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RESUMO

Fitoterdpicos sdo medicamentos obtidos empregando-se exclusivamente
derivados de droga vegetal (extrato, tintura, éleo, exsudato, e outros). E, assim como
todos os medicamentos, devem oferecer garantia de qualidade, ter efeitos terapéuticos
comprovados, composi¢do padronizada e seguranca de uso para a populacdo (Brasil,
2004). No entanto, a maior parte dos fitoterapicos utilizada atualmente por
automedicacdo ou por prescricio médica ndo apresenta perfil toxico definido,
justamente pela falta de avaliacdo em testes bioldgicos destes compostos. A exposicao
materna a Vérias substancias durante a gravidez e a lactacdo pode causar
desenvolvimento de neurotoxicidade e/ou anormalidades comportamentais nos
descendentes, que pode persistir através de toda vida desses individuos (Palermo-Neto,
1994 — AMITRAZ). Assim, analises simples de animais experimentais neonatos
oriundos de mées tratadas com fitoterapicos durante a gestacdo, mostram informacdes
sobre a toxicidade destes compostos. Os testes de avaliacdo da toxicidade reprodutiva
geralmente compreendem a exposicdo de animais sexualmente maduros antes da
concepcao, durante o desenvolvimento pré-natal e ap6s o0 nascimento e,
continuadamente até sua maturacdo sexual (Leménica, 2001). O composto escolhido
para o desenvolvimento desse projeto é o extrato das folhas da Passiflora nitida Kunth
(maracuja-do-mato ou maracuja-suspiro), que em experimentos prévios (Carvalho,
2008), produziu um efeito de alteracdo comportamental aparentemente de origem
central, dependente da dose. Porém, na literatura constam apenas dados da atividade
desse extrato sobre a agregacao plaquetaria e coagulacdo sanguinea (Carvalho, et. al.,
2010). Ndo existem estudos sobre a acdo dessa espécie vegetal no sistema nervoso
central, mas sabe-se que outras espécies do mesmo género sdo amplamente utilizadas
com comprovado efeito ansiolitico, sedativo, antiinflamat6rio, antinociceptivo,
antihipertensivo (Di Strasi, et. al., 2002; Dhawan e Sharma, 2002, 2003). Quanto as
caracteristicas fitoquimicas da Passiflora nitida, os flavonoides, cumarinas e taninos, sdo
as substancias ativas majoritarias neste extrato e, conforme descrito na literatura, sdo
compostos ativos em nivel central. A proposta deste projeto é efetuar uma avaliagédo
farmacologica dos efeitos do extrato das folhas de Passiflora nitida Kunth no
comportamento de ratos Wistar adultos que foram expostos a esse extrato durante o
periodo pré-natal. Para isso, iremos observar 0 comportamento dos ratos Wistar adultos

através da avaliacdo da atividade motora, aprendizado e memoria, ansiedade e



depressdo por meio de testes de avaliagdo comportamental (campo aberto, natacédo
forcada, ambiente enriquecido, interag@o social, esquiva discriminativa no labirinto em
cruz elevado) e identificar as possiveis alteraces comportamentais decorrentes da

exposicao ao extrato das folhas de Passiflora nitida Kunth.

Palavras- chave: Passiflora nitida Kunth; Estudos comportamentais; Ratos adultos.



ABSTRACT

Herbal Medicines are drugs obtained using only drug derived from plant (extract,
tincture, oil, exudate, and others). And, like all medicines, should provide quality
assurance, have proven therapeutic effects, standardized composition and safe usage for
the population (Brazil, 2004). However, most of the herbal medicines currently used for
self-medication or a prescription has no toxicity profile defined precisely by the lack of
biological evaluation tests of these compounds. Maternal exposure to various substances
during pregnancy and lactation can cause neurotoxicity develops and / or behavioral
abnormalities in the offspring which can persist throughout life of these individuals
(Palermo-Neto, 1994 - AMITRAZ). Therefore, simple analyzes of experimental animals
from newborns of mothers treated with herbal medicines during pregnancy, show
information about the toxicity of these compounds. The tests of reproductive toxicity
generally comprise exposure of sexually mature animals before conception, during
prenatal development and after birth, and continuously until sexual maturity (Lemonica,
2001). The compound chosen for the development of this project is the extract of leaves
of Passiflora nitida Kunth (passion fruit-eating fox or passionfruit sigh), which in
previous experiments (Carvalho, 2008), produced an effect behavioral change
apparently of central origin, dose dependent. However, the literature contained only data
from the activity of this extract on platelet aggregation and blood coagulation
(Carvalho, et. Al., 2010). There are no studies on the action of this plant species in the
central nervous system, but it is known that other species of the same genus are widely
used with proven anxiolytic, sedative, anti-inflammatory, antinociceptive,
antihypertensive (Di Strasi, et al, 2002..; Dhawan and Sharma, 2002, 2003). As for the
phytochemical characteristics of Passiflora nitida, flavonoids, coumarins and tannins,
are the majority in this extract and active substances, as described in the literature, are
active compounds at the central level. The purpose of this project is to perform a review
of the pharmacological effects of the extract of leaves of Passiflora nitida Kunth in the
behavior of adult Wistar rats that were exposed to this extract during the prenatal
period. For this, we will observe the behavior of adult Wistar rats by assessing motor
activity, learning and memory, anxiety and depression through behavioral assessment

(open field, forced swim, enriched environment, social interaction, discriminative



avoidance test in maze high cross) and identify possible behavioral changes resulting

from exposure to the extract of Passiflora nitida Kunth.

Keywords: Passiflora nitida Kunth; Behavioral studies; Adult rats
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1. INTRODUCAO

O avanco da ciéncia e tecnologia em uma determinada Regido se faz a custa
de formacdo competente de mdo de obra, incentivo a pesquisa com incremento do
fomento, politicas de fixacdo da méo de obra formada na propria Regido, dentre outras
estratégias.

Mais de 10 mil espécies de plantas da Amazobnia sdo portadoras de
principios ativos para uso medicinal, cosmético e controle bioldgico de pragas. Ao todo,
a Amazonia guarda em suas florestas um total de 33 mil espécies de plantas superiores
(Saccaro-Junior, 2011). Demonstra-se com isso que ndo basta ter uma rica
biodiversidade se a ela ndo se associar um enorme esforgo concentrado de pesquisa que
possa cobrir todos os passos da bioprospec¢édo, que vao desde o inventario biologico até
0 patenteamento e o licenciamento, passando pelas etapas especificamente laboratoriais
e 0s ensaios clinicos. A quimica andou mais rapido que a farmacologia, no sentido de
existir muitos principios ativos naturais ou sintéticos, novas moléculas prontas para
serem testadas, porem ha limitacGes de laboratérios apropriados nas Universidades
Publicas para realizacdo de testes pre-clinicos com esses compostos.

No Laboratério de Farmacologia do Departamento de Ciéncias Fisioldgicas
da Universidade Federal do Amazonas (UFAM), apesar de poucos recursos atuais, €
possivel implementarmos um nudcleo de estudos farmacologicos, visando fixar na
Regido os testes biolégicos com o0s compostos vegetais Amazodnicos, formando
parcerias com outros Departamentos dentro da propria Universidade, e em outros
Institutos do Estado ou fora dele. A efetivacdo desse Projeto ira propiciar de forma
natural a formacdo de alunos de iniciacdo cientifica e pds-graduacdo, alavancando a
producdo cientifica na UFAM, bem como gerando mdo de obra qualificada para a
Industria Farmacéutica regional e para propria Universidade. Ndo ha davidas que dentre
tantas espécies vegetais da flora Amazonica existem substancias que ainda nem foram
caracterizadas, mas que possuem um grande potencial de se tornarem medicamentos
capazes de alterar a historia terapéutica mundial. Para que essas substancias saiam da
floresta para a utilizagdo em larga escala existe um caminho extenso e arduo, mas que
deve ser iniciado o mais rapido possivel se quisermos deter o controle sobre essa
potencial biodiversidade. A capacitacdo e a formacdo de pesquisadores sdo
fundamentais neste processo e quanto mais méao de obra qualificada esse projeto puder

gerar, melhor seré o futuro da bioprospec¢do na Regido Amazonica.
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A proposta deste projeto é efetuar uma avaliacdo farmacologica dos efeitos
do extrato das folhas de Passiflora nitida Kunth no comportamento de ratos winstar
adultos, além de verificar os possiveis efeitos desse extrato na exposicao pré-natal. Para
tanto contaremos com a parceria do Dr Emerson Silva Lima (Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas - UFAM), da Dra Cinthya lamile Frithz Branddo de Oliveira
(Departamento de Ciéncias Fisioldgicas, Lab de Farmacologia - UFAM); da Dra
Rosany Piccolotto Carvalho (Departamento de Ciéncias Fisioldgicas, Lab de Fisiologia
- UFAM); bem como uma parceria ja efetivada com a Dra Valquiria A. Coronado Dorce
e Dra Ana Leonor A. Nencioni, ambas do Laboratorio de Farmacologia do Instituto
Butantan/S&o Paulo. Objetivamos também inserir nossos alunos nos centros de pesquisa
mais habilitados (Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas -UFAM, Instituto Butantan) e
que participam deste projeto, para que recebam treinamento e transmitam esse
conhecimento a todo grupo, otimizando os trabalhos do Laboratério de Farmacologia da
UFAM.

O uso de plantas medicinais durante a gestacdo ou lactacdo é também um
assunto delicado uma vez que podem causar estimulo da contracdo uterina e
consequentemente aborto ou parto prematuro; acdo sobre o sistema hormonal que
possibilite alteracbes no desenvolvimento fetal ou do sexo da crianca; acOes
mutagénicas e teratogénicas que podem levar a ma formacdo do feto (Silveira, et al,
2008). Analises simples de animais experimentais neonatos oriundos de maes tratadas
com fitoterapicos durante a gestacdo sdo indicativos sobre a toxicidade ou ndo destes
compostos. Esse estudo de avaliacdo do desenvolvimento dos animais expostos ao
extrato no periodo pré-natal serd desenvolvido em paralelo ao estudo da acéo central
desse extrato, e contara com a participacdo efetiva da Dra Valquiria e da Dra Ana
Leonor, que possuem extenso conhecimento nesta area de pesquisa, e participardo do
delineamento experimental dessa parte do projeto.

2. FUNDAMENTAGCAO TEORICA
2.1 FITOTERAPICOS

Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, fitoterapicos séo
medicamentos obtidos empregando-se exclusivamente derivados de droga vegetal

(extrato, tintura, Gleo, cera, exsudato, suco, e outros). Os fitoterapicos, assim como
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todos os medicamentos, devem oferecer garantia de qualidade, ter efeitos terapéuticos
comprovados, composi¢do padronizada e seguranca de uso para a populacéo. A eficacia
e a seguranca devem ser validadas atraves de levantamentos etnofarmacoldgicos,
documentacOes tecnocientificas em bibliografia e/ou publicagdes indexadas e/ou

estudos farmacologicos e toxicoldgicos pre-clinicos e clinicos (Brasil, 2004).

Infelizmente a maior parte dos fitoterapicos utilizada atualmente por
automedicacdo ou por prescricio médica ndo apresenta perfil toxico definido,
justamente pela falta de avaliacdo em testes bioldgicos destes compostos. A utilizacdo
inadequada de um produto, mesmo de baixa toxicidade, pode produzir problemas graves
(Silveira, et al, 2008).

As gestantes constituem o grupo populacional que culturalmente utiliza as
plantas medicinais, por acreditarem que estas ndo causam danos ao feto ou ao neonato
(Weier e Beal, 2004).

O uso de plantas medicinais durante a gestacdo ou lactacdo é também um
assunto delicado uma vez que podem causar estimulo da contragdo uterina e
consequentemente aborto ou parto prematuro; acdo sobre o sistema hormonal que
possibilite alteracbes no desenvolvimento fetal ou do sexo da crianca; acles
mutagénicas e teratogénicas que podem levar a ma formacdo do feto (Silveira, et al,
2008). Os 6rgdos sexuais e o sistema nervoso central que ainda estéo se diferenciando,
nas fases pré e pos-natal, podem ser atingidos por substancias presentes no sangue
materno através da placenta, durante a gestacdo, ou através do leite, durante a lactacéo.
(Zenick e Klegg, 1989).

Sabe-se que para 0 bom desenvolvimento de um ser vivo é necessario que se
tenha uma complexa coordenacdo de divisbes, migracGes e interacGes celulares,
regulacdo génica e diferenciacdo. Qualquer substancia que possa interferir nestes
processos pode causar malformacbes no embrido. Com isso, a preocupagdo e
investigacdo com agentes exdgenos capazes de causar mortes ou anomalias
comportamentais e estruturais no neonato, ttm aumentando. Analises simples de
animais experimentais neonatos oriundos de mées tratadas com fitoterapicos durante a
gestacdo, mostram informacdes sobre a toxicidade destes compostos. Os testes de

avaliacdo da toxicidade reprodutiva geralmente compreendem a exposi¢do de animais
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sexualmente maduros antes da concepcao, durante o desenvolvimento pré-natal e apos o

nascimento e, continuadamente até sua maturacao sexual (Leménica, 2001).
2.2 ESTUDOS PRE-NATAL, PERINATAL E VIDA ADULTA

As mudancas no sistema materno durante a gestacdo vao além de
crescimento e incluem alteraces na absorcdo, distribuicdo, metabolismo e excrecdo de
nutrientes e xenobidticos para melhor suprir e proteger o sistema em desenvolvimento
(Walton, 1992).

Durante o periodo de gestacdo 0s niveis de progesterona materno podem
estimular enzimas celulares e consequentemente, aumentar a metabolizacdo de
substancias quimicas que podem alteram sua toxicidade, aumentando-a ou diminuindo-a

dependendo do metabdlito formado (Lemonica, 1996).

Em mamiferos, a exposicdo materna a substancias toxicas pode causar
desvios comportamentais nas maes (toxicidade materna), e ttm como consequéncia,
perturbacdes no desenvolvimento da prole, mesmo que esta ndo tenha contato direto, via
placenta, com a substancia (Frankova, 1985). Outras substancias, mesmo sem alterar
aparentemente o metabolismo da mée, podem alcancar o feto e causar danos
diretamente sobre ele através de passagem pela placenta e penetracdo na circulacéo fetal
(Cruttenden, 2003).

A exposicdo a uma substancia téxica pode ocorrer durante todo o ciclo
reprodutivo nos mamiferos. Conforme o periodo do ciclo reprodutivo, a
susceptibilidade individual e entre espécies e a intensidade da exposicdo, as

conseqiiéncias podem ser bastante variadas (Lemonica, 1996).

Nos mamiferos o desenvolvimento ocorre em quatro fases: implantacéo,

organogeénese, desenvolvimento fetal e neonatal (Manson e Kang, 1989).

A fase de implantacdo comeca na fecundacdo do 6vulo e vai até o implante
do blastocisto no utero materno, nesta fase um agente toxico pode provocar

embrioletalidade, sendo bastante rara a ocorréncia de teratogénese (Bernardi, 1999).
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O periodo seguinte, organogénese, inicia-se na fase de proliferacao celular e
vai até a formacdo de o6rgdos rudimentares. O desenvolvimento embrionério é mais
sensivel aos insultos durante este periodo, durante o qual cada 6rgédo/tecido exibe um

periodo critico de maior susceptibilidade as injdrias (Walton, 1992).

Nesta fase os agentes toxicos podem levar a teratogénese caso a alteracdo
seja compativel com a vida do individuo, caso contrario, & embrioletalidade. E neste
periodo que ocorre a maioria das anomalias do desenvolvimento. Cada um dos sistemas
que compde o organismo do animal apresenta um tempo diferente de desenvolvimento e
consequentemente um periodo critico particular dentro da organogénese no qual ele é
mais susceptivel aos agentes tdxicos. (Bernardi, 1999). No desenvolvimento fetal e
neonatal os 6rgdos comecam a apresentar crescimento tecidual e maturacdo. As
anomalias neste periodo sdo mais sutis do que nas que ocorrem no periodo de

organogénese (Manson e Kang, 1989).

Vérias espécies animais apresentam, durante o periodo de desenvolvimento,
diferentes periodos criticos, porém existe em algumas delas, bastante similaridade com
0s respectivos periodos na espécie humana (Bernardi, 1999). O rato € o animal de
escolha para estes testes (OECD, 2001).

A exposi¢do materna a vérias substancias durante a gravidez e a lactacdo
pode causar desenvolvimento de neurotoxicidade e/ou anormalidades comportamentais
nos descendentes, que pode persistir através de toda vida dos desses individuos
(Palermo-Neto, 1994 — AMITRAZ).

Os ratos, ao nascer, ttm um sistema nervoso central imaturo, com deficiente
irrigacdo cerebral e auséncia de barreira hematoencefélica (Bernardi, 1999). Seu
desenvolvimento acontece no decorrer do periodo pés-natal. Qualquer influéncia que o
feto possa sofrer durante a gestacdo, desde a organogénese até a amamentacdo pode agir
sobre esse processo, podendo causar desde anomalias sutis até teratogénese. O
desenvolvimento pos-natal da atividade motora do rato compreende alguns processos
comportamentais como o desenvolvimento da postura e locomocéo quadripede, ajustes
dindmicos posturais, algumas respostas de orientacdo e de habilidade motoras
complexas. Por testes comportamentais € possivel avaliar tais pardmetros nos animais
(Dorce, 2006).
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Para um bom desenvolvimento de um ser vivo é fundamental ter uma
complexa coordenacéo de divisdes, migragoes e interacdes celulares, regulacdo génica e
diferenciacdo. Qualquer substancia que possa interferir nestes processos pode causar
malformacdes no embrido. Com isso, a preocupacdo e investigacdo com agentes
exogenos capazes de causar mortes ou anomalias comportamentais e estruturais vém

aumentando (Dorce, 2006).
2.3 Passiflora nitida Kunth

O composto escolhido para o desenvolvimento desse projeto é o extrato das
folhas da Passiflora nitida Kunth (maracuja-do-mato ou maracuja-suspiro), que em
experimentos prévios (Carvalho, 2008), produziu um efeito de alteracdo
comportamental aparentemente de origem central, dependente da dose. Porém na
literatura constam apenas dados da atividade desse extrato sobre a agregacdo plaquetaria
e coagulacdo sanguinea (Carvalho, et. al., 2010). Vaérias espécies do género Passiflora,
denominadas popularmente como maracuja, sdo empregadas extensivamente na

medicina popular em muitos paises, sob diversas formas farmacéuticas.

A Passiflora nitida cresce espontaneamente em vegetacdo secundaria, beira
de rios e estradas e seus frutos sdo consumidos in natura pela populacdo local da
Regido Amazonica (Hopkins e Souza, 1999). N&o existem estudos sobre a a¢do dessa
espécie vegetal sobre o sistema nervoso central, porém outras espécies do mesmo
género sdo amplamente utilizadas com comprovado efeito ansiolitico, sedativo,
antiinflamatério, antinociceptivo, antihipertensivo (Di Strasi, et. al., 2002; Dhawan e
Sharma, 2002, 2003).

Quanto as caracteristicas fitoquimicas da Passiflora nitida, os flavonoides,
cumarinas e taninos, sao as substancias ativas majoritarias neste extrato e, conforme
descrito na literatura, sdo compostos ativos em nivel central. Os flavondides sao
compostos de origem vegetal muito estudados e que demonstram efeitos
antimicrobiano, antiviral, antiulcerogénico, antineoplasico, antioxidante,
antihepatotdxico, antihipertensivo, hipolipidémico, antiinflamatério, antiplaquetario
(Machado, et. al., 2008).
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3. DESCRICAO METODOLOGICA

3.1 LOCAL DE REALIZACAO DA PESQUISA: A pesquisa foi
desenvolvida no Laboratorio de Farmacologia do Instituto de Ciéncias Biologicas da

Universidade Federal do Amazonas - UFAM.

3.2 SUJEITOS EXPERIMENTAIS: Os ratos adultos (machos e fémeas)
foram obtidos do cruzamento de ratos Wistar macho e fémeas, sexualmente maduros,
pesando entre 180 e 200g. Todos os animais experimentais foram mantidos em
condicBes padronizadas no biotério do Instituto de Ciéncias Biologicas - UFAM. O
trabalho foi realizado observando-se os Principios Eticos na Experimentacdo Animal do
Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal - COBEA (1991). Informo ainda que
esse projeto foi submetido & avaliagdo do Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal do Amazonas (CEP/UFAM), recebeu o Protocolo CEUA n° 004/2013 e foi

considerado aprovado.

3.3 SUBSTANCIA TESTE: Nos experimentos anteriores com a Passiflora
nitida utilizou-se extratos aquoso, etanolico e hexanico, mas o extrato hora disponivel é
hidroalcodlico. O extrato foi cedido pelo Prof. Dr. Emerson Silva Lima (que é
colaborador deste projeto), da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da UFAM, e foi
obtido em parceria com o Prof Adley Antonini Neves de Lima, da mesma Faculdade. A
dose utilizada nos tratamentos das fémeas prenhes, foi determinada em teste piloto onde
fixamos 150mg/kg. Todas as administracbes foram via oral, pois sera a via de

administracdo do fitoterapico apds liberacdo para utilizacdo clinica.

3.4 CRUZAMENTO DE ANIMAIS E DIAGNOSTICO DE PRENHEZ: As
ratas foram agrupadas em gaiolas de polietileno com tampa metalica contendo duas
fémeas cada. Um macho foi colocado no final do dia aproximadamente as 17 horas e
retirado pela manha do dia seguinte (por volta das 9:00h). As fémeas foram avaliadas
quanto a presenca de espermatozoides através de lavado vaginal. O lavado vaginal
consistiu em injecdo de 60 microlitros de solugéo salina, com ajuda de uma micropipeta,
no canal vaginal da rata e da retirada desta solugdo com esta mesma pipeta. Este liquido
foi colocado na lamina e observado ao microscépio onde se verifica a presenca de
espermatozoéides para confirmacdo do diagnostico de prenhez (dia zero de gestacdo).

Apos esta confirmacdo as fémeas foram separadas individualmente. Os machos e as
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fémeas ndo prenhes foram utilizados em novos cruzamentos. As fémeas prenhes foram
pesadas nos dias 0, 5, 10, 16 e 21 da gestacdo, para avaliacdo indireta da possivel
toxicidade materna através da evolucdo ponderal.

3.5 AVALIAQAO DO DESENVOLVIMENTO REPRODUTIVO
MATERNO: Ratas prenhes receberam tratamento com o extrato ou o veiculo de
diluicdo, via oral, agudo em dias especificos do periodo gestacional (10° e 15° dia
gestacional). As mesmas foram pesadas de trés em trés dias para avaliacdo ponderal. O
numero de filhotes nascidos vidveis foram quantificados, além da porcentagem de
machos e fémeas nascidos de cada ninhada. Foram avaliados os filhotes quanto a
presenca de anomalias fenotipicas macroscdpicas, além de serem pesados no segundo
dia de vida, para estimativa de um possivel efeito toxico do extrato. A manipulacédo dos
filhotes ocorreu sempre a partir do segundo dia de vida, para ndo ocorrer o risco de
rejeicdo dos mesmos pelas mées. Estes filhotes, com 60 dias de vida, foram utilizados

para a sequéncia de experimentos seguintes.
3.6 AVALIACAO DO DESENVOLVIMENTO COMPORTAMENTAL
a) Esquiva discriminativa no labirinto em cruz elevado

Foi utilizado um labirinto em cruz elevado modificado, feito de madeira,
contendo dois bragos fechados (50 x 15 x 40 cm) e dois bracos abertos (50 x 15 x 40
cm). Os bragos sdo dispostos perpendicularmente uns aos outros, formando uma cruz e
sdo elevados a aproximadamente 50 cm. Um dos bracgos fechados foi denominado como
ndo-aversivo. O outro brago fechado foi denominado aversivo, neste foi colocado
exatamente sobre o meio do brago uma lampada e um secador de cabelo, para produzir

o estimulo aversivo.

Na sessdo treino ou sessdo de aquisicdo, da esquiva discriminativa cada
animal foi colocado, individualmente, por 10 minutos, no centro do labirinto em cruz
elevado modificado. Toda vez que o animal entrava no braco fechado aversivo, a
situacdo aversiva era produzida até o animal deixar este braco. Este estimulo aversivo
era produzido pela lampada acesa, pelo fluxo de ar quente e do pelo barulho produzido

pelo secador. Os animais dos grupos controle e experimentais serdo observados durante
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a fase clara do ciclo de luz, entre 13:00 e 17:00 horas. Entre as observacfes de cada

rato, o labirinto era limpo com uma solucdo de dgua-alcool de 5%.

Na sessdo de teste ou sessdo de retencdo, realizada 24 horas apds o
condicionamento (sessdo treino) o animal era novamente colocado no centro do
aparelho, mas sem receber qualquer estimulacdo aversiva, porém com a lampada e o
secador, ambos desligados, ainda presente em um dos bracos fechados. Nesta sessdo

serdo utilizados os mesmos procedimentos quanto ao periodo de observacéo e limpeza.

Ao redor do aparelho de esquiva discriminativa existiam varias pistas
visuais, tais como portas, janelas, bancadas e observador, que os animais poderiam
utilizar para localizar os diferentes bragos do labirinto. Tanto na sessdo de treino como
na sessdo de teste foi quantificado o nimero de entradas e o tempo de permanéncia no

braco fechado aversivo, no braco ndo aversivo e nos bragos abertos.

O aprendizado e a memdria foram avaliados por meio da comparacéo do
tempo de permanéncia nos bragos fechados aversivos e ndo-aversivos. Ao mesmo
tempo em que o aprendizado e memoria sdo avaliados, 0 modelo de esquiva
discriminativa em labirinto em cruz elevado permite a avaliacdo de outros parametros
do comportamento animal: os niveis de ansiedade (avaliados por meio da quantificacdo
da porcentagem de tempo de permanéncia nos bragos abertos do aparelho) e a atividade
motora (avaliada por meio de nimero total de entradas nos bracos do aparelho).

b) Ambiente enriquecido em campo aberto

Este teste visou analisar a motivacgéo e o processamento de informacdes que
dizem respeito & importancia de novos estimulos.

Foi utilizado um aparelho de campo aberto, constituido de um circulo de
aproximadamente 90 cm de didmetro com paredes de aproximadamente 50 cm de
altura, recobertas por uma lona branca. O fundo da arena foi dividido em 60 quadrantes
- do quadrante 1 ao 40 foi considerado periferia e, do quadrante 41 ao 59 foi
considerado centro; no quadrante 60 foi colocado o objeto capaz de induzir o
comportamento exploratério do rato (uma prateleira plastica).

Os ratos foram colocados individualmente no canto da arena de teste,
voltados para a parede e observados por 5 minutos de teste. Foram analisados o tempo

de locomocao nos quadrantes periféricos e centrais, o tempo de contato com o objeto e a

18



emissdo de bolo fecal e urina. A elevacédo da taxa de ambulacéo, a exploracao de setores
mais centrais e a diminuicdo da frequéncia de fezes e urina tendem a indicar uma

condigé@o de menor resposta emocional de medo.

¢) Natacao Forcada

Este teste visa avaliar o comportamento depressivo em animais. Para o teste,
foi utilizado um recipiente de PVVC com aproximadamente 50cm de altura e 30cm de
diametro, preenchido com agua a uma profundidade de aproximadamente 40 cm
(evitando que os ratos tocassem no fundo) na temperatura média de 25°C. Os animais
foram colocados individualmente no interior do recipiente por 10 minutos na sesséo
treinamento. Em seguida, foram retirados, secos e aquecidos. Apds 24 horas da primeira
exposicao, os animais foram recolocados neste recipiente por 5 minutos (sesséo teste),
onde foram avaliados o comportamento de natacdo (definido como movimentos
horizontais, no qual o animal realiza movimentos circulares e cruzamentos de um
quadrante para o outro; a escala (considerada quando o animal nada ativamente tentando
fugir pela parede do recipiente; a imobilidade (verificada quando ndo existe nenhum
movimento adicional além daqueles necessarios para manter a cabeca do animal fora da
agua. A imobilidade observada na situacdo do nado forcado é considerada uma
manifestacdo equivalente ao da depressdo psiquiatrica (Porsolt et al., 1977; Michelan et
al., 2006).

Tanto na sessdo teste como na sessdo treinamento, os animais foram

acompanhados para evitar que 0 mesmo se afogasse.

Ressaltamos que todos os testes foram padronizados de acordo com a
linhagem dos animais em experimento e filmados com camera digital para posterior
analise.

3.7 ANALISE ESTATISTICA: Os dados foram analisados utilizando-se
primeiramente o teste de Bartlet para determinacdo da distribuicdo paramétrica ou nao
paramétrica. Por esta andlise os dados considerados com distribuigdo paramétrica foram

analisados utilizando o teste ANOVA.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO DOS DADOS
AVALIACAO COMPORTAMENTAL ATRAVES DO TESTE ESQUIVA
DISCRIMINATIVA NO LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO — MACHOS
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EXPERIMENTO 1: Avaliacdo da atividade locomotora em ratos adultos através do

teste de esquiva discriminativa no labirinto em cruz elevado

Tabela 1: Numero de entradas nos bracos do labirinto (machos)

NUMERO DE CONTROLE TRATADOS 10° DIA TRATADOS 15° DIA
ENTRADAS (SALINA) (150Mg/Kg) (150Mg/Kg)

Bracgo fechado 4,00 0,91 225+048 3.25+0,63

aversivo

Braco fechado nao 2,25+0,25 3,25 +0,48 400 +0,58

aversivo

Bracos abertos 2,50 +0,65 1,75+ 0,63 4 00+0,91

Os dados se referem a média =+ erro padrdao da média -Teste ANOVA

Com base na tabela 1, verificamos que houve uma diminui¢cdo na média do
numero de entradas no braco fechado aversivo quando comparamos 0s animais tratados
do 10° dia com os animais controle. No entanto, ndo houve uma diminuigdo t&o
consideravel quando comparados os animais tratados do 15° dia com os animais

controle.

Em relacdo ao nimero de entradas no brago fechado ndo aversivo, houve
um aumento significativo quando comparados, tanto os animais tratados do 10° dia

guanto os do 15° dia, com o grupo controle.

No que se refere aos bragos abertos, ocorreu uma diminuigdo no nimero de
entradas do grupo tratado 10° dia e um aumento no nimero de entradas do grupo tratado

15° dia quando comparados com o grupo controle.

No geral, pode-se afirmar que o grupo tratado 15° dia apresentou uma
atividade locomotora maior quando comparado ao grupo controle e grupo tratado 10°
dia.

EXPERIMENTO 2: Avaliacdo do aprendizado e memoria em ratos adultos através do

teste de esquiva discriminativa no labirinto em cruz elevado
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Tabela 2: Tempo de permanéncia nos bracos fechados aversivo e néo

aversivo (machos)

TEMPO DE CONTROLE TRATADOS 10° DIA TRATADOS 15° DIA
PERMANENCIA (em (SALINA) (150Mg/Kg) (150Mg/Kg)
segundos)

Bracgo fechado 4.00+0,91 500+1,78 775+155

aversivo

Braco fechado nédo 22975 +23,35 251,25+ 22 21 146,50 + 25,45

aversivo

Os dados se referem a média + erro padrdo da média -Teste ANOVA

Quando comparado o tempo de permanéncia do brago aversivo com 0 ndo
aversivo, foi observado maior tempo de permanéncia no braco aversivo em todos os
grupos. Sendo que o grupo tratado do 15° dia apresentou 0 maior tempo de permanéncia
nesse brago quando comparado aos outros grupos, indicando assim, menor aprendizado
e memoria.

No repertorio normal do comportamento de roedores, a busca por lugares
fechados e mais abrigados vem em primeiro lugar. Lugares abertos e altos, como o
braco aberto do labirinto, geram medo e ansiedade e sdo normalmente evitados. A
diminuicdo de permanéncia no braco fechado ndo aversivo pelos animais expostos a
Passiflora no 15° dia indica um comportamento menos ansioso, corroborando com o
resultado deste grupo de animais ter maior nimero de entradas nos bracos abertos, se
comparados ao grupo controle.

EXPERIMENTO 3: Avaliacdo da ansiedade em ratos adultos através do teste de

esquiva discriminativa no labirinto em cruz elevado

Tabela 3: Tempo de permanéncia nos bragos abertos (machos)

TEMPO DE CONTROLE TRATADOS 10° DIA TRATADOS 15° DIA
PERMANENCIA (em (SALINA) (150Mg/Kg) (150Mg/Kg)
segundos)

Bracos abertos 66,25 £ 23,03 43,75 + 21,39 145,75 £ 26,93

Os dados se referem a média + erro padrdo da média -Teste ANOVA

O aumento de entradas nos bragos abertos (Tabela 2) e a maior permanéncia
nestes (Tabela 3) indica um comportamento livre de medo e, consequentemente, menos
ansioso, indicando assim que a exposi¢cdo a Passiflora no 15° dia gestacional, pode ter
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ocasionado uma diminuicdo dos fatores envolvidos na génese da ansiedade; pois mesmo
sendo confrontados com uma situagdo estressante que gera medo, esses animais
demonstraram ser menos responsivos a situagdo. Contudo estes dados sdo apenas
preliminares e devem ser complementados com outros testes para que possamos
afirmar.

AVALIACAO COMPORTAMENTAL ATRAVES DO TESTE
AMBIENTE ENRIQUECIDO EM CAMPO ABERTO - MACHQOS

EXPERIMENTO 4: Avaliacdo do medo (ansiedade) em ratos adultos através do teste de

ambiente enriquecido em campo aberto

A atividade geral e a emocionalidade foram analisados com base na
locomocdo nos quadrantes periféricos (1 — 40) e centrais (41 - 59), no contato com o
objeto a ser explorado (localizado no quadrante central 60) e na frequéncia da emissédo
de fezes e urina.

Observe as tabelas 4, 5 e 6 abaixo:

Tabela 4. Tempo de locomocao no campo aberto (machos)

TEMPO DE _ CONTROLE TRATADOS 10° DIA TRATADOS 15° DIA
LOCOMOCAO (em  (SALINA) (150Mg/Kg) (150Mg/Kg)
segundos)

Periferia 159,00 + 51,00 167,50 + 24,79 149,25 + 12,33
Centro 12,25+ 4,33 19,50 £ 2,32 22,00 £4,78

Os dados se referem a média + erro padrdo da média -Teste ANOVA

Tabela 5: Tempo de contato com o objeto (machos)

CONTROLE TRATADOS 10° DIA TRATADOS 15° DIA
(SALINA) (150Mg/Kg) (150Mg/Kg)

Tempo de contato

com o objeto (em 128,75 £ 47,02 113,00 £ 26,62 128.75+9.71

segundos)

Os dados se referem a média + erro padrdo da média -Teste ANOVA
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Tabela 6: Emissdo de excrementos (machos)

EMISSAO DE CONTROLE TRATADOS 10° DIA TRATADOS 15° DIA
EXCREMENTOS (SALINA) (150Mg/Kg) (150Mg/Kg)

Bolo fecal 0,75 + 0,48 3,25 +0,75 1,25 + 0,75

Urina 3,75 + 1,49 5,75 + 1,03 2,25+ 1,32

Os dados se referem a média + erro padrdo da média -Teste ANOVA

A analise das tabelas 4, 5 e 6, nos permite afirmar que na comparacdo entre
0S grupos, o grupo tratado do 10° dia apresentou maior média do tempo de locomocao e
a exploragdo dos quadrantes mais periféricos, consequentemente menor taxa nos
quadrantes centrais, menor tempo de contato com o objeto e a maior média de emissédo
de excremento (fezes e urina), indicando para esse grupo uma condi¢cdo de maior
resposta emocional de medo. J& os animais do grupo do 15° dia apresentam uma maior
permanéncia no centro do campo aberto e se comparado aos animais controle. Quando
um roedor e colocado no centro de um campo aberto ele fica exposto a um paradigma
“explorar o novo ambiente X medo do novo”. Frente a esta situagdo normalmente os
animais exploram a arena do campo aberto tentando permanecer mais tempo na
periferia do aparelho pois se sentem mais protegidos. A exploracdo do centro do
aparelho é um indicativo de falta de medo do novo, que transportando para nds indica

um estado livre de ansiedade em humanaos.

AVALIACAO COMPORTAMENTAL ATRAVES DO TESTE
NATACAO FORCADA - MACHOS

EXPERIMENTO 5: Avaliacdo da depressdo em ratos adultos através do teste de
natacdo forcada

Tabela 7: Tempo de permanéncia em nado ou imével (machos)

TEMPO DE CONTROLE TRATADOS 10° DIA TRATADOS 15° DIA
PERMANENCIA (SALINA) (150Mg/Kg) (150Mg/Kg)
(em segundos)

Natac&o 222,50 + 28,24 239,25 + 8,46 187,25 + 14,28
Imobilidade 77,50 + 28,24 60,75 * 8,46 112,75 + 14,29

Os dados se referem a média + erro padrdo da média -Teste ANOVA
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Tabela 8: Numero de escaladas (machos)

CONTROLE TRATADOS 10° DIA TRATADOS 15° DIA
(SALINA) (150Mg/Kg) (150Mg/Kg)
Numero de escalada 31,75 * 6,33 31,50 £ 1,04 21,50 £ 2,60

Os dados se referem a média + erro padrdo da média -Teste ANOVA

O comportamento depressivo dos animais foi avaliado através do tempo de
permanéncia em natacdo ou imobilidade e através do nimero de escalada que representa
as tentativas de fuga.

As tabelas 7 e 8 mostram que dentre os grupos analisados, o grupo tratado
15° dia foi o que mais apresentou comportamento depressivo, quantificando o maior
tempo de imobilidade e o menor nimero de escaladas. A imobilidade observada na
situacdo do nado forcado é considerada uma manifestacdo equivalente ao da depressédo
psiquiatrica (Porsolt et al., 1977; Michelan et al., 2006).

O medo leva os animais a reagirem de forma mais adequada em situagdes de
perigo. A falta desta resposta emocional a uma situacdo de perigo pode ter ocasionado o
estado depressivo apresentado por esse grupo de animais, uma vez que a falta de
resposta fisioldgica ndo desencadeou o start para o animal tentar fugir da situacdo
aversiva.

O grupo tratado no 10° dia gestacional ndo apresentou alteracBes quando

comparado ao controle.

AVALIACAO COMPORTAMENTAL ATRAVES DO TESTE ESQUIVA
DISCRIMINATIVA NO LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO — FEMEAS

EXPERIMENTO 6: Avaliagdo da atividade locomotora em ratas adultas através do teste

de esquiva discriminativa no labirinto em cruz elevado
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Tabela 9: Numero de entradas nos bracos do labirinto (fémeas)

NUMERO DE CONTROLE TRATADOS 10° DIA TRATADOS 15° DIA
ENTRADAS (SALINA) (150Mg/Kg) (150Mg/Kg)

Braco fechado 225+095 1,00 £ 0,41 1,25+1,25

aversivo

Braco fechado nao 3,75+£1,25 2,50 £ 0,50 2,25+125

aversivo

Bracos abertos 3,00+ 0,71 1,75+ 0,75 1,50 £ 0,87

Os dados se referem a média + erro padrdo da média -Teste ANOVA

A tabela 9, mostra que ocorreu uma diminui¢cdo na média do numero de
entradas nos bracos fechados aversivo e ndo aversivo e abertos quando comparamos 0S
animais tratados (10° dia e 15° dia) com os animais controle. Assim, pode-se afirmar
que o0s grupos tratados apresentaram uma atividade locomotora menor quando

comparado ao grupo controle.

EXPERIMENTO 7: Avaliacdo do aprendizado, memoria e ansiedade em ratas adultas

através do teste de esquiva discriminativa no labirinto em cruz elevado

Tabela 10: Tempo de permanéncia nos bracos fechados aversivo e nao

aversivo (fémeas)

TEMPO DE CONTROLE TRATADOS 10° DIA TRATADOS 15° DIA
PERMANENCIA (SALINA) (150Mg/Kg) (150Mg/Kg)

(em segundos)

Braco fechado 475+ 1,65 1,25+0,48 1,75+1,75

aversivo

Brago fechado ndo 228,75 + 13,90 232,00 £ 15,02 267,00 £ 26,71

aversivo

Os dados se referem a média + erro padrao da média -Teste ANOVA

As ratas dos grupos expostos a Passiflora apresentaram um maior tempo de
permanéncia no braco ndo aversivo se comparadas ao grupo controle. Além disto
podemos notar também na tabela 10 que o tempo de permanencia no braco aversivo é
menor para as ratas experimentais. Evitar o brago aversivo indica aprendizado mais
eficiente e boa aquisi¢cdo de memoria.
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EXPERIMENTO 8: Avaliacdo da ansiedade em ratas adultas através do teste de esquiva

discriminativa no labirinto em cruz elevado

Tabela 11: Tempo de permanéncia nos bracos abertos (fémeas)

TEMPO DE CONTROLE TRATADOS 10° DIA TRATADOS 15° DIA
PERMANENCIA (SALINA) (150Mg/Kg) (150Mg/Kg)
(em segundos)

Bragos abertos 66,50 + 13,763 66,75 + 15,16 31,25 + 24,96

Os dados se referem a média + erro padrdo da média -Teste ANOVA

A diminuicdo do tempo de permanéncia nos bragos abertos indica um
comportamento de medo e, consequentemente, mais ansioso.

Baseado nos dados da tabela 11, verificamos que os animais tratados do 15°
dia apresentaram um tempo de permanéncia nos bracos abertos menor quando
comparado aos outros grupos, sugerindo assim, um maior grau de ansiedade. Isso pode
indicar que a exposicdo a Passiflora, pode ter ocasionado um aumento dos fatores
envolvidos na génese da ansiedade nas ratas tratadas no 15° dia gestacional; porém estes
dados sdo apenas preliminares e devem ser complementados com outros testes para que
possamos afirmar.

AVALIACAO COMPORTAMENTAL ATRAVES DO TESTE
AMBIENTE ENRIQUECIDO EM CAMPO ABERTO - FEMEAS
EXPERIMENTO 9: Avaliacdo do medo em ratas adultas através do teste de ambiente

enriquecido em campo aberto

A atividade geral e a emocionalidade foram analisadas com base na
locomocdo nos quadrantes periféricos e centrais, no contato com o objeto a ser
explorado (localizado no quadrante central 60) e na frequéncia da emissdo de fezes e

urina. Observe, abaixo, as tabelas 12,13 e 14:

Tabela 12: Tempo de locomoc¢édo no campo aberto (fémeas)

TEMPO DE LOCOMOGCAO CONTROLE TRATADOS 15° DIA
(em segundos) (SALINA) (150Mg/Kg)
Periferia 188,25 £ 46,70 108,00 + 56,37
Centro 18,50 £ 7,80 17,50 £ 5,58

Os dados se referem a média + erro padrdo da média -Teste ANOVA
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Tabela 13: Tempo de contato com o objeto (fémeas)

CONTROLE TRATADOS 15° DIA
(SALINA) (150Mg/Kg)

Tempo de contato com o

objeto (em segundos) 93,25 + 45,19 174.50 = 53,54

Os dados se referem a média + erro padrdo da média -Teste T

Tabela 14: Emissédo de excrementos (fémeas)

EMISSAO DE CONTROLE TRATADOS 15° DIA
EXCREMENTOS (SALINA) (150Mg/Kg)

Bolo fecal 2,00 £ 1,68 0,25 £ 0,25

Urina 2,00 + 1,68 0,25 0,25

Os dados se referem a média + erro padrdo da média -Teste T

De acordo com as tabelas acima, observamos que ao compararmos 0 grupo
tratado do 15° dia com o grupo controle, verificamos que o grupo tratado do 15° dia
apresentou menor média do tempo de locomocgao nos quadrantes mais periféricos, teve
maior tempo de contato com o objeto e a menor média de emissdo de excremento (fezes
e urina), indicando para esse grupo uma menor resposta emocional de medo.

Apesar de ndo haver aumento da locomogédo nos quadrantes centrais, vale
lembrar que o objeto de interacdo estava colocado no centro da arena do campo aberto.
O fato do animal passar mais tempo interagindo com o objeto significa que permaneceu
mais tempo no centro da arena. Como ja discutido anteriormente para 0s machos, a
diminuicdo da resposta emocional diante de uma situacdo que deveria gerar medo e
ansiedade implica em possiveis alteragdes na plasticidade neuronal envolvidas neste
comportamento. Contudo, apenas com estes testes preliminares ndo é possivel

determinarmos o real efeito da Passiflora na génese destas alteracées.

27



AVALIACAO COMPORTAMENTAL ATRAVES DO TESTE
NATACAO FORCADA - FEMEAS

EXPERIMENTO 10: Avaliacdo da depressdo em ratas adultas através do teste de
natacdo forcada

Tabela 15: Tempo de permanéncia em nado ou imovel (fémeas)

TEMPO DE CONTROLE TRATADOS 15° DIA
PERMANENCIA (SALINA) (150Mg/Kg)
(em segundos)

Natagéao 156,25 + 15,20 217,75 + 14,96
Imobilidade 151,75 + 15,59 82,25 + 14,96

Os dados se referem a média + erro padrdo da média -Teste T

Tabela 16: Namero de escaladas (fémeas)

CONTROLE TRATADOS 15° DIA
(SALINA) (150Mg/Kg)
NuUmero de escalada 16,25 £ 5,07 10,00 + 3,71

Os dados se referem a média + erro padrdo da média -Teste T

O comportamento depressivo dos animais foi avaliado através do tempo de
permanéncia em natacdo ou imobilidade e através do numero de escalada que representa
as tentativas de fuga.

De acordo com as tabelas 15 e 16, o grupo tratado 15° dia apresentou menor

tempo de imobilidade e menor numero de escaladas quando comparado com o grupo
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controle. Ao contrario do que ocorre com 0s machos, as fémeas do grupo do 15° dia
apresentam um comportamento de resisténcia para entrar em estado de depressdo, uma
vez que continuam nadando, mesmo tendo aprendido no treino que ndo ha fuga para a
situacdo na qual se encontram. A alteracdo que ocorre no emocional destes animais
submetidos a Passiflora durante o periodo gestacional, parece sofrer influéncia
hormonal, pois que possui respostas antagonicas para machos e fémeas no teste de
natacdo forgada.

6- CONCLUSOES

A exposicdo dos animais machos ao extrato hidroetandlico de Passiflora
nitida no 10° dia gestacional sugere um efeito de aumento da emocionalidade, que ficou
evidenciado nos testes de ambiente enriquecido em campo aberto e na esquiva
descriminativa em labirinto em cruz elevado. J& o grupo exposto ao fitoterapico no 15°
dia gestacional apresentou, nos mesmos testes, um padrdo de menor resposta as
situagdes que causam medo aos roedores, nos levando a acreditar em uma modulagéo
comportamental que permite aos animais apresentarem um comportamento menos
ansioso frente a um problema.

Quanto ao estado depressivo, 0s animais machos do grupo do 10° dia ndo
apresentaram alteracdo no teste de nado forcado, porém o grupo do 15° dia apresentou
uma tendéncia ao estado depressivo, corroborando com a falta de resposta ao medo. O
medo leva os animais a reagirem de forma mais adequada em situacbes de perigo. A
falta desta resposta emocional a uma situacdo de perigo pode ter ocasionado o estado
depressivo apresentado por esse grupo de animais.

As fémeas dos grupos experimentais apresentaram um padrdo de
comportamento diferente dos machos de mesmo tratamento, demonstrando uma
performance melhor no aprendizado e na aquisicdo de memoria, sendo menos

deprimidas e menos ansiosas.
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