaliacdo dos efeitos de diferentes partes da espécie P. edulis. A
validade do procedimento utilizado foi novamente comprovada em
todos os experimentos realizados, uma vez que os animais do grupo
controle apresentaram a HIE nos diferentes tempos (30 min, 1 he 2 h
apos o tratamento por via oral).

O tratamento com o EA obtido a partir do pericarpo dos frutos
de P. edulis impediu a ocorréncia da HIE nas duas maiores doses
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testadas (600 e 1000 mg/kg) ja a partir do primeiro tempo de
observagdo, 30 min apdés o tratamento oral, quando comparadas ao
grupo controle. Além de tal efeito ter permanecido no segundo tempo de
medic¢do, as duas menores doses (100 e 300 mg/kg) também passaram a
apresentar efeito protetor da ocorréncia de HIE, efeito esse que
permaneceu no terceiro tempo de medigdo da temperatura, 2 h apos o
tratamento, indicando um potencial efeito neurofarmacoldégico do
pericarpo dos frutos de P. edulis.

O tratamento com o suco obtido a partir dos frutos, por sua vez,
impediu significativamente a ocorréncia da HIE no primeiro tempo de
observacgdo apenas na dose maior, 1000 mg/kg. No segundo tempo, 1 h
apos o tratamento, a dose de 600 mg/kg também passou a apresentar
efeito protetor da HIE, efeitos esses que se mantiveram 2 h apos o
tratamento, agora também com o aparecimento de efeito significativo na
dose de 100 mg/kg.

O tratamento com o EA das folhas de P. edulis mostrou efeitos
semelhantes ao obtido com o suco dos frutos, ou seja, apos 30 min do
tratamento, a dose de 1000 mg/kg impediu a ocorréncia da HIE quando
comparada ao grupo controle; 1 h apds o tratamento, as doses de 600 e
1000 mg/kg apresentaram efeito significativo e esse efeito se manteve
no tempo de 2 h apos o tratamento.

Ja o tratamento com o EA das raizes de P. edulis, por sua vez,
ndo foi tdo eficaz quanto os demais extratos na protecdo contra a HIE
nos animais. Apenas a dose de 1000 mg/kg impediu significativamente a
ocorréncia da HIE no tempo de 1 h apds o tratamento, sendo as demais
doses ineficazes em quaisquer dos tempos de observagao.

Pelo que se encontra disponivel na literatura, ndo existem até o
momento estudos sobre os efeitos de espécies de Passiflora no teste da
HIE, sendo este o primeiro trabalho neste sentido. Na realidade, apenas
quatro trabalhos encontram-se disponiveis na literatura a respeito dos
efeitos de espécies vegetais no teste da HIE (AKUTSU et al., 2002;
2003; CHEN et al., 2004; GRUNDMANN et al., 2006). Em um destes
estudos, os autores investigaram os efeitos do extrato de Hypericum
perforatum, conhecido popularmente como erva-de-Sdo-Jodo e
amplamente utilizado em diferentes paises no tratamento da depressdo
leve a moderada, e de seus compostos isolados, no teste da HIE
(GRUNDMANN et al., 2006). Neste trabalho, os autores afirmam que
tanto o extrato de H. perforatum como alguns de seus compostos
isolados impediram a ocorréncia da HIE em camundongos. Além disso,
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os flavonoides presentes nesta espécie vegetal, hiperosideo,
isoquercitrina, quercitrina e rutina, também mostraram um bloqueio
parcial da HIE, diferentemente do que foi observado para o tratamento
com DZP — o qual bloqueou totalmente a ocorréncia da HIE — e de
maneira semelhante ao que foi observado no tratamento com a
buspirona. Os autores afirmam, ainda, que o inibidor “misto” da
recaptacdo de noradrenalina e serotonina, a imipramina, bem como o
inibidor seletivo da recaptagdo de serotonina, a fluoxetina, ndo
mostraram eficacia na inibi¢do da HIE, o que sugere que o aumento da
neurotransmissdo monoaminérgica talvez ndo desempenhe um papel
importante no antagonismo da HIE. No entanto, & medida que o
tratamento com a buspirona, agonista parcial de receptores 5-HT}a, foi
capaz de bloquear parcialmente a HIE, e que os flavonoides isolados
mostraram o mesmo perfil de atividade, os autores discutem o possivel
mecanismo de acdo de tais flavonoides como sendo decorrente de uma
acdo sobre essa classe de receptores de serotonina.

Os resultados obtidos em nosso trabalho também podem ser
interpretados utilizando-se a mesma linha de raciocinio: o teste da HIE
ja se encontra bem validado farmacologicamente ¢ drogas ansioliticas
com mecanismo de agdo benzodiazepinico e agonistas de receptores
serotonérgicos do tipo 5-HT;, mostram-se eficazes em bloquear a
resposta de HIE (OLIVIER et al., 2002; BOUWKNECHT et al., 2007,
VINKERS et al., 2009a). Além disso, drogas que agem via mecanismos
dopaminérgicos, noradrenérgicos e bloqueadores da recaptagdo de
serotonina ndo mostram qualquer tipo de efeito na prevencdo da
ocorréncia de HIE (GRUNDMANN al., 2006; BOUWKNECHT et al.,
2007; VINKERS et al., 2009a). Mais ainda, alguns estudos tém
mostrado que, enquanto diferentes agonistas de receptores 5-HTa
mostram-se ativos no teste da HIE, nenhum agonista 5-HT,g, 5-HT;4 ou
5-HT,. mostra-se eficaz em reduzir a amplitude da hipertermia em
animais experimentais (LECCI et al., 1990; ZETHOF et al., 1995).
Antagonistas de receptores 5-HT,4c ou 5-HT; também néo apresentam
perfil tipo-ansiolitico neste teste (BORSINI et al., 1993; LECCI et al.,
1990; ZETHOF et al., 1995). Outros trabalhos ainda confirmam que
moduladores dos transportadores de serotonina, liberadores de
serotonina ou inibidores da monoaminaoxidase também se mostram
inativos no teste da HIE (GROENINK et al., 2003; ZETHOF et al.,
1995), bem como os antidepressivos triciclicos (BORSINI et al., 1989;
VAN DER HEYDEN et al., 1997; ZETHOF et al., 1995). Tomados em
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conjunto e considerando esses fatos, poder-se-ia sugerir que os efeitos
das diferentes partes de P. edulis no teste da HIE, observados em nosso
trabalho, talvez estivessem sendo produzidos via agdo dos compostos
presentes em tais extratos sobre o sistema de neurotransmissdo GABA-
benzodiazepinico ou via agonismo, parcial ou total, de receptores
serotonérgicos do tipo 5-HT; 4. No entanto, neste ponto do trabalho, tais
inferéncias seriam por demais especulativas, uma vez que em apenas
uma triagem farmacologica ndo seria possivel obter respostas dessa
magnitude.

Uma questdo adicional, e ndo menos relevante, levantada
inclusive durante o exame de qualificacdo desta tese de doutorado, diz
respeito ao questionamento sobre o quanto estes efeitos observados para
as diferentes partes de P. edulis representariam realmente um efeito
neurofarmacologico do tipo-ansiolitico ou se algum outro mecanismo
biologico poderia ter sido ativado por esses extratos que culminasse na
redugdo da temperatura. Pesquisadores do nosso grupo realmente
encontraram atividade antiinflamatéria apds o tratamento com extratos
das folhas de P. edulis em animais experimentais (BENINCA et al.,
2007; MONTANHER et al., 2007, ZUCOLOTTO et al., 2009). No
entanto, diferentes trabalhos ja confirmaram que o teste da HIE ndo se
mostra sensivel ao tratamento com farmacos antiinflamatérios. O
tratamento com acido acetilsalicilico e outras drogas antiinflamatorias,
por exemplo, ndo reduz de maneira eficaz a amplitude da temperatura
dos animais (ZETHOF et al., 1995; OLIVIER et al., 2003), o que indica
que o aumento da temperatura observado neste teste nao representa uma
resposta de febre como a que ¢ induzida por interleucinas e
lipopolissacarideos. Isso indica que os efeitos observados em nosso
trabalho no teste da HIE dizem respeito realmente a um efeito
neurofarmacolégico, incentivando a continuidade das investigagdes a
respeito deste perfil de agdo bioldgica.

Comparativamente, pode-se observar pelos resultados que, em
termos de eficdcia de acdo, os extratos provenientes das diferentes partes
de P. edulis possuem diferentes poténcias de a¢do neurofarmacologica.
Assim, o extrato com agdo bioldgica mais proeminente parece ser o
obtido a partir do pericarpo dos frutos, seguido pelo suco dos frutos,
extrato das folhas e, por ultimo, extrato das raizes. Esse resultado
mostrou-se muito surpreendente por diferentes razdes. Embora os efeitos
centrais do EA das folhas de P. edulis ndo sejam novidade na literatura
cientifica, uma vez que diferentes autores ja indicaram presenca de
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atividade hipno-sedativa e tipo-ansiolitica desta parte da planta (VALLE
E LEITE, 1983; MALUF et al., 1991; PETRY et al., 2001; BRUSCHI et
al., 2002; DE-PARIS et al., 2002; COLETA et al., 2006; REGINATTO
et al., 2006; BARBOSA et al., 2008), o efeito tipo-ansiolitico do extrato
do pericarpo dos frutos observado em nossos resultados, representado
pela protegdo contra a hipertermia, ¢ um resultado inédito e
surpreendente. Isso porque o pericarpo dos frutos nada mais ¢ do que,
em linguagem coloquial, a casca dos frutos, que é simplesmente
rejeitada como residuo, tanto pela populagdo quanto pela industria
alimenticia, que utiliza a polpa dos frutos no preparo de bebidas e
demais produtos a base de maracuja.

Como ja mencionado na Introdugdo desta tese, o consumo per
capita de maracuja aumentou mais de 230% em nove anos e a produgéo
dos frutos no ano de 2003 foi superior a 480 mil toneladas (CORDOVA
et al., 2005). Considerando que 95% de toda a produgédo brasileira de
maracuja se refere a espécie P. edulis (MELETTI E BRUCKNER,
2001), tem-se uma producdo estimada em cerca de 450 mil toneladas de
frutos desta espécie. Estima-se que entre 65 ¢ 70% do peso do maracuja
seja rejeitado na forma de cascas e sementes (REIS et al., 2000).
Considerando as quantidades mencionadas, portanto, teriam sido
produzidas, apenas no ano de 2003, mais de 300 mil toneladas de cascas
e sementes. De acordo com alguns autores, 90% dessas cascas seriam
desperdigadas, sendo o restante utilizado no preparo de racdo animal
(OLIVEIRA et al., 2006). A disposi¢ao final desse residuo organico
pode gerar um problema para os gestores ambientais, de maneira
semelhante ao que ocorre com cascas de outros frutos de espécies
vegetais brasileiras (ARAUJO et al., 2004). Desta forma, alguns autores
jé enfatizaram a necessidade de se estudar uma forma de aproveitamento
racional e eficiente do “residuo” representado pelas cascas dos frutos do
maracuja (OLIVEIRA et al., 2002; RAMOS et al., 2007).

A despeito da grande utilizagdo popular das espécies do género
Passiflora e do grande numero de trabalhos existentes na literatura
acerca das mesmas, ndo existiam, até o momento, estudos sobre as
propriedades neurofarmacolédgicas do pericarpo dos frutos de P. edulis.
Na verdade, apenas dois trabalhos foram encontrados a respeito dos
efeitos farmacologicos do pericarpo dessa espécie. O primeiro indicou
um efeito anti-hipertensivo apds o tratamento com o extrato da casca em
ratos espontaneamente hipertensos (ICHIMURA et al., 2006). O
segundo trabalho, realizado por pesquisadores brasileiros, investigou os
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efeitos da farinha da casca de maracuja em mulheres de 30 a 60 anos as
quais apresentavam hipercolesterolemia. Neste ultimo trabalho, os
autores observaram que, apos o tratamento continuo, houve uma redugdo
significativa dos niveis de colesterol nessas pacientes, quando
comparadas ao grupo controle; no entanto, as pacientes testadas
relataram, como um efeito colateral, a presenga de forte sonoléncia apos
o tratamento (RAMOS et al., 2007).

Assim, considerando a grande disponibilidade de matéria-
prima; a possibilidade de investigar a potencialidade terapéutica de algo
considerado “residuo” até entdo; a auséncia de estudos sobre esta parte
da planta; e os efeitos centrais por nds observados no teste da HIE, este
trabalho passou a concentrar seus esforcos na investigacdo
neurofarmacologica do pericarpo dos frutos da espécie P. edulis, com o
objetivo de estudar tanto a atividade do extrato total quanto de elucidar
os compostos possivelmente envolvidos em sua atividade
neurofarmacoldgica. Para tanto, passamos a investigar o perfil de agdo
neurofarmacologica do EA do pericarpo, utilizando o teste do sono
induzido por éter etilico para investigagdo de sua possivel atividade
hipno-sedativa; o teste das convulsoes induzidas por PTZ para investigar
sua possivel atividade anticonvulsivante; o teste da transicdo claro-
escuro para investigacdo do possivel efeito tipo-ansiolitico e, por fim, o
teste da suspensao pela cauda para investigar sua possivel atividade tipo-
antidepressiva. As doses escolhidas do EA do pericarpo de P. edulis
foram as duas menores doses a apresentar efeito significativo contra a
elevagdo da temperatura no teste da HIE, 100 e 300 mg/kg, com um
tempo de ag@o de 1 h apos o tratamento por via oral.

No teste do sono induzido por éter etilico, as duas doses
testadas reduziram significativamente a laténcia para inicio do sono,
bem como aumentaram também de maneira significativa o tempo total
de duragdo do sono, quando comparadas ao grupo controle, de maneira
similar ao que ocorreu com o tratamento com DZP, indicando atividade
hipno-sedativa do EA do pericarpo de P. edulis. Geralmente, o teste
mais utilizado para avaliacdo de possiveis propriedades hipno-sedativas
de compostos com agdo central desconhecida € o teste do sono induzido
por barbitiricos, como o pentobarbital sodico (CARLINI et al., 1986).
No entanto, os compostos de plantas promovem interagdes
farmacocinéticas com os barbitiricos em fungdo de sua interagdo com o
complexo do citocromo P450, o que pode levar a potencializacdo dos
efeitos depressores centrais e, consequentemente, a resultados falso-
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positivos de compostos desprovidos de agdo hipno-sedativa. Em funcao
disso, VIEIRA (2001) desenvolveu o teste do sono induzido por éter
etilico. Considerando o fato de que o éter etilico ndo possui
metabolizagdo hepatica, o aumento da duracdo do sono observado apos
o tratamento com EA do pericarpo, observado neste trabalho, confirma
sua agdo hipno-sedativa. Efeitos hipnoticos e sedativos apds o
tratamento com as folhas de P. edulis ja foram relatados anteriormente
(VALLE E LEITE , 1983; MALUF et al., 1991; BRUSCHI et al., 2002),
bem como para outras espécies de Passiflora (OGA et al., 1984;
SPERONI E MINGUETTI, 1988; SPERONI et al., 1996; SOULIMANI
et al., 1997; CAPASSO E SORRENTINO, 2005; LOLLI et al., 2007).
MALUF e colaboradores (1991) discutem o efeito potencializador do
sono induzido por pentobarbital, observado apds o tratamento com as
folhas de P. edulis, em funcdo da possivel presenca de acidos tanicos
nessa parte da planta, embora ndo tenham realizado avaliagdes
fitoquimicas que comprovassem tal hipotese. J& BRUSCHI e
colaboradores (2002) afirmam que a atividade hipno-sedativa observada
para as folhas de P. edulis estd relacionada ao teor de flavonoides
identificados nas mesmas. OGA e colaboradores (1984) discutem o
efeito hipno-sedativo observado apds o tratamento com o extrato das
folhas de P. alata como sendo decorrentes da presencga de alcaloides e
flavonoides. SPERONI E MINGUETTI (1988), investigando os efeitos
de diferentes extratos e fragdes obtidos das partes aéreas de P.
incarnata, também observaram efeitos hipno-sedativos no teste do sono
induzido por pentobarbital para a fragdo rica em flavonoides. LOLLI e
colaboradores (2007) também discutem o efeito hipno-sedativo
observado apos o tratamento com o extrato de P. actinia em fungdo da
possivel presenca de flavonoides, embora ndo tenham realizado a
investigacdo fitoquimica de tal extrato. Em todos esses estudos,
entretanto, o teste utilizado foi o teste do sono induzido por barbituricos.
Portanto, nosso trabalho representa o primeiro estudo investigando as
reais propriedades hipno-sedativas de P. edulis utilizando o teste do
sono induzido por éter etilico.

O segundo teste utilizado para a avaliagdo do perfil
neurofarmacologico do EA do pericarpo de P. edulis foi o teste das
convulsdes induzidas por PTZ. Este teste ¢ considerado o principal
modelo experimental agudo para a avaliacdo preliminar de drogas com
potencial atividade anticonvulsivante (SWINYARD et al., 1952;
CZUCZUWAR E FREY, 1986). Drogas que impedem a ocorréncia das
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convulsdes induzidas por PTZ, ou que aumentam a laténcia ou
diminuem a dura¢do e a severidade ou a letalidade das mesmas,
correlacionam-se positivamente com drogas utilizadas terapeuticamente
no tratamento das epilepsias do tipo crise de auséncia em humanos.
Alguns autores propdem ainda que este teste ¢ também eficaz para
avaliar a agdo tipo-ansiolitica de compostos do tipo benzodiazepinicos,
os quais agem sobre receptores GABAérgicos (TALLMAN et al., 1980).
No presente trabalho, o tratamento com o EA do pericarpo de P. edulis
ndo se mostrou eficaz na prevengdo da ocorréncia de convulsdes
induzidas pelo PTZ, pelo menos nas doses testadas, uma vez que ndo
alterou nenhum dos parametros observados de maneira significativa
quando comparado ao grupo controle. J4 o tratamento com a droga-
padrdo DZP, um agonista de receptores GABA,, aumentou
significativamente a laténcia para a ocorréncia da primeira convulsao,
além de diminuir a severidade das mesmas, promovendo, portanto, um
efeito protetor das convulsdes. A auséncia de efeitos protetores do EA
do pericarpo de P. edulis contra as convulsdes induzidas por PTZ sugere
que a atividade neurofarmacolégica desse extrato talvez ndo esteja
relacionada especificamente a interagdo com receptores GABAérgicos
ou, pelo menos, com o sitio benzodiazepinico de tais receptores, uma
vez que este teste € considerado eficaz para a avaliagdo de compostos
com esse perfil de agdo (TALLMAN et al., 1980). Embora existam
trabalhos na literatura relatando efeito anticonvulsivante de extratos das
folhas de espécies de Passiflora, esses estudos dizem respeito as
espécies P. incarnata (SPERONI E MINGUETTI, 1988; SPERONI ET
AL et al., 1996; NASSIRI-ASL et al., 2007) e P. alata (OGA et al.,
1984). A auséncia de atividade anticonvulsivante observada em nosso
estudo para o EA do pericarpo de P. edulis esta de acordo com trabalhos
anteriores, os quais apontam auséncia de atividade anticonvulsivante de
extratos das folhas de P. edulis no teste das convulsdes induzidas por
PTZ (VALLE E LEITE, 1983; MALUF et al., 1991).

Para dar continuidade a investigacdo da potencial atividade
tipo-ansiolitica do EA do pericarpo de P. edulis foi utilizado o teste da
transicdo claro-escuro. Este teste foi desenvolvido em 1980 por
CRAWLEY E GOODWIN e consiste em uma caixa contendo dois
compartimentos, um escuro ¢ um intensamente iluminado, os quais se
comunicam por meio de uma porta diviséria, tendo sido inicialmente
desenvolvido para avaliar os efeitos tipo-ansioliticos de drogas
benzodiazepinicas. O teste se baseia na aversdo inata de roedores por
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areas iluminadas e no comportamento exploratério dos animais em
ambientes novos (HASCOET et al., 2001). Os autores do trabalho inicial
relatam uma facilitagdo dose-dependente da atividade exploratdria entre
os dois compartimentos ap6és a administragdo de drogas
benzodiazepinicas (CRAWLEY E GOODWIN, 1980). Diferentes
autores afirmam que o tempo de permanéncia no compartimento claro
do modelo representa uma medida capaz de fornecer um indice seguro
de comportamento relacionado a ansiedade, enquanto que a medida do
nimero de transi¢des entre compartimentos estaria correlacionada a
atividade motora dos animais (COSTALL et al., 1988; MERLO PICH E
SAMANIN, 1989; SANCHEZ, 1996 e 1997; BOURIN E HASCOFT,
2003; SENA et al., 2003). Dados comportamentais, inclusive, sugerem
que camundongos naive preferem o compartimento escuro, onde tendem
a passar cerca de 60% do tempo (BOURIN E HASCOET, 2003).
Mesmo tendo sido inicialmente desenvolvido para avaliar os efeitos de
compostos benzodiazepinicos, diferentes trabalhos utilizam o teste da
transi¢do claro-escuro para avaliar os efeitos de compostos
serotonérgicos, como o agonista 5-HT;, buspirona (COSTALL et al.,
1988; SANCHEZ, 1995; 1996; DRINGENBERG et al., 1998; SENA et
al., 2003). No presente trabalho, as duas doses do EA do pericarpo de P.
edulis testadas aumentaram significativamente o tempo total de
permanéncia no compartimento claro do teste, de maneira semelhante ao
observado para o DZP, indicando um perfil de a¢do do tipo-ansiolitico.
No entanto, o teste da transicdo claro-escuro ¢ limitado por apresentar
resultados falso-positivos quando a droga em teste mostra atividade
sedativa ou estimulante geral, assim, drogas que afetam o
funcionamento motor geral podem afetar o desempenho dos animais na
caixa claro-escuro. Isto posto, ¢ recomendavel avaliar a influéncia da
substancia em teste sobre a atividade locomotora dos animais, a fim de
eliminar possiveis falso-positivos (BOURIN E HASCOET, 2003).
Assim, para investigar a possivel influéncia do tratamento com o EA do
pericarpo sobre o comportamento locomotor, os animais foram testados
no campo aberto imediatamente apds o teste da transi¢do claro-escuro.
Ambas as doses testadas ndo alteraram de maneira significativa os
parametros observados no campo aberto, quando comparadas ao grupo
controle, indicando que o efeito observado no teste da transicdo claro-
escuro representa realmente um efeito tipo-ansiolitico desprovido de
acdo sedativa ou estimulante geral. O efeito tipo-ansiolitico de espécies
de Passiflora, inclusive de P. edulis, ja foi bastante descrito na literatura,
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tanto em animais experimentais como na clinica. O tratamento com P.
incarnata em pacientes com transtorno de ansiedade generalizada
mostrou eficacia compardvel ao oxazepam, sem prejuizos no
desempenho profissional (AKHONDZADEH al., 2001b). O tratamento
com capsulas contendo extrato de P. incarnata também promoveu efeito
ansiolitico em pacientes, sem promover mio-relaxamento (ANSSEAU,
2004). Em animais experimentais, o tratamento com o extrato das folhas
de P. edulis promoveu aumento do tempo de permanéncia nos bragos
abertos do labirinto em cruz elevado, um dos testes mais utilizados para
avaliacdo da possivel atividade tipo-ansiolitica de compostos com perfil
de agdo desconhecida, em diferentes estudos (PETRY et al., 2001; DE-
PARIS et al., 2002; COLETA et al., 2006; REGINATTO et al., 2006;
BARBOSA et al, 2008). BARBOSA e colaboradores (2008)
demonstraram, ainda, que o efeito tipo-ansiolitico observado para as
folhas da espécie é desprovido de prejuizos em processos de memoria,
avaliado no teste da esquiva inibitoria. Além de P. edulis, outras
espécies de Passiflora também ja tiveram sua atividade tipo-ansiolitica
relatada. O tratamento com o extrato das folhas de P. alata produziu
efeitos tipo-ansioliticos em animais experimentais submetidos ao
labirinto em cruz elevado (PETRY et al., 2001; DE-PARIS et al., 2002;
REGINATTO et al., 2006; BARBOSA et al., 2008), bem como de P.
actinia (SANTOS et al., 2006; LOLLI et al., 2007) e P. quadrangularis
(CASTRO et al., 2007). Como pode ser observado, a grande maioria dos
trabalhos que relata a existéncia de um efeito tipo-ansiolitico, tanto de P.
edulis quanto de outras espécies de Passiflora, utilizaram, em suas
investigagdes, o teste do labirinto em cruz elevado. Apenas dois
trabalhos foram encontrados relatando efeitos do tipo ansiolitico
utilizando outros testes, como o teste de esconder esferas (COLETA et
al., 2006) e o teste da placa perfurada (CASTRO et al., 2007). Nosso
trabalho ¢, portanto, o primeiro a investigar o efeito tipo-ansiolitico de
espécies de Passiflora utilizando o teste da transi¢do claro-escuro, com
resultados comparaveis aos ja existentes na literatura para tais espécies.
E importante mencionar que, embora este seja o primeiro estudo sobre
os efeitos de espécies de Passiflora no teste da transi¢do claro-escuro,
outras espécies vegetais com perfil de agdo neurofarmacoldgica ja bem
esclarecido também tiveram sua atividade tipo-ansiolitica confirmada
utilizando este mesmo teste. FLAUSINO JR. e colaboradores (2002)
demonstraram o efeito tipo-ansiolitico de Hypericum perforatum,
comparavel ao efeito observado para o tratamento com lorazepam e
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bloqueado pelo antagonista benzodiazepinico flumazenil, utilizando o
teste da transi¢do claro-escuro. Resultados semelhantes foram obtidos
apos o tratamento com extratos de FErythrina mulungu, conhecida
popularmente como mulungu e nativa do sudeste brasileiro, ou com
alcaloides isolados a partir de suas flores, também utilizando o teste da
transi¢do claro-escuro (ONUSIC et al., 2003; FLAUSINO JR. et al.,
2007a; 2007b).

Apbés a confirmagdo do efeito tipo-ansiolitico do EA do
pericarpo de P. edulis no teste da transigdo claro-escuro, investigamos
sua possivel atividade tipo-antidepressiva utilizando o teste da
suspensdo pela cauda. O teste da suspensdo pela cauda € um dos testes
mais utilizados para investigagdo da potencial atividade tipo-
antidepressiva de compostos com a¢do neurofarmacoldgica. Baseia-se
na observagdo de que os roedores, apoés o comportamento inicial de
tentar ativamente escapar, desenvolvem uma postura de imobilidade
quando colocados em uma situagio de estresse inescapavel (STERU et
al., 1985; BOURIN et al., 2005; CRYAN et al., 2005). A imobilidade ¢é
interpretada como o declinio da persisténcia em tentar escapar da
situagdo estressante, através do estabelecimento de um comportamento
passivo do animal (STERU et al, 1985; CRYAN et al., 2005).
Considerando que drogas antidepressivas utilizadas na clinica
promovem e aumentam o engajamento dos animais em comportamentos
direcionados a tentativa de escape, a redugdo do tempo de imobilidade
no teste da suspensdo pela cauda tem sido interpretada como um
indicativo de atividade tipo-antidepressiva em camundongos (STERU et
al.,, 1985; BOURIN et al.,, 2005; CRYAN et al.,, 2005). Este teste
apresenta algumas vantagens quando comparado a outros testes, como
sua habilidade em detectar os efeitos de um amplo espectro de drogas
antidepressivas, independentemente de seus mecanismos de acdo, além
de seu baixo custo, sua metodologia simples e de ndo necessitar
treinamento prévio (BOURIN et al., 2005; CRYAN et al., 2005). Por
exemplo, o teste do nado for¢ado, também muito utilizado para detectar
os efeitos de drogas antidepressivas, nao tem se mostrado tdo eficaz na
detecgdo da atividade de inibidores seletivos da recaptagdo de
serotonina, embora exista certa polémica a este respeito (CRYAN et al.,
2005; JACOBSON E CRYAN, 2007). Essas vantagens tornam o teste
da suspensdo pela cauda particularmente interessante para o presente
estudo, uma vez que investigamos a atividade tipo-antidepressiva de
compostos com mecanismos de acdo desconhecidos até o momento. O
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tratamento com as duas doses do EA do pericarpo de P. edulis aumentou
significativamente a laténcia para a primeira imobilidade, além de
reduzir significativamente o tempo total de imobilidade, quando
comparadas ao grupo controle, de maneira semelhante aos efeitos
observados apos tratamento com imipramina, antidepressivo padrdo. Em
conjunto, esses dados sugerem a existéncia de um perfil de agdo do tipo-
antidepressiva para esta parte da planta. Outras espécies vegetais
amplamente utilizadas no tratamento de transtornos depressivos também
ja tiveram seus efeitos observados em animais de experimentagdo
utilizando o teste da suspensao pela cauda, como diferentes espécies do
género Hypericum (SANCHEZ-MATEO et al., 2007). Esses dados se
tornam relevantes ndo apenas em fungdo desta agdo neurofarmacologica
em si, mas, principalmente, quando se considera o fato de que, embora
exista atualmente um grande ntmero de estudos sobre os efeitos
neurofarmacolégicos de espécies do género Passiflora, tais estudos sdo
voltados a investigagdo da atividade do tipo ansiolitica, sedativa,
hipnética, anticonvulsivante, entre outros efeitos centrais. Portanto, este
trabalho representa a primeira investigagdo sobre os efeitos do tipo
antidepressivo de espécies de maracuja em modelos experimentais, 0
que torna esses resultados ainda mais interessantes.

Tendo sido caracterizada algumas atividades
neurofarmacolégicas do EA do pericarpo de P. edulis em diferentes
testes comportamentais, o proximo passo foi fracionar o EA de forma a
permitir o biomonitoramento do extrato. O procedimento de
fracionamento foi realizado pelo Laboratério de Ciéncias Farmacéuticas
do Departamento de Quimica Farmacéutica da Universidade Federal de
Santa Catarina, sob supervisao do Prof. Dr. Eloir P. Schenkel, e fez parte
da tese de doutoramento de Silvana Zucolotto Langassner. Desta forma,
0 passo seguinte foi avaliar os efeitos neurofarmacologicos da fragdo
butandlica (FB) e da fracdo aquosa residual (FAR). Para realizar o
fracionamento biomonitorado e evitar o uso de uma grande quantidade
de animais experimentais, foram escolhidos, para as investigagdes
subseqiientes, os testes comportamentais nos quais o EA do pericarpo
apresentou os efeitos mais evidentes: o teste da transi¢do claro-escuro e
o teste da suspensdo pela cauda.

No teste da transicdo claro-escuro, o tratamento com a FB do
pericarpo de P. edulis, aumentou significativamente, nas trés doses
testadas, tanto o niimero de transi¢des entre compartimentos, quanto o
tempo total de permanéncia no compartimento claro da caixa, da mesma
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maneira que o observado para o tratamento com DZP, indicando um
efeito tipo-ansiolitico desta fragdo, de forma semelhante ao que havia
sido observado no tratamento com o EA. J& o tratamento com a FAR
nao causou nenhuma alteracdo dos parametros observados, em nenhuma
das doses testadas. Embora o tratamento com a FB tenha alterado,
também, o numero de transi¢des entre os compartimentos da caixa, o
que poderia ser um indicativo de atividade estimulante geral, os dados
obtidos no teste do campo aberto eliminaram essa possibilidade, uma
vez que o tratamento com FB ndo alterou os parametros registrados
neste teste. Portanto, esses resultados sugerem a existéncia de um efeito
tipo-ansiolitico desta fracdo, desprovido de alteragdes sobre o
comportamento motor dos animais, assim como auséncia de efeitos tipo-
ansioliticos da FAR.

No teste da suspensdo pela cauda foi observado um resultado
geral semelhante ao obtido no teste da transi¢do claro-escuro. O
tratamento com a FB do pericarpo de P. edulis aumentou
significativamente a laténcia para imobilidade, além de reduzir o tempo
total de imobilidade, de maneira comparavel ao efeito da imipramina. O
tratamento com a FAR, por sua vez, ndo alterou nenhum dos parametros
registrados de maneira significativa. Esse resultado sugere a existéncia
de uma atividade tipo-antidepressiva de FB, da mesma forma que o
observado para o EA, mas ndo para a FAR.

Tomados em conjunto, os resultados do fracionamento
biomonitorado do EA do pericarpo de P. edulis, utilizando os testes da
transi¢do claro-escuro e da suspensdo pela cauda, indicam que os
compostos responsaveis pela atividade neurofarmacologica observada
para esta parte da planta estdo presentes em maior concentragdo na FB.
Assim, como parte integrante do trabalho de doutorado de Silvana
Zucolotto Langassner, e em funcdo dos resultados obtidos em nossos
experimentos, foi realizada a investigagdo fitoquimica tanto do EA
quanto da FB e da FAR obtidos a partir do pericarpo de P. edulis. Para
isso, foi realizada a andlise cromatografica das trés preparagdes
utilizando-se tanto a metodologia de cromatografia de camada delgada
(CCD), quanto de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Os
perfis cromatograficos obtidos por meio da analise das trés preparagdes
estdo representados, a titulo de informagdo, no Anexo 1.

A andlise cromatografica dos extratos evidenciou a
predomindncia de uma mistura complexa de compostos com perfil
caracteristico de flavonoides do tipo C-glicosideos. Com base nas
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caracteristicas quimicas das substincias presentes, os quatro principais
compostos foram identificados como: pice 1) vicenina-2; pico 2) 6,8-di-
C-glicosilcrisina; pico 3) spinosina; e pico 4) isoorientina. Como pode
ser observado, esses quatro compostos, classificados como flavonoides
C-glicosideos, sdo os compostos majoritarios em EA e em FB. O
fracionamento biomonitorado foi realizado de maneira eficaz, uma vez
que FB, a qual apresentou os efeitos neurofarmacoldgicos mais
relevantes, contém os compostos presentes em maiores concentragdes
quando comparada ao EA. Tanto em EA quanto em FB, o composto
isoorientina ¢ o composto majoritario. Ja a analise da FAR evidenciou
apenas a presenca de isoorientina, mas em muito menor concentragao,
ndo estando presentes os demais flavonoides observados em EA e FB.
Esses resultados sdo bastante relevantes, uma vez que, até o momento,
ndo existiam dados disponiveis na literatura a respeito da composi¢ao
fitoquimica do pericarpo da espécie. Apenas MARECK e colaboradores
(1990) relataram a presenga de flavonoides C-glicosideos no suco dos
frutos dessa espécie, bem como no suco industrializado. De maneira
interessante, esses autores observaram a predominancia da C-
glicosilflavona isoorientina em ambos os sucos analisados, in natura e
industrializado.

Ao interpretar os resultados obtidos — farmacoldgicos e
fitoquimicos — em conjunto, torna-se possivel explicar os resultados
neurofarmacologicos por nds observados. Considerando que tanto o EA
quanto a FB produziram efeitos neurofarmacoldgicos significativos e
que a FAR nio apresentou efeito relevante, surgiu a hipotese de que a
atividade observada para esta parte da planta pudesse ser produzida pela
acdo dos flavonoides ausentes na FAR, em conjunto ou isoladamente.
Embora ainda ndo exista um consenso com relacdo aos compostos
responsaveis pela atividade neurofarmacologica da espécie P. edulis,
alguns autores sugerem que flavonoides C-glicosideos possam estar
envolvidos em tal agdo. DE-PARIS e colaboradores (2002)
demonstraram uma correlagdo positiva entre o teor de flavonoides —
determinados como vitexina, isovitexina, orientina e isoorientina — € as
acles psicofarmacoloégicas do extrato das folhas de P. edulis. Além
disso, ROCHA e colaboradores (2002) sugerem que orientina e
isoorientina podem ser responsaveis pelo efeito tipo-ansiolitico da
fracdo butanodlica da espécie Cecropia glazioui, o que sugere que o0s
efeitos observados em nosso trabalho podem estar realmente
relacionados a presenca dos flavonoides identificados no pericarpo de P.
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edulis. Analisando os resultados fitoquimicos em conjunto com os
resultados farmacologicos por nds obtidos, é possivel elaborar algumas
hipoteses. Uma delas, diz respeito a qual (ou quais) dos compostos
podem ser os responsaveis pela atividade neurofarmacologica
observada. Tanto o EA quanto a FB obtidos a partir do pericarpo de P.
edulis apresentaram atividades tipo-ansiolitica ¢ antidepressiva, bem
como os mesmos compostos presentes. A FAR, por sua vez, ndo
apresentou os mesmos efeitos bioldgicos, a0 mesmo tempo em que ndo
apresentou os flavonoides vicenina-2, spinosina e 6,8-di-C-
glicosilcrisina. Essa observacgdo leva a suposi¢do de que, provavelmente,
o conjunto desses trés ultimos flavonoides poderiam ser os responsaveis
pela atividade neurofarmacologica observada, uma vez que, estando
ausentes, também estd ausente o efeito farmacoldgico. No entanto, ¢ o
flavonoide isoorientina que aparece majoritariamente nos extratos
ativos. Assim, ndo seria possivel concluir, sem experimentos adicionais,
qual desses compostos seria o provavel envolvido na atividade biologica
do pericarpo de P. edulis. Desta forma, a etapa seguinte desta tese foi
investigar a possivel ag¢do neurofarmacologica tanto da isoorientina
isolada, quanto da fragdo rica nos demais flavonoides sem a isoorientina
(FF). Foram utilizados os mesmos testes empregados na avaliacdo da FB
e da FAR: os testes da transi¢ao claro-escuro e da suspensdo pela cauda.

O tratamento por Vv.0. com isoorientina aumentou
significativamente o tempo total de permanéncia dos animais no
compartimento claro do modelo, quando comparado ao grupo controle e
de maneira semelhante ao observado para o DZP, indicando uma
atividade do tipo-ansiolitica para este flavonoide. Ja o tratamento com
FF ndo produziu nenhuma alteragdo significativa nos pardmetros
observados no teste da transi¢do claro-escuro. O efeito observado no
tratamento com a isoorientina ndo foi acompanhado por altera¢cdes no
comportamento locomotor dos animais, evidenciado pela auséncia de
efeitos nos pardmetros registrados no teste do campo aberto.

O tratamento com a isoorientina também aumentou
significativamente a laténcia para inicio da imobilidade no teste da
suspensdo pela cauda, além de reduzir de maneira significativa o tempo
total de imobilidade dos animais, de forma similar ao observado no
tratamento com imipramina. J4 o tratamento com FF se mostrou inativo
em ambos os pardmetros observados e em todas as doses testadas,
sugerindo mais uma vez que o composto responsavel pela atividade tipo
antidepressiva poderia ser a isoorientina.
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Tais resultados sdo bastante surpreendentes, considerando a
hipotese inicial de que, provavelmente, o conjunto dos flavonoides
vicenina-2, spinosina ¢ 6,8-di-C-glicosilcrisina poderiam ser os
responsaveis pela atividade bioldgica, uma vez que, ao estarem ausentes
na FAR, também estava ausente o efeito neurofarmacolégico. No
entanto, o observado nos Ultimos experimentos sugere que o responsavel
pela atividade neurofarmacolégica observada provavelmente ¢ a
isoorientina, 0 composto majoritario identificado nos extratos obtidos a
partir do pericarpo de P. edulis. Uma possivel explicagdo para a
auséncia de efeito neurofarmacologico da FAR, mesmo a isoorientina
estando presente, pode ser dada em fung@o da sua concentracdo, ou seja,
¢ provavel que ela esteja presente em quantidades insuficientes para
iniciar os efeitos biologicos observados no EA e na FB.

H4 um numero razoavel de trabalhos na literatura sobre as
propriedades neurofarmacolégicas de diferentes flavonoides, inclusive
de flavonoides identificados em espécies de Passiflora, embora os
resultados sejam contraditorios. WOLFMAN e colaboradores (1994)
investigaram o efeito neurofarmacologico da crisina, um flavonoide
encontrado em P. coerulea, e afirmam que este composto possui
atividade tipo-ansiolitica, uma vez que aumentou significativamente a
exploragdo dos bragos abertos do labirinto em cruz elevado, de maneira
semelhante ao DZP. De acordo com os autores, esse efeito foi bloqueado
pelo pré-tratamento com o antagonista especifico do sitio
benzodiazepinico de receptores GABA, Ro 15-1788, indicando que a
crisina € possivelmente um agonista parcial de receptores
benzodiazepinicos centrais. ZANOLI e colaboradores (2000)
investigaram os efeitos neurofarmacologicos de dois flavonoides,
apigenina e crisina, o primeiro isolado de Matricaria chamomilla e o
segundo de P. incarnata. Nesse trabalho, os autores relatam que ambos
0os compostos apresentaram efeito sedativo, o qual ndo parece ser
decorrente da interacio GABA-benzodiazepinica, uma vez que o pré-
tratamento com flumazenil ndo bloqueou esses efeitos. Com relagdo ao
perfil tipo-ansiolitico desses compostos, avaliado no teste da transicdo
claro-escuro, apenas a crisina apresentou este perfil de ac¢do, tendo sido
bloqueada por flumazenil, indicando que os efeitos bioldgicos poderiam
ser decorrentes da ativagdo do sitio benzodiazepinico no receptor
GABA4. Ja BROWN e colaboradores (2007) afirmam que a crisina ndo
¢ o composto ativo de P. incarnata, uma vez que ndo foi capaz de alterar
significativamente os pardmetros observados no labirinto em cruz
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elevado, embora discutam que a auséncia de efeito pode ser decorrente
da baixa dose de crisina utilizada. No entanto, esses estudos sobre as
possiveis atividades neurofarmacologicas de flavonoides presentes em
espécies vegetais psicoativas ndo dizem respeito a flavonoides do tipo
C-glicosideos, como ¢ o caso da isoorientina.

A isoorientina parece estar presente em diferentes géneros
vegetais, como Gentiana, Rumex, Swertia e Vitex (KUPELI et al., 2004).
Embora alguns estudos relacionando as propriedades bioldgicas de
algumas espécies vegetais a presencga de isoorientina estejam disponiveis
na literatura, a maioria deles sdo estudos in vitro e/ou apenas relatam a
presenca desse flavonoide no extrato vegetal investigado, sem investiga-
la isoladamente (MUN'IN et al., 2003; ORHAN et al., 2003; SEZIK et
al., 2005; PARK et al., 2007). Apenas dois trabalhos encontram-se
disponiveis a respeito da possivel atividade farmacologica do flavonodide
C-glicosideo isoorientina. Um deles (KUPELI et al., 2004) relata que a
isoorientina possui propriedades antinociceptivas e antiinflamatdrias nas
doses de 15 e 30 mg/kg, sem induzir sinais de toxicidade aguda. Embora
existam alguns trabalhos sugerindo que a isoorientina possua atividade
antioxidante in vitro (KO et al., 1998; CHEEL et al., 2005; MUN'IN et
al., 2003; KIM et al., 2006), at¢ o momento existe apenas um trabalho
na literatura a respeito da atividade neurofarmacologica deste composto,
ainda assim isolado de outra espécie vegetal, Jatropha -cilliata
(Okuyama et al., 1996), disponivel apenas em lingua japonesa e ao qual
ndo tivemos acesso. Outros trabalhos apenas sugerem que a possivel
presenga de isoorientina seja a responsavel pelas atividades
neurofarmacologicas observadas nos extratos de outras espécies vegetais
(ROCHA et al., 2002, 2007), ainda assim de forma especulativa, uma
vez que a mesma nao foi estudada isoladamente.

Considerando os fatos expostos acima, a ultima etapa desta tese
consistiu em investigar o possivel mecanismo de agdo
neurofarmacoldgica da isoorientina isolada a partir do pericarpo de P.
edulis, uma vez que este flavonoide C-glicosilado parece ser o
responsavel pelas atividades neurofarmacologicas observadas para esta
parte da planta.

Primeiramente, foi investigado o possivel envolvimento do
sistema GABA-benzodiazepinico no efeito tipo-ansiolitico da
isoorientina observado no teste da transi¢do claro-escuro, por meio do
pré-tratamento com  flumazenil, um antagonista do  sitio
benzodiazepinico do receptor GABA,. Embora o pré-tratamento com
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flumazenil tenha bloqueado o efeito ansiolitico do DZP, como era
esperado, ndo foi eficaz em bloquear o efeito da isoorientina. Esse
resultado sugere que, possivelmente, o efeito deste flavonoide ndo seja
decorrente de interagdo com vias de neurotransmissao GABA¢érgicas ou,
pelo menos, ndo com o sitio benzodiazepinico do receptor GABA .

Avaliamos, ainda, o possivel envolvimento do sistema
serotonérgico no efeito tipo-ansiolitico da isoorientina utilizando o
WAY-100635, um antagonista serotonérgico do receptor 5-HTj,, € a
buspirona como droga-padrdo O pré-tratamento com WAY-100635
bloqueou de maneira significativa o efeito da buspirona e também da
isoorientina no teste da transicdo claro-escuro. Esse resultado sugere que
a via de neurotransmissdo serotonérgica deve estar envolvida no efeito
tipo-ansiolitico da isoorientina isolada a partir do pericarpo de P. edulis.

De fato, os receptores 5-HT;, parecem desempenhar um
importante papel na mediagdo da neurotransmissdo serotonérgica no
sistema nervoso central e alteragdes em sua funcionalidade estdo
envolvidas em comportamentos relacionados a ansiedade. A buspirona e
uma série de outros ligantes estruturalmente relacionados aos receptores
5-HT 4 tém sido com frequéncia utilizados na clinica (Wheatley, 1988).
A buspirona, um agonista pleno de receptores 5-HT;5 autossomicos e
parcial de receptores 5-HT ;5 pOs-sindpticos, inibe a atividade do sistema
serotonérgico agindo sobre os autorreceptores e possui atividade tipo-
ansiolitica (SHARP et al, 1989). A droga WAY-100635, um
antagonista de receptor 5-HT;,, aumenta, portanto, a atividade do
sistema  serotonérgico via bloqueio total dos autorreceptores
somatodendriticos (COLLINSON e¢ DAWSON, 1997). Em nosso
trabalho, o pré-tratamento com WAY-100635 bloqueou o efeito da
isoorientina de maneira semelhante a buspirona, sugerindo que este
flavonoide parece estar exercendo sua atividade tipo-ansiolitica via
interagcdo com os receptores serotonérgicos do tipo 5-HT 4.

O mesmo mecanismo de agdo tem sido postulado para outras
espécies vegetais, como Cinnamomum cassia (YU et al., 2007).
Grundmann e colaboradores (2008), entretanto, afirmam que o pré-
tratamento com WAY-100635 ndo foi eficaz em bloquear a atividade
tipo-ansiolitica de P. incarnata ¢ que o flumazenil, por sua vez,
bloqueou esta atividade. A explicagdo para isso pode estar em uma
possivel diferenca de composicdo fitoquimica entre as espécies de
Passiflora, uma vez que ndo havia sido relatada, ainda, a presenca de
isoorientina neste género.
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Por fim, foi investigado o possivel envolvimento dos sistemas
serotonérgico e noradrenérgico na atividade tipo-antidepressiva da
isoorientina, utilizando a droga p-clorofenilalanina, um inibidor da
sintese de serotonina por inibir seletiva e irreversivelmente a triptofano
hidroxilase, enzima de sintese de serotonina, ¢ a droga prazosina, um
antagonista a,-adrenérgico seletivo, também no teste da suspensdo pela
cauda. O tratamento com p-clorofenilalanina bloqueou, como esperado,
o efeito antidepressivo da imipramina no teste da suspensio pela cauda,
bem como o efeito da isoorientina, indicando que o efeito tipo-
antidepressivo deste flavonoide parece ser devido a interacdo com vias
de neurotransmissdo serotonérgicas. O pré-tratamento com prazosina,
por outro lado, embora tenha bloqueado os efeitos da imipramina, nao
bloqueou o efeito da isoorientina, sugerindo que a atividade tipo-
antidepressiva desse flavonoide parece ndo envolver as vias de
neurotransmissdo noradrenérgicas.

Os dados obtidos nestes ultimos experimentos sugerem que a
atividade tipo-antidepressiva da isoorientina talvez seja mediada por
vias serotonérgicas de neurotransmissdo, de forma semelhante ao
observado para sua atividade tipo-ansiolitica. Embora ndo exista na
literatura trabalhos sobre o efeito tipo-antidepressivo da isoorientina
isolada, outros flavonoides parecem também exercer seus efeitos via
interagdo com  sistemas serotonérgicos de neurotransmissao.
MACHADO e colaboradores (2008), ao investigar os efeitos tipo-
antidepressivos da rutina, um flavonoide isolado da espécie Schinus
molle, observaram que o tratamento com tal composto promovia uma
diminui¢do do tempo de imobilidade no teste da suspensdo pela cauda,
efeito esse que foi bloqueado pelo tratamento com p-clorofenilalanina e
com AMPT (o-metil-p-tirosina), um inibidor da sintese de
noradrenalina, sugerindo o envolvimento da serotonina no efeito da
rutina. Os flavonoides totais presentes em um decocto herbal chinés, de
nome Xiabuxin-Tang, o qual ¢ muito utilizado para o tratamento da
depressdo, potencializou a resposta de imersao de cabeca induzida por 5-
hidroxitriptofano (5-HTP), um precursor metabdlico da serotonina,
mostrando o envolvimento das vias serotonérgicas nos efeitos dos
flavonoides presentes nesta preparagao (AN et al., 2008). Esses autores
mostraram ainda que estes flavonoides, cujos compostos majoritarios
foram identificados e isolados, sendo 22 compostos entre os quais se
incluem luteolina, quercetina, apigenina, isoquercitrina e a isoorientina,
promoveram a diminui¢do do tempo total de imobilidade no teste da
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suspensdo pela cauda, o qual foi bloqueado pelo pré-tratamento com p-
clorofenilalanina. SANCHEZ-MATEO e colaboradores (2007) também
afirmam que o efeito tipo-antidepressivo de uma fragdo de Hypericum
perforatum, rica em flavonoides, ¢ mediado por vias serotonérgicas de
neurotransmissdo, uma vez que o tratamento com essa fracdo
potencializou os efeitos do 5-HTP em animais experimentais. Por fim,
WANG e colaboradores (2008) mostraram que os efeitos hipno-
sedativos da espécie vegetal Zizhiphi spinozae estdo relacionados a
presenca do flavonoide C-glicosideo spinosina. O tratamento com a
spinosina aumentou o tempo e diminuiu a laténcia para o inicio do sono
induzido por barbitirico e que esse efeito foi potencializado pelo 5-HTP
e bloqueado pelo pré-tratamento com p-clorofenilalanina, sugerindo que
o efeito neurobiologico desse flavonoide ocorra em fungdo da
potencializa¢do da neurotransmissdo serotonérgica.

Atualmente, acredita-se que a neurotransmissdo serotonérgica
no sistema nervoso central esteja envolvida na patogénese e terapia da
ansiedade e da depressdo. A diminui¢ao das concentragdes cerebrais de
serotonina e de seu principal metabolito 5-HIAA sdo comumente
observadas em animais € em pacientes que vivenciam situagdes de
estresse e depressdo, sugerindo o envolvimento de uma disfun¢do no
sistema serotonérgico (RISCH E NEMEROFF, 1992; MITANI et al.,
2006). Achados clinicos mostram que muitos agentes terapéuticos
atualmente em uso aumentam a disponibilidade de serotonina, a qual
apresenta uma relagdo direta com sua atividade antidepressiva
(WILLNER, 1985; BOURIN et al., 2002; DASZUTA et al., 2005). Isso
mostra que os resultados obtidos em nosso trabalho, os quais indicam o
envolvimento do sistema serotonérgico nos efeitos tipo-ansiolitico e
antidepressivo da isoorientina isolada a partir do pericarpo de P. edulis,
estdo de acordo com as hipoteses atualmente existentes sobre a génese
da ansiedade e da depressao.

Os resultados obtidos nesta tese de doutorado mostram que o
pericarpo dos frutos de P. edulis apresenta uma relevante atividade
neurofarmacoldgica (ansiolitica e antidepressiva) em animais
experimentais e que tal atividade parece estar relacionada a presenga do
flavonoide isoorientina, a qual parece agir sobre mecanismos cerebrais
de neurotransmissdo serotonérgica. As agdes dos flavonoides sobre o
organismo humano t€m gerado inumeras investigagdes, as quais
mostram que tais compostos possuem numerosas atividades biologicas,
como atividade antioxidante, antiinflamatdria, estrogénica, antitumoral
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citotoxica, entre outras (HARBORNE E WILLIAMS, 2000).
Adicionalmente, muitos estudos t€ém sido dedicados a investigacdo da
atividade neurofarmacologica de flavonoides, embora a maioria seja
voltada a investigar as interagdes existentes entre diferentes flavonoides
e as vias de neurotransmissdo GABA¢érgicas (MARDER E PALADINI,
2002; WOLFMAN et al., 2000; ZANOLI et al., 2000). De fato, os
estudos sobre os efeitos dos flavonoides no sistema nervoso central
somente comegaram a surgir nos ultimos 20 anos, embora tenham se
intensificado apenas na ultima década (MEDINA et al., 1989; ZANOLI
et al., 2000). MEDINA e colaboradores (1989), os quais iniciaram estes
estudos, demonstraram a capacidade de alguns flavonoides de se ligar a
determinados tipos centrais de receptores GABA-benzodiazepinicos.
Somente nos ultimos anos é que os efeitos centrais de diferentes
flavonoides tém sido associados ao seu envolvimento em sistemas
cerebrais de neurotransmissao serotonérgica (YU et al., 2007; AN et al.,
2008; GRUNDMANN et al., 2008; MACHADO et al., 2008; WANG et
al., 2008) e talvez isso se deva ao fato de que durante muitos anos as
pesquisas sobre mecanismos cerebrais envolvidos em psicopatologias
estiveram mais centrados sobre eventos envolvendo o neurotransmissor
GABA, o principal neurotransmissor cerebral inibitério, enquanto os
estudos envolvendo vias de neurotransmissdo serotonérgica t€ém crescido
exponencialmente nas ultimas duas décadas (DEAKIN et al., 1992;
DAVIDSON E STANFORD, 1995; GRAEFF et al., 1996; BARNES E
SHARP, 1999; SENA et al, 2003; ANDERSON et al., 2008;
BELMAKER, 2008; CHRISTMAS et al., 2008; FONE, 2008; BARNES
et al., 2009).

Em resumo, nosso trabalho partiu da investigagdo sobre a
possivel atividade neurofarmacologica de diferentes partes da espécie P.
edulis. Os resultados indicaram que o extrato obtido a partir do
pericarpo da espécie apresentou um efeito comparativamente maior no
teste da HIE, quando comparado ao suco dos frutos e extratos das folhas
e raizes, o que nos levou a direcionar a pesquisa para suas possiveis
atividades neurobiologicas, principalmente ao considerar que se tratava
de uma parte da planta tida como residuo e desprezada na forma de lixo
industrial. Com o auxilio de testes comportamentais, observamos que o
pericarpo dos frutos de P. edulis apresentou atividade hipno-sedativa,
tipo-ansiolitica e tipo-antidepressiva e, por meio de um fracionamento
biomonitorado e de analises fitoquimicas, verificamos que os provaveis
responsaveis pela atividade bioldgica observada eram flavonoides do
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tipo C-glicosideos. Tais flavonoides foram identificados, isolados e
testados, tendo os resultados obtidos sugerido o envolvimento do
flavonoide isoorientina na a¢do neurofarmacologica observada. Com o
auxilio de antagonistas farmacologicos e inibidores de sintese,
observamos que o efeito tipo-ansiolitico da isoorientina ndo parece ser
mediado pelo sistema GABA-benzodiazepinico e, sim, por vias
serotonérgicas de neurotransmissdo. Seu efeito tipo-antidepressivo
também parece ser mediado por vias serotonérgicas e nao
noradrenérgicas. No entanto, tais resultados acerca dos mecanismos de
acdo da isoorientina sdo preliminares e refletem apenas a possibilidade
de intera¢do deste flavonoide C-glicosilado com os sistemas de
neurotransmissdo investigados e estudos mais especificos sdo
necessarios para confirmar este possivel mecanismo de agdo, além de
investigar diretamente a influéncia deste flavonoide em outros sistemas
de neurotransmissao.

Como ja mencionado anteriormente, a atividade biologica
observada e descrita nesta tese diz respeito a uma parte da planta que ¢
considerada residuo industrial e, portanto, descartada. As cerca de 300
mil toneladas de cascas dos frutos de P. edulis que sdo descartadas
anualmente, além de representar um possivel problema para os gestores
ambientais, representam um desperdicio de material que poderia ser
utilizado como matéria-prima para diferentes tipos de industria,
inclusive, ou principalmente, a farmacéutica. O descarte de uma
quantidade tdo grande de material simboliza um refor¢o a cultura do
desperdicio. Segundo diferentes autores, o Brasil é um dos paises latino-
americanos mais férteis para o cultivo do desperdicio, o qual parece
estar incorporado a cultura brasileira, ao sistema de producao e a outros
sistemas socio-econdmicos. Muitos recursos naturais e financeiros sdo
literalmente atirados na lata do lixo, sem possibilidade de
reaproveitamento, provocando perdas na economia, agravando a
condicdo ambiental e diminuindo a disponibilidade de recursos para a
populagdo (BORGES, 1991; OLIVEIRA et al., 2002). A proposta de
reaproveitamento dos residuos de certos frutos, principalmente das
cascas, como matéria-prima para a produc@o de outros produtos tem sido
uma alternativa que vem ganhando espago desde o inicio da década de
70 e ¢ considerada uma proposta plausivel e concreta, representando
uma excelente fonte de materiais considerados estratégicos para algumas
industrias brasileiras (OLIVEIRA et al., 2002). A industria farmacéutica
¢ uma dessas industrias capazes de absorver esses materiais estratégicos,
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a medida que a descoberta de potencialidades terapéuticas a partir de
residuos vegetais contribui ndo s6 para a agregagdo de valor aos seus
produtos como para a valorizag¢do da flora brasileira ¢ do conhecimento
tradicional associado.
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6. CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste trabalho permitem as seguintes
conclusdes:

O Os extratos aquosos obtidos a partir das folhas e do pericarpo dos
frutos, bem como o suco dos frutos da espécie Passiflora edulis
variedade flavicarpa, apresentam atividade neurofarmacologica,
especificamente atividade tipo-ansiolitica, observada no teste da
hipertermia induzida por estresse. Comparativamente, em termos de
eficacia de agdo, o extrato com acdo bioldgica mais proeminente parece
ser o obtido a partir do pericarpo dos frutos.

O O extrato aquoso do pericarpo dos frutos de Passiflora edulis
variedade flavicarpa apresentou efeitos tipo-ansiolitico, hipno-sedativo e
tipo-antidepressivo, sem promover alteragdes ao comportamento motor
dos animais.

O A fragdo butandlica obtida a partir do extrato aquoso do pericarpo
apresentou efeitos tipo-ansiolitico e tipo-antidepressivo, enquanto a
fragdo aquosa residual se mostrou desprovida de efeitos significativos.
Uma vez que as doses utilizadas destas fracdes foram duas vezes
menores que a utilizada para o extrato aquoso, concluimos que o
processo de fracionamento biomonitorado foi realizado com sucesso e
que os compostos envolvidos na atividade biologica observada foram
concentrados na fracdo butanolica.

O A atividade neurofarmacoldgica observada esta relacionada a
presenga de flavonoides C-glicosilados nesta fragdo, principalmente o
composto isoorientina, o qual mostrou-se neurofarmacologicamente
ativo quando testado de forma isolada, apresentando efeito tipo-
ansiolitico e tipo-antidepressivo.

O A atividade tipo-ansiolitica do flavonoide C-glicosideo isoorientina
parece envolver vias de neurotransmissdo serotonérgicas, uma vez que o
pré-tratamento com o antagonista de receptores serotonérgicos do tipo 5-
HT;» WAY-100635 bloqueou o efeito anteriormente observado. Além
disso, o efeito tipo-ansiolitico da isoorientina parece ndo ser mediado
por vias de neurotransmissdo GABAérgicas, ou pelo menos nao com o
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sitio benzodiazepinico do receptor GABA,, uma vez que o pré-
tratamento com flumazenil ndo bloqueou os efeitos anteriormente
observados.

O A atividade tipo-antidepressiva da isoorientina também parece
envolver mecanismos de neurotransmissdo serotonérgica, uma vez que o
pré-tratamento com p-clorofenilalanina, um inibidor da sintese de
serotonina, bloqueou os efeitos tipo-antidepressivos anteriormente
observados. Adicionalmente, vias de neurotransmissdo noradrenérgicas
ndo parecem estar envolvidos no efeito tipo-antidepressivo da
isoorientina, uma vez que o pré-tratamento com prazosina, um
antagonista o;-adrenérgico seletivo, ndo bloqueou tal efeito.

O Em resumo, no presente trabalho, pela primeira vez foi mostrado que
o pericarpo dos frutos de P. edulis, considerado residuo e, portanto,
descartado, apresenta significativa atividade neurofarmacolégica em
func¢do dos flavonoides C-glicosilados presentes. Além disso, também
foi mostrado pela primeira vez a atividade tipo-antidepressiva para
espécies de Passiflora, que nao havia sido relatada ainda. A atividade
neurobioldgica do pericarpo estd relacionada aos flavondides C-
glicosilados presentes, principalmente o flavonoide isoorientina, o qual
parece agir via sistema serotonérgico de neurotransmissao.
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ANEXO 1
Perfis cromatograficos obtidos por meio da analise fitoquimica do
extrato aquoso (A), da fracdo butanolica (B) e da fragdo aquosa residual
(C) obtidos a partir do pericarpo de Passiflora edulis variedade
flavicarpa.
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