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RESUMO

As espécies do género Passiflora possuem muita utilizacdo na medicina tradicional, pois
apresentam diversas aplicacGes. Inimeras espécies desse género possuem comprovacgao
cientifica de suas atividades sedativas e ansioliticas, pois apresentavam efeitos significativos
no sistema nervoso central. A espécie que mais possui estudos a respeito da sua
atividade farmacologica € a Passiflora incarnata (Pi). O objetivo deste trabalho foi avaliar a
eficacia da Pi, de fabricantes distintos, quanto ao seu efeito ansiolitico através de testes
neurocomportamentais e alteragdes morfofuncionais, além de realizar testes de controle de
qualidade microbiolégico e fisico-quimicos. Utilizou-se camundongos Swiss Webster,
machos, separados em 5 grupos experimentais (Veiculo PBS, Pi referéncia 100, 200, 400 e
800 mg/kg) para obtencdo da curva de doses, e foram realizados 0s ensaios comparativos
entre a Pi referéncia e outras 3 marcas comerciais, nas doses de 200 e 800 mg/kg. Um grupo
tratado com um produto natural ndo ansiolitico (Castanha da india) foi adicionado aos testes
como uma espécie de controle negativo. Os animais receberam 3 doses em diferentes
momentos, 1 hora antes do teste do Labirinto em Cruz Elevado (LCE), 1 hora antes do teste
Campo Vazado (CV) e 1 hora antes da eutanasia. Apés a eutanasia, amostras de sangue e
tecido cerebral foram recolhidas para anélises bioquimicas e quantificacdo da proteina BDNF
por ELISA. As amostras de medicamentos comerciais de Pi foram analisadas através de
ensaios microbioldgicos e fisico-quimicos (peso médio e cromatografia em camada delgada
(CCD)) estabalecidos pela Farmacopeia Brasileira (FB). O tratamento com Pi referéncia nas
doses de 400 e 800 mg/kg revelou um aumento significativo no tempo de permanéncia nos
bracos abertos no LCE, indicativo de uma atividade ansiolitica. No teste do CV, os animais
ndo apresentaram diferenca no numero de deslocamentos, em contrapartida, os grupos de 400
e 800 mg/kg realizaram mais head dipping em comparacdo ao grupo PBS. Comparando as
marcas comerciais com a Pi referéncia, foi possivel observar um comportamento semelhante
do grupo referéncia com as Marcas 1 e 3, apenas a Marca 2 ndo apresentou diferencas
significativas, tanto no teste LCE como no CV. Observamos diferengas significativas nos
parametros AST e Creatina Quinase entre 0s grupos experimentais na analise bioquimica, e a
maioria dos valores encontrados estava dentro da faixa de valores padrdes. Na quantificacéo
de BDNF foi possivel observar um resultado discrepante apenas para a Marca 1, indicando
que a dose de 200 mg/kg nessa marca nao €é suficiente para tratar ansiedade. Observamos um
perfil fitoquimico obtido apds CCD semelhante em todas as amostras analisadas, indicativo de

que todas as marcas apresentam as mesmas substancias quimicas que sdo responsaveis pela



acdo ansiolitica do fitoterapico. A analise do parametro fisico de peso médio demonstrou que
todas as marcas cumpriam com os limites estabelecidos pela FB. Nos ensaios microbioldgicos
observou-se crescimento bacteriano na Marca 2 (10° UFC/g), confirmada pela presenca de
Staphylococcus epidermidis. Observou-se o crescimento fingico nas Marcas 2 e 3, (102
UFC/g), e ap06s determinacdo por morfologia, detectou-se a presenca de Aspergillus sp.. Os
resultados encontrados estdo dentro dos parametros estabelecidos pela FB.

Palavras-Chave: Passiflora incarnata; Testes Neurocomportamentais; Controle de Qualidade;
Ansiedade.



ABSTRACT

The species of the genus Passiflora are widely used in traditional medicine, as they have
several applications. Numerous species of this genus have scientific evidence of their sedative
and anxiolytic activities, as they have significant effects on the central nervous system. The
species that has more studies about it is the Passiflora Incarnata (Pi). The objective of this
work is to evaluate the effectiveness of Pi, from different manufacturers, regarding its
anxiolytic effect through neurobehavioral tests and morphofunctional changes, in addition to
carrying out microbiological and physical-chemical quality control tests. Male Swiss Webster
mice were used, separated into 5 experimental groups (PBS vehicle, Pi reference 100, 200,
400 and 800 mg/kg) to obtain the dose curve, and then comparative tests between Pi reference
and 3 other commercial brands, in doses of 200 and 800 mg/kg. A group treated with a non-
anxiolytic natural product (Horse Chestnut) was added to the tests as a kind of negative
control. The animals received 3 doses at different times, 1 hour before the Elevated Plus Maze
(EPM) test, 1 hour before the Hole Board (HB) test and 1 hour before euthanasia. After
euthanasia, blood and brain tissue samples were collected for biochemical analysis and BDNF
protein quantification by ELISA. In addition, commercial Pi drug samples were analyzed
using microbiological and physicochemical assays (mean weight and thin layer
chromatography (TLC)) established by the Brazilian Pharmacopoeia (BP). Treatment with
reference Pi at doses of 400 and 800 mg/kg revealed a significant increase in the time spent in
the open arms in the EPM, indicative of anxiolytic activity. In the HB test, the animals
showed no difference in the number of displacements, on the other hand, the 400 and 800
mg/kg groups performed more head dipping compared to the PBS group. Comparing the
commercial brands with the Pi reference, it was possible to observe a similar behavior of the
reference group with Brands 1 and 3, only Brand 2 did not show significant differences, both
in the EPM test and in the HB. Again, there was no difference in the number of
displacements, however, all 800 mg/kg groups, with the exception of Brand 2, performed
more head dipping compared to the PBS group. We observed few significant differences
between the experimental groups in the biochemical analysis, and most of the values found
were within the range of standard values. In the quantification of BDNF, it was possible to
observe a discrepant result only for Brand 1, indicating that the dose of 200 mg/kg in this
brand is not enough to treat anxiety. We observed a very similar phytochemical profile
obtained after TLC in all analyzed samples, indicating that all brands present the same

chemical substances that are responsible for the anxiolytic action of the herbal medicine. The



analysis of the physical parameter of average weight showed that all brands complied with the
limits established by BP. In the microbiological assays, bacterial growth was observed at
Mark 2 (10° CFU/g), confirmed by the presence of Staphylococcus epidermidis. Added to
this, fungal growth was observed in Brands 2 and 3, (102 CFU/g), and after determination by

morphology, the presence of Aspergillus sp. was detected. The results found are within the
parameters established by BP.

Key-words: Passiflora incarnata; Neurobehavioral Tests; Quality control; Anxiety.



LISTA DE ILUSTRACOES

Quadro 1 — Defini¢des dos termos “medicamento fitoterapico” e “produto tradicional

0105221 o)1+ SRS 19
Figura 1 - P. incarnata L. Estrutura da planta, contendo flor, fruto e
TOINGS. . .o ettt bbb 22

Figura 2 — Descricdo e estrutura dos flavanoides livres que fazem parte da composicao
quimica de Passiflora iNCarNata............cccocveveeieiie i 24
Figura 3 — Esquema demonstrando o receptor especifico para ligacdo de GABA e as
consequéncias que ocorrem quando o receptor esta vazio ou ligado com GABA.................. 25
Figura 4 — Esquema demonstrando o receptor especifico de GABA ligado ao GABA e a um
benzodiazepinico simultaneamente, e as consequéncias que ocorrem quando essas duas
SUDSEANCIAS SE 11gAM @ ESSE FECEPTON......c.vieieertertisiieeete ettt sb ettt 26
Figura 5 — NUmero total de pessoas com transtorno de ansiedade em 2019, medido em todas

aS 10a0ES € M AMDOS 0S SEXOS....c.viiviiiiiiiiiieieieie sttt sttt sttt e et e e seeseesbennean 28
Figura 6 — Grafico demonstrando o aumento gradativo do nimero de pessoas com algum tipo
de transtorno de ansiedade no Brasil, no periodo de 1990 até 2019..........ccccovvririinienenieennen, 29
Figura 7 — Principais manifestacGes clinicas observadas em pacientes com algum tipo de
transtorN0 de ANSIEUAAE. .......c..iiie et steete e sre e e aneenneas 30

Figura 8 — Regibes cerebrais envolvidas no sistema de defesa e no desenvolvimento de

ANSTEUATE. ...ttt bbb bbb bR b et bbbt 31
Figura 9 — Labirinto em Cruz EIEVAdO...........cocoiiiiiiiiie s 36
Figura 10 — CampPO VAZAUO.........ceiieieieiiesie ettt 37

Figura 11 — Obtencdo da curva dose-resposta da Passiflora referéncia nas doses de 100, 200,
400 e 800 mg/kg no teste do Labirinto em Cruz Elevado............ccccooevveviiiciiccecce e 51
Figura 12 — Efeito do tratamento com Passiflora referéncia nas doses de 100, 200, 400 e 800
mg/kg na deambulacéo total dos animais (A) e na quantificacdo de head-dipping (B) no teste
(0[O @1 gT o TO I = V.2 Vo [0 SO POPR 52
Figura 13 — Efeito do tratamento com Passiflora referéncia e marcas 1, 2 e 3 de Passiflora nas
doses de 200 e 800 mg/kg no teste do Labirinto em Cruz Elevado..........ccccccevvvvervcninennnnn, 54
Figura 14 — Efeito do tratamento com Passiflora referéncia e marcas 1, 2 e 3 de Passiflora nas

doses de 200 e 800 mg/kg no teste do Campo Vazado, analisando a deambulacéo total......... 55



Figura 15 — Efeito do tratamento com Passiflora referéncia e marcas 1, 2 e 3 de Passiflora nas
doses de 200 e 800 mg/kg no teste do Campo Vazado, analisando a quantificacdo de head-

(0 ] o 1T SRS 56
Quadro 2 — Resultados obtidos po6s analise bioquimica do soro dos diferentes grupos

experimentais tratados com Passiflora referéncia nas doses de 100, 200, 400 e 800

Quadro 3 — Resultados obtidos po6s analise bioquimica do soro dos diferentes grupos

experimentais tratados com Passiflora ref e Marcas distintas nas doses de 200 e 800

Quadro 4 — Resultados obtidos po6s andlise bioquimica do soro dos diferentes grupos

experimentais tratados com Passiflora ref e Marcas distintas nas doses de 200 e 800

Figura 16 — Efeito da administracéo de Passiflora nos niveis de BDNF em amostras de tecido
(00 =10 | OSSR 62
Figura 17 — Caracterizacao do perfil fitoquimico de diferentes marcas de Passiflora incarnata
por Cromatografia em Camada Delgada, seu padrdo de corrida e suas respectivas bandas....64
Quadro 5 — Descricdo do peso de cada comprimido pesado em balanca analitica para as
diferentes marcas, seguidos dos limites superiores e inferiores permitidos............cccceevvrvennne 65
Quadro 6 — Descricdo do peso de cada comprimido pesado em balanca analitica para as
diferentes marcas, seguidos dos limites superiores e inferiores permitidos...........c.ccccccvennenne. 66
Quadro 7 — Descricdo do peso de cada comprimido pesado em balanca analitica para as
diferentes marcas, seguidos dos limites superiores e inferiores permitidos.............cccccoeerenne. 67
Quadro 8 — Descri¢do do peso de cada comprimido pesado em balanca analitica para as
diferentes marcas, seguidos dos limites superiores e inferiores permitidos...........c.cccocevveunenne. 68
Figura 18 — Crescimento de coldnias bacterianas em placas de agar TSA (A) para o
crescimento de bactérias totais e em placas de &gar salmanitol (B) para o crescimento
indicativo de StaphylOCOCCUS AUIBUS.........cc.eiviiiiriieieieiie ettt 69
Figura 19 — Testes bioquimicos para confirmacao de género e espécie do microrganismo.....70
Figura 20 — Crescimento flngico nas placas de agar Saboroud nas Marcas 2 e 3 de Passiflora

INCAINALA. ....cee e, 71



Pi

OMS
SUS

MS
CEME
SVS
ANVISA
RDC
PNPIC
RENISUS
IN
ABIFISA

LISTA DE SIGLAS

Passiflora Incarnata

Organizacdo Mundial da Saude

Sistema Unico de Sadde

Mininistério da Saude

Central de Medicamentos

Sistema de Vigilancia Sanitaria

Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria

Resolugdo da Diretoria Colegiada

Politica Nacional de Praticas Integrativas

Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS
Instrucdo Normativa
Associacao Brasileira das Empresas do Setor Fitoterapico,

Suplemento Alimentar e de Promocéo da Saude

SNC
GABA
DSM-V
BDNF
TCC
Ccv
LCE
CCD
ELISA
Ci

Sistema Nervoso Central

Acido Gama-aminoburitico

Diagnostic ans Statistical Manual of Mental Disorders
Brain-derived neurotrophic fator

Terapia cognitvo-comportamental

Campo Vazado

Labirinto em Cruz Elevado

Cromatografia em Camada Delgada

Ensaio de Imunoabsorcdo Ligado a Enzima

Castanha da india



SUMARIO

L INTRODUGAOD ..ottt sttt sttt sttt n sttt 16
1.1 Medicing TradiCIONal .........ccoocieiiiiie ettt st re et s e e saesteeseeseeaneennens 16
I (0] (=] =T o o0 LSOO E PO TSP R USSP 17
1.3 Caracteristicas gerais do género PasSiflora............ccocoviieiiiiiic i 20
1.3.1 PaSSITIOra INCAMALA..........cciiiiiiiieieieie e se e bbb snenne s 21

1.3.2 Caracteristicas farmacoldgicas e mecanismos de acdo da espécie Passiflora incarnata 23

1.4 ANSIEAAUE ...t E bRt E bt n et 26
1.4.1 DefinicOes @ EPIAeMIOIOgIA ......c.veveiiiiieiiesie e 26
1.4.2 Fisiopatologia da anSIEUAUE. .........cueviiiiiiiieic e 30
1.4.3 TEALAMEINTOS ...ttt b et b e e bt e bt n e nneenne s 32
1.5 MOdel0S EXPEFIMENTAIS .....ccviiieiiiiiie et re et be s beese e besteesrestaeeesteaneesrens 34
1.5.1 Labirinto em Cruz EIEVAUO ........c.ccoiviiiiiiiiiseee e 35
1.5.2 CaMPO VAZAUO ......eeiveeiieiiieiieeie sttt e ettt e e e et e sbeesteessesteesbesneesbeenteeneenreeneeas 36
1.6 JUSTITICALIVA . ......eveeeeee ettt bbbttt bbbt e 38
2 OBUIETIVOS ...ttt sttt ettt e sttt e b e e s e ere e teenaeere e reeneenneennn 40
2.1 ODJEUIVO GEIAL ...ttt b bbb b e ere s 40
2.2 ODJEtIVOS ESPECITICOS. ... uiiuiiiiiticie ittt r e be et e st e e ba e s besaeebesteeneeneas 40
3MATERIAIS E METODOS ..ottt eeesss s esesses s sesss s ssnessenansssssnensens 41
Bl IVIBLETTAIS .tttk e bbb bbb e bt et n s 41
3.2 Desenho EXPErIMENTA ..ot 41
3.3 FAIMACOS € DOSAGEINS .....evievieieiietesestese sttt ettt ettt b ettt bbb e e b et bttt b et nes 42
3.4 Testes NeuroCOMPOITAMENTAIS. ........cc.civeieiieieeeeie s e et sreste e s re et e beste et e sbe e e e stesteebesreenee e 43
3.4.1 Labirinto em Cruz EIBVATO ........cc.ooiiiiiiiiiee s 43
A O 1 1| O Y £ V.2 (o [0 LSS 44
3.5 COlELA TE BMOSTIAS .....eviveeeteieeeiee ettt bbb bbbttt b bbb b e et ebe e 44
351 SANQUE ..ottt bbbt n e 44
352 ENCATAIO ...t 44
KO N g F= Y TSI =TT To 11 13 ] o= USSR 45
3.7 Dosagem de ProteiNas (BCA) ...c..oc ittt sttt 45
3.8 Ensaio de imunoabsorgdo ligado @ enzima (ELISA) ... 46
3.9 Caracterizagdo Fitoquimica por Cromatografia em Camada Delgada (CCD)........ccccecveneee. 46
3.10 Determinagao d0 PeSO METIO .......cveiiiieieie ettt st ereenas 47
3.11 Ensaios de controle de qualidade microbiol0giCoS ...........ccoeiiiiiieriniiree s 47

312 ANALISE ESTALISTICA .vvvveeteeeee ettt e et e e et e e et e e ee e e e eea e e e e e e e e e eereeeeaeaeeeeenenes 48



4 RESULTADOS E DISCUSSAOQ ..ot 50

4.1 Tratamento com diferentes doses de Passiflora incarnata de referéncia e sua respectiva curva

de D0se-RESPOSTA NO LCE.......ccciiie ittt st r e e 50
4.2 O tratamento com diferentes doses de Passiflora incarnata de referéncia ndo impactou na
deambulacéo total mas aumentou os niveis de head-dipping No teste CV.........ccoceoveviciiiinennns 51
4.3 O tratamento com Passiflora Referéncia versus Marcas distintas resultou em diferencas no
comportamento dos animais submetidos a0 teste LCE ..........cccccvvveieiecieic s 53
4.4 A administracdo de Passiflora Referéncia versus Marcas distintas resultou em diferencas no
comportamento dos animais submetidos a0 teStE CV ........ccvviveieiieii i 54
4.5 O tratamento com Passiflora referéncia e seu impacto nos parametros bioquimicos ............ 57
4.6 O tratamento com Passiflora referéncia versus Marcas distintas e seu impacto nos
PArametros DIOQUITNICOS ......cviiiiiici et e r et e s te e aesreaneenrea 58
4.7 O impacto da administragédo de Passiflora nos niveis de BDNF em amostras de tecido

Lot =Y o] | PSSR 61
4.8 Caracterizacgao do perfil fitoquimico de diferentes marcas de Passiflora por Cromatografia

L O g g T (o Lo T o= Vo F- LSRR 63
4.9 Avaliagdo do parametro fisico Peso Médio para determinacéo de qualidade das amostras de
PasSiflora COMErCIAlIZATAS. ..........cciiieieeiee e et 64
4.10 Avaliacao da qualidade microbioldgica das amostras de Passiflora comercializadas .......... 68
5 CONCLUSAO........oiieiieiiie ittt 72

REFERENCIAS ..ot e e et e e et et e e et e e er et e es et e e et e e et e e s et eeeseeesareesereseaeeesann 73



16

1 INTRODUCAO

1.1 Medicina Tradicional

A utilizacdo de plantas medicinais e ervas com efeitos terapéuticos para tratar doencas
é uma prética realizada ha séculos, e tem um de seus primeiros registros datados em cerca de
2300 a.C., nas antigas civilizagdes Egipcias. Segundo relatos dos sumeérios na Mesopotamia,
foram descritas receitas com misturas de diferentes plantas para a producao de substancias
capazes de curar enfermidades prevalentes na época. De forma semelhante, os Egipcios
possuiam técnicas para embalsamar 0s mortos e preservar 0S Corpos em suas piramides com
liquidos provenientes de espécimes vegetais (Silva et al., 2017).

No cendrio nacional, a primeira descricdo sobre o uso de plantas com efeito curativo
foi realizada por Gabriel Soares de Souza, autor do Tratado Descritivo do Brasil, de 1587.
Nesse documento eram relatados os produtos medicinais usados pelos indios, que eram
denominados de “arvores e ervas da virtude”. Além disso, com a chegada dos primeiros
médicos portugueses ao territdrio nacional, os mesmos se viram obrigados a utilizar, entender
e estudar as préaticas locais, devido a escassez de medicamentos que eram utilizados na
Europa. Sendo assim, o uso de plantas medicinais no Brasil se estabeleceu principalmente
devido a cultura indigena e a cultura africana oriunda dos escravos, além do reconhecimento
dessa cultura pelos médicos portugueses, e a juncdo dessas crencas resultou em uma rica e
auténtica medicina tradicional (Crestanello Argenta et al., 2011; Silva et al., 2017). Segundo a
Organizacdo Mundial da Satide (OMS), a medicina tradicional ¢ definida como “a soma de
conhecimentos, capacidades e praticas baseadas em teorias, crengas e experiéncias de
diferentes culturas, explicaveis pelos métodos cientificos atuais ou ndo, utilizados para manter
a saude e prevenir, diagnosticar, melhorar ou tratar doengas fisicas ¢ mentais” (WHO, 2013).

Com o0 avan¢o da medicina no mundo e com o desenvolvimento da inddstria
farmacéutica, surgiram novas estratégias terapéuticas, como a utilizacdo de medicamentos
sintéticos ou semi-sintéticos, que foi sendo introduzida gradativamente na rotina da
populagdo. Apesar disso, a medicina tradicional continuou sendo uma forte vertente no
tratamento de patologias, j& que grande parte dos medicamentos industrializados ofertados
possuem valores exorbitantes e incompativeis com o or¢camento de salde de paises e de
individuos. Ademais, o0 uso de plantas medicinais traz um apelo ao desenvolvimento

sustentavel, além de contribuir na exploracdo de recursos naturais nacionais, representando
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uma importante fonte de inovacdo em salde de forma segura, eficaz e com pregos acessiveis
para todos (Hasenclever et al., 2017).

Sendo assim, tornou-se imprescindivel enxergar a importancia da medicina
tradicional e quais os beneficios e vantagens esta pratica poderia trazer para a populagédo
como um todo. Assim, com o passar do tempo, essas praticas comecaram a ser de fato
validadas, e a partir das plantas medicinais, foi criada a classe dos fitoterapicos (Falzon;
Balabanova, 2017).

1.2 Fitoterapicos

No Brasil, apenas no inicio dos anos 80, com a cria¢do do Sistema Unico de Salde
(SUS), foram sendo geradas iniciativas que englobavam os fitoterapicos. 1sso porque o pais
também vivenciava grande influéncia da OMS, que visava uma estratégia global de
desenvolvimento para a medicina tradicional, reforcando o compromisso de estimular a
implementacdo de politicas publicas a fim de inseri-las no sistema oficial de salde dos seus
191 Estados-membro, incluindo o Brasil (Brasil, 2006).

A inclusdo brasileira nas iniciativas mundiais se justifica pelo fato do pais ter a maior
diversidade vegetal do mundo, com mais de 300.000 espécies catalogadas, sendo um total
estimado na ordem de 1,8 milhdo de espécies (Jhemes et al., 2017), além de possuir um
histérico de ampla tradicdo e passagem de geracdo em geracdo da cultura da medicina
tradicional. Apesar disso, ainda sdo escassos 0s dados presentes na literatura a respeito da
acao e dos efeitos da utilizacdo de plantas no tratamento de doencas, prejudicando assim o
crescimento desse mercado e inviabilizando a incorporagdo e distribuigdo de fitoterapicos no
SUS e na Atencdo Primaria de Saude (Antonio; Tesser; Moretti-Pires, 2014). Logo, tornou-se
indispensavel o estabelecimento de instrumentos normativos pelos 6rgaos governamentais e o
estimulo a producdo de estudos cientificos para unir as instituicdes de pesquisa € 0
seguimento industrial, de modo a regulamentar e desenvolver a fitoterapia no Brasil (Brasil,
2006).

Dessa forma, foi publicada em 11 de setembro de 1981, a Portaria de n. ° 212, do
Ministério da Saude (MS), que descreve em seu escopo a importancia e urgéncia do estudo
das plantas medicinais, tratando-o como uma das prioridades de investigagéo clinica. J& em
1982, foi criado o Programa de Pesquisa de Plantas Medicinais da Central de Medicamentos
(CEME), com o objetivo de avaliar o verdadeiro teor farmacoldgico e seus efeitos a partir de

elaboracdes de espécimes vegetais de uso comum, de maneira a produzir tratamentos
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alternativos e complementares para doencas conhecidas, com fundamento cientifico, através
da utilizacdo de plantas medicinais. Esse programa foi responsavel pela pesquisa de 55
especies (Brasil, 2006; 2020).

Dentro desse contexto, todas as esferas politicas e sociais relacionadas a saude se
voltaram para legitimar os fitoterdpicos, e em 1992, o Conselho Federal de Medicina emitiu o
Parecer n° 04/92, reconhecendo a fitoterapia como método terapéutico, concluindo assim que
essa classe necessitava de uma rigorosa supervisdo do Estado por meio da Vigilancia
Sanitaria. A Secretaria de Vigilancia Sanitaria por sua vez, em janeiro de 1995, emitiu a
Portaria n® 06/SVS, que instituiu e normatizou o registro e a notificacdo de produtos
fitoterapicos junto ao Sistema de Vigilancia Sanitaria (SVS). Pouco tempo depois, a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) revoga a Portaria n°® 06/SVS e lanca a Resolucéo
da Diretoria Colegiada (RDC) n° 17 de 2000, que atualiza a regulamentacdo de registro de
medicamentos fitoterapicos e também define o medicamento fitoterapico tradicional.

Com o passar do tempo e com 0 progresso no segmento da fitoterapia, mais
inciativas publicas foram criadas. A Politica Nacional de Praticas Integrativas e
Complementares (PNPIC) estabelecida através da Portaria do MS n° 971, de 03 de maio de
2006, tinha a intencdo de ampliar as chances de tratamento aos usuarios do SUS, incluindo a
possibilidade do tratamento ser realizado com plantas medicinais, de maneira a garantir o
acesso da populacdo aos fitoterapicos, com seguranca e com qualidade certificada pela
maquina publica (Brasil, 2020). Em 2009, o MS produziu a Relacdo Nacional de Plantas
Medicinais de Interesse ao SUS (RENISUS), um documento de muita importancia no qual
estdo listadas 71 espécies vegetais de eficacia cientificamente comprovada, onde o género da
Passiflora esté incluido (Brasil, 2020).

Atualmente, segundo o MS e a legislacdo vigente, os fitoterapicos sdo denominados
como produto obtido de matéria-prima vegetal, com finalidade profilatica, curativa ou
paliativa, incluindo medicamento fitoterapico e produto tradicional fitoterapico, desde que
ndo haja substancias isoladas, podendo ser simples (quando os ativos sdo provenientes de uma
Unica espécie vegetal) ou composto (quando os ativos sdo provenientes de mais de uma
espécie vegetal) (RDC N° 26/2014). Ou seja, os fitoterapicos consistem na industrializagdo de
ervas medicinais, mas por se tratar de medicamentos industrializados, precisam passar por um
rigoroso processo de controle de qualidade, diminuindo assim a contaminacdo por outras
substancias e por microrganismos, além de possuirem uma posologia padrdo e serem
comercializados a partir da legitimagdo de suas caracteristicas perante a legislacdo em vigor

(ANVISA, 2020). E importante ressaltar a diferenca entres os termos “medicamento
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fitoterapico” e “produto tradicional fitoterapico” (descritas no Quadro 1), pois € a partir dessa

classificacdo que o produto terd seu registro e notificacbes junto a ANVISA.

Quadro 1 — Defini¢des dos termos “medicamento fitoterapico” e “produto tradicional

fitoterapico”
Medicamento Obtidos com emprego exclusivo de matérias-primas ativas
Fitoterapico vegetais cuja seguranca e eficacia sejam baseadas em

evidéncias clinicas e que sejam caracterizados pela constancia
de sua qualidade
Produto Tradicional  Obtidos com emprego exclusivo de matérias-primas ativas
Fitoterapico vegetais cuja seguranca e efetividade sejam baseadas em dados
de uso seguro e efetivo publicados na literatura técnico-
cientifica e que sejam concebidos para serem utilizados sem a
vigilancia de um médico para fins de diagndstico, de prescricdo
ou de monitorizacdo. Esses produtos ndo podem se referir a
doencas, disturbios, condi¢cbes ou acbes consideradas graves,
ndo podem conter matérias-primas em concentracdo de risco
toxico conhecido e ndo devem ser administrados pelas vias
injetavel e oftalmica.
Fonte: ANVISA, 2014.

Logo, sdo enquadrados como medicamentos fitoterapicos aqueles que passaram por
ensaios clinicos padronizados e que obtiveram resultados de seguranca e eficacia
cientificamente comprovados. Em contrapartida, os produtos tradicionais fitoterapicos sédo
autorizados para comercializacdo apds demonstracdo do uso seguro em seres humanos por um
longo periodo de tempo, determinado pela ANVISA de no minimo 30 anos. Além disso, a
Agéncia produziu ainda a Instrugdo Normativa (IN) n° 02 de 13 de maio de 2014, que contém
a “Lista de medicamentos fitoterdpicos de registro simplificado” e a “Lista de produtos
tradicionais fitoterapicos de registro simplificado”, no qual as plantas citadas podem dar
origem a medicamentos, sem a necessidade de comprovacdo adicional de eficacia e
seguranca. Portanto, para as plantas medicinais citadas na IN n°® 02/14, as industrias podem
produzir seus medicamentos e obter um registro simplificado. Esse registro simplificado
abrange inUmeras espécies brasileiras e outras plantas reconhecidas como seguras

mundialmente. Os especialistas afirmam que esses marcos regulatérios foram importantes
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para o crescimento do mercado de fitoterdpicos, além de equiparar e harmonizar as
regulamentacgdes do setor no Brasil com as legislagdes internacionais.

De acordo com a Associacdo Brasileira das Empresas do Setor Fitoterapico,
Suplemento Alimentar e de Promocdo da Saude (Abifisa), o mercado de medicamentos
fitoterapicos movimenta cerca de US$ 20 bilhdes dentre o total de US$ 320 bilhdes em
vendas anuais da industria farmacéutica, demonstrando crescente ascensdo no decorrer dos
anos. Isso revela que a populacédo esta cada vez mais adepta ao consumo de produtos naturais,
principalmente pelo interesse por mais qualidade de vida (Valécio; Lourengo, 2016).

Diante de todo o exposto, torna-se notério a importancia do segmento da fitoterapia
no ambiente nacional e internacional. Em conjunto, a ANVISA, os 6rgdos de Vigilancia
Sanitaria estaduais e municipais, e as instituicbes de pesquisa, precisam afirmar
constantemente seu objetivo em promover e preservar a salde populacional por meio da

garantia sanitéaria dos produtos fitoterapicos (Silva et al., 2017).

1.3 Caracteristicas gerais do género Passiflora

O género Passiflora pertence a familia Passifloraceae, sendo considerado uma familia
com ampla diversidade e diferentes caracteristicas morfologicas. Em 1529, exploradores
espanhois descreveram as flores do género como simbolos da “paixdo de Cristo”, e a partir
disso surgiu a palavra Passiflora, que tem origem na palavra latina “Passio” (Miroddi et al.,
2013). Sao descritas cerca de 650 espécies, além de 400 hibridos elaborados de forma
sintética (FONSECA et al., 2020), sendo no minimo 150 espécies oriundas do Brasil e pelo
menos 70 delas produzem frutos comestiveis, encontradas principalmente nas regides Sul e
Norte (CROCHEMORE et al., 2003, BARBOSA et al., 2022). As espécies mais conhecidas
sdo: P. alata L., P. edulis L. e P. incarnatana L..

Esse género costuma se desenvolver melhor em locais de clima tropical, dessa
forma, sua prevaléncia ocorre nos continentes da América, Asia e Africa (Mader et al.,
2009). Os solos arenosos ou levemente argilosos que possuem boa profundidade e drenagem
s80 0s mais propicios para o cultivo. Sendo assim, de acordo com as condigdes climaticas da
regido e do tipo de solo onde sera plantado, é possivel obter até duas safras por ano, e sabe-se
que o fruto estd adequado para consumo assim que ele se soltar da planta e cair no chao
(EMBRAPA, 2020). E importante ressaltar que o Brasil tem grande destaque na producéo
mundial de Passiflora, uma vez que é responsével pela fabricagdo anual de mais de 900

toneladas da planta (Fonseca et al., 2020).
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As espécies desse género sdo popularmente conhecidas como maracuja e/ou
“maracujazeiro”. Além do aproveitamento nutricional dos frutos, o maracuja ¢ cultivado
como planta decorativa devido suas flores e é amplamente utilizado para producdo de
cosméticos e na industria farmacéutica (Miroddi et al., 2013). Dentro da classe das
angiospermas, ndo ha outro grupo de espécies que apresente maior variacdo de cor e tamanho
das flores e enorme diversidade foliar (Barbosa, et al., 2022). A maioria das espécies sdo
trepadeiras herbaceas ou lenhosas, podendo apresentar gavinhas auxiliares ou ndo, e podem
ser encontradas nos formatos de arbusto e subarbusto. Apresentam ramos subcilindricos
angulados ou achatados e s&o consideradas hermafroditas (Bernacci, 2003).

Essas espécies vegetais também possuem muita utilizacdo na medicina tradicional,
pois apresentam caracteristicas sedativas e ansioliticas, especialmente a partir das tinturas ou
infusdes produzidas com suas folhas (Leal et al., 2016).

As diferentes espécies do género Passiflora possuem propriedades farmacolégicas
diversas e composicdo fitoquimica complexa. Segundo a literatura, extratos de Passiflora
exibem efeitos potenciais para o tratamento de insbnia, ansiedade, deficit de atencdo,
hiperatividade, tensdo muscular, hipertenséo e depressdao (Miroddi et al., 2013). Outros
estudos apontam para atividades anticonvulsionantes a partir de preparacOes obtidas das
folhas da planta (Dhawan et al., 2003, Nassiri-ASL et al., 2007). Essas propriedades
terapéuticas cientificamente comprovadas ocorrem, pois, as substancias presentes nessas
espécies, como os flavandides glicosilados, agem diretamente no Sistema Nervoso Central
(SNC), causando entdo impactos locais e sistémicos. Estudos correlacionam a agdo de
Passiflora com os efeitos causados pela classe de medicamentos dos benzodiazepinicos,
demonstrando resultados semelhantes (Barbosa et al., 2022). A espécie Passiflora incarnata
L., também conhecida como “Flor da Paixdo” ¢ a que possui maior niimero de estudos com

relacdo a sua atividade farmacoldgica e terapéutica (Fonseca et al., 2020).

1.3.1 Passiflora incarnata

A Passiflora incarnata é uma planta herbacea trepadeira perene, nativa do sul da
América do Norte, conhecida por diversos nomes, sendo 0s principais maracuja e “Flor da
Paixdo” (EMBRAPA, 2020). Foi descoberta em 1569 no Peru e introduzida na medicina em
1840 pelo Dr. L. Phares do Mississipi (EUA) (Hock, 1934).
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Pode-se encontrar cultivos de P. incarnata em diferentes estados brasileiros, que
originam matéria-prima para o uso na medicina tradicional e para a industria cosmética e
farmacéutica. A planta pode chegar até 10 metros de altura, e toda a sua estrutura pode ser
aproveitada de alguma forma (Figura 1). O fruto comestivel é rico em vitaminas A, C, Bl e
B2, além de calcio, fosforo e ferro. Ademais, as folhas e flores sdo utilizados para os fins
medicinais, uma vez que as propriedades ansioliticas, sedativas e antiespasmodicas estdo
relacionadas aos componentes presentes nestas partes aéreas da planta, como os flavanoides,

taninos, alcaloides cumarinicos, etc (Lopes et al., 2016; Fonseca et al., 2020).

Figura 1 — P. incarnata L. Estrutura da planta, contendo flor, fruto e folhas
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Fonte: http://www.swsbm.com/NGSImages/Passiflora_incarnata.jpg.

P. incarnata é a variedade mais utilizada na fitoterapia ocidental contemporanea e €
a espécie do género mais estudada, devido a sua composicdo quimica e seus efeitos
farmacologicos. A eficécia clinica de P. incarnata ja foi descrita para uma grande gama de
doencas, mas 0 uso mais comum esta associado ao tratamento de ansiedade e disturbios do
sono (Miroddi et al., 2013).
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Além disso, essa espécie vegetal estd descrita em diversas Farmacopeias do mundo,
como a Britanica, dos Estados Unidos, India, Franca, e também a da Alemanha, que é
considerado o pais com maior mercado mundial de fitoterapicos (Fonseca et al., 2020).
Apesar de estar incluida nos mais variados compéndios internacionais, P. incarnata ndo é
relatada na Farmacopeia Brasileira (6 Edicdo), apenas sdo citadas as espécies Passiflora
edulis Sims e Passiflora alata Curtis. No Brasil, 0 género Passiflora esta inserido na Relacdo
Nacional de Plantas Medicinais de Interesse do SUS (RENISUS) de 2010, onde séo
encontradas iniUmeras plantas medicinais que sao de interesse a rede publica de saude e que
podem gerar novos fitoterapicos para a populacdo. Nesse documento, a P. incarnata esta
incluida (Robre, 2015).

Portanto, fica evidente que, apesar de estar catalogada ha muito tempo e possuir
eficacia e seguranca comprovada a mais de 30 anos conforme solicitado pela ANVISA, a
espécie de P. incarnata precisa ser mais estudada para que seus mecanismos de a¢do sejam
elucidados, de forma a resultar no desenvolvimento de terapias alternativas para diversas
patologias, além de contribuir para a incorporagdo da espécie nos codigos farmacéuticos mais

importantes do pais.

1.3.2 Caracteristicas farmacoldgicas e mecanismos de acao da espécie Passiflora incarnata

A composicao fitoquimica da P. incarnata se baseia principalmente em flavonoides
C-glicosilados, como a vitexina, isovitexina, orientina, iso-orientina, dentre outros. Estas
moléculas sdo consideradas marcadores quimicos da espécie, e podem servir como parametro
para avaliar a qualidade e eficacia de fitoterapicos, permitindo ainda a determinacdo de
diferentes espécies de Passiflora, apenas pelo teor e caracteristicas dos flavanoides C-
glicosilados analisados (Fonseca et al., 2020). Ademais, os flavonoides livres também fazem
parte da composicdo da planta, como a crisina, quercetina, apigenina, etc, todos listados na
figura 2 (Dhawan et al., 2001).
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Figura 2 — Descricdo e estrutura dos flavanoides livres que fazem parte da composicdo

quimica de Passiflora incarnata

Flavonoids R1 R2 R3 R4 R5 R6
(1) Vitexin OH H H H OH Glucose
(2) Isovitexin OH H H Glucose OH H
(3) Schaftoside OH H H Glucose OH Arabinose
(4) Isoschaftoside OH H H Arabinose OH Glucose
(5) Orientin OH OH H H OH Glucose
(6) Isoorientin OH OH H Glucose OH H
(7) Swertisin OH H H Glucose OCH;, H
(8) Apigenin OH H H H OH H
(9) Luteolin OH OH H H OH H
(10) Quercetin OH OH OH H OH H
(11) Kaempferol H OH OH H OH H
(12) Chrysin H H H H OH H

Fonte: Fonseca et al., 2020.

Além dos flavonoides, os alcaloides inddlicos também sdo substancias importantes
para a acao farmacoldgica da espécie vegetal. Esses alcaloides sdo do tipo indol, baseados no
sistema de anéis de carbolina, tais como harmina, harmol, harman, harmalol e harmolina.
Todas as substancias citadas podem ser identificadas na polpa e na casca do fruto e também
nas folhas da planta (Fonseca et al., 2020).

Os constituintes ativos, responsaveis pela acdo farmacoldgica da planta, se
concentram nas partes aéreas da P. incarnata, onde sdo detectados pelo menos 1,5% de
vitexina. De forma conjunta, os flavanoides e alcaloides agem no organismo e ocasionam uma
depressdo inespecifica do SNC, resultando entdo no quadro calmante e sedante (Calmasyn,
2020).

O mecanismo de acdo da Passiflora spp. em relacdo a desordem ligada a ansiedade
ainda ndo é totalmente elucidado. Acredita-se que as substancias presentes na planta possam
estar envolvidas com a ativacdo dos receptores do acido gama-aminobutirico (GABA), um
neurotransmissor de inibi¢do associado a excitabilidade dos neurénios muito importante para
o0 equilibrio do sistema nervoso. Em situaces de homeostase, as células neuronais produtoras
de GABA sintetizam esse neurotransmissor, que de forma autdcrina, se ligam aos seus

receptores. Essa ligagdo resulta na abertura de canais idnicos que permitem a entrada de ions



25

cloreto para dentro da célula e a saida de ions potassio para fora da célula, promovendo a
hiperpolarizacdo da membrana celular. Esta cascata de eventos é responsavel por reduzir a
ansiedade (Figura 3) (Wasowski; Marder, 2012).

Figura 3 — Esquema demonstrando o receptor especifico para ligacdo de GABA e as
consequéncias que ocorrem quando o receptor esta vazio ou ligado com GABA
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I -
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1 esta fechado.

B Receptor ligado GABA a-
com GABA + o+ -, - +
(0088000l ] $000000) A ligacéo do GABA causa
( O\ 01 £ qoaNgdial abertura do canal de cloreto,
aonagnooty T boon levando & hiperpolarizagao
AAAABAAAY p BVAAR .$ _ da célula.
= @ e
Cl-

Fonte: Comunidade Sanar, 2021.

Entretanto, em situacdes de grande estresse, esse mecanismo se torna falho, e as
células gabaérgicas acabam produzindo pequenas quantidades de GABA, aumentando assim a
ansiedade (Lopes et al., 2018).

Uma das hipdteses que explica 0 mecanismo de acao da planta esta relacionada com
a atividade dos benzodiazepinicos. Essa classe de medicamentos atua no estimulo da agéo
inibitdria do receptor GABA, agindo nos neurbnios pré-sinapticos liberadores de serotonina,
noradrenalina, entre outros. So usados rotineiramente na clinica como sedativos, ansioliticos,
relaxantes musculares e para o tratamento de outras desordens neurolégicas. Os
benzodiazepinicos se ligam ao seu sitio de ligacdo no receptor GABA tipo A (GABAA), 0 que
promove a regulacdo do fluxo de cloreto através do complexo de canais idnicos, agindo no
sistema de neurotransmissdo gabaérgico de forma a facilitar a acdo do GABA e
desencadeando os efeitos inibitdrios no SNC (Leonardi, 2017). Acredita-se que as substancias
presentes na P. incarnata, também se ligam diretamente aos receptores gabaérgicos,
provocando entdo a depressdo do SNC (Wang et al., 2005). Como essa atividade ainda ndo é
bem consolidada, teorias sugerem que essas moléculas podem atuar assim como 0S
benzodiazepinicos, potencializando a liga¢do do neurotransmissor GABA produzido, ou ainda
tendo atividade do proprio GABA (Figura 4).
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Figura 4 — Esquema demonstrando o receptor especifico de GABA ligado ao GABA e a um
benzodiazepinico simultaneamente, e as consequéncias que ocorrem quando essas duas

substancias se ligam a esse receptor.
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izonte: Comunidade Sanar, 2021.

Estudos consideram os flavanoides de Passiflora como agonistas parciais dos
receptores GABAA, associando a acdo desses flavanoides com uma semelhante atuagéo do
excitador original endogeno. Elsas et al. (2010) comprovaram que um extrato de P. incarnata
estimulou canais diretos via receptor GABAa em neurdnios piramidais da regido CAl do
hipocampo. Wasowski e Marder (2012) descreveram os flavanoideis da planta como
potenciais ligantes de GABAAa, tais como a crisina e apigenina, que conseguem interagir
diretamente no sitio de ligacdo dos benzodiazepinicos nesse receptor especifico,
desencadeando respostas ansioliticas, sem gerar efeitos sedativos e relaxantes musculares.

Ensaios in vitro comprovaram que o flavanoide crisina (5,7-diidroxiflavona) possui
afinidade pelos receptores benzodiazepinicos, levando a atividades depressoras no SNC.
Todos esses achados sdo reforgados por estudos que demonstram que a pré-administracdo de
um antagonista do receptor GABAA, o flumazenil, diminui os efeitos ansioliticos provocados
pelas substancias do maracuja (WHO, 2016).

Além disso, os alcaloides pertencentes a classe das S-carbolinas presentes em P.
incarnata possuem variadas estruturas, que interagem de forma harmonica com os receptores
dos benzodiazepinicos, podendo entdo estar relacionados com as atividades ansioliticas no

organismo ap6s o tratamento com a planta (Fonseca et al., 2020).

1.4 Ansiedade

1.4.1 DefinicOes e Epidemiologia

Como citado anteriormente, a Passiflora incarnata tem sido utilizada durante muito

tempo para o tratamento de diversas patologias, sobretudo nas desordens neurologicas
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relacionadas a ansiedade, devido a suas propriedades farmacoldgicas e atividades depressoras
no SNC (Gonulalan et al., 2020).

O termo ansiedade deriva da palavra anxius, do latim, sendo caracterizado por um
estagio de inquietude e aflicdo. A palavra ansiedade é definida como “Sofrimento fisico e
psiquico; aflicdo, agonia, angustia, ansia e nervosismo, sendo um estado emocional frente a
um futuro incerto e perigoso no qual um individuo se sente impotente e indefeso” pelo
dicionario da Lingua Portuguesa - Michaelis (2023). A Associacdo Psiquiatrica Americana
(2014) define ansiedade como a antecipacdo de uma ameaca futura, um sentimento que se
distingue do medo; uma resposta emocional a uma ameaca iminente real. O Ministério da
Saude considera ansiedade como um fenémeno que ora nos beneficia ora nos prejudica, de
acordo com as circunstancias ou da intensidade, podendo tornar-se um evento patoldgico, ou
seja, prejudicial ao funcionamento psiquico e somatico. Em determinadas situacdes, a
ansiedade estimula o individuo a entrar em acéo, porém em excesso, pode deixar o individuo
paralisado, impedindo suas reacGes. A ansiedade ndo patoldgica pode ser classificada em duas
categorias: o estado de ansiedade, caracterizado por uma resposta imediata a alguma situacao
de perigo; e o traco de ansiedade, que seria uma resposta mais longa e permanente, que leva o
individuo a exibir comportamentos ansiosos aumentados ao longo do tempo (Castillo et al.,
2000; Lantyer et al., 2016; Lopes e Santos, 2018; Andrade et al., 2019).

Existe um limiar entre a ansiedade essencial para o exercicio das atividades
cotidianas e a ansiedade patologica angustiante que requer um tratamento clinico (Marc-
Antoine Crocg, 2015). Segundo associacdes de pesquisa psiquiatrica, o desenvolvimento de
transtornos de ansiedade pode estar associado aos efeitos do uso de substancias tdxicas ou de
alguma condigdo fisica pré-existente e atualmente sdo um dos tipos de transtornos mais

frequentes na populacdo mundial (Figura 5).
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Figura 5 - NUmero total de pessoas com transtorno de ansiedade em
2019, medido em todas as idades e em ambos 0s Sexos. Os
numeros tentam fornecer uma estimativa verdadeira (indo além do diagndéstico

relatado) do nimero de pessoas com transtornos de ansiedade com base em

dados médicos, epidemioldgicos, pesquisas e modelagem de meta-regressdo

Nodata O 500,000 1 million 5 million 10 million 50 million
I [— |

Source: IHME, Global Burden of Disease (2019) OurWorldInData.org/mental-health « CC BY

Fonte: https://ourworldindata.org/mental-health

Os dados publicados pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) apontam para cerca
de 18 milhGes de pessoas com transtorno de ansiedade apenas no Brasil, ocupando uma das
primeiras posi¢cbes do ranking mundial de populagdo acometida com ansiedade. Outras
entidades epidemioldgicas também mostram o crescimento dessa doenca no territorio

nacional ao longo dos anos conforme demonstrado na figura abaixo (Figura 6).
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Figura 6 — Grafico demonstrando o aumento gradativo do nimero de pessoas com algum tipo
de transtorno de ansiedade no Brasil, no periodo de 1990 até 2019
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Fonte: https://ourworldindata.org/mental-health

O Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders Edicdo 5 (DSM-V) é um
documento muito importante que classifica e descreve todos os tipos de transtornos mentais,
incluindo os transtornos de ansiedade. E a partir desse manual que houve uma padronizacio
mundial nos conceitos referentes aos distirbios neuroldgicos e é através dele que é possivel
chegar a um diagndstico preciso e correto. Os transtornos de ansiedade s&o divididos em seis
diferentes categorias, de acordo com 0s sintomas e com a intensidade do que é observado no
paciente. Transtorno de ansiedade de separacdo, transtorno de ansiedade generalizada,
mutismo seletivo, transtorno de panico e ansiedade social sdo algumas das classificagdes da
doenca incluidas no DSM-V (Castillo et al., 2000). Embora sejam classificas em seis
sindromes diferentes, todas compartilhnam caracteristicas em comum, conforme descrito na
figura 7.

E importante ressaltar que, a crise mundial sem precedentes ocasionada pela rapida
disseminacgdo do virus Sars-Cov-2 e a pandemia de Covid-19 iniciada em 2020, afetaram
diretamente a vida das pessoas. O isolamento social e as medidas de restricdo impostas pelos
governos e pela OMS, que serviram para retardar a transmissdo do virus e proteger a
populacdo mundial, também ameacaram de forma grave o bem-estar fisico e sobretudo o
emocional das comunidades. Dados da literatura demonstram que as taxas de ansiedade na
populacdo em geral aumentaram em mais de 3 vezes durante a pandemia, com tendéncias

cada vez mais altas, sugerindo um impacto substancial na saide mental dos individuos
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(Santabarbara et al., 2021). Dessa forma, o problema da ansiedade no mundo se agravou
ainda mais nos ultimos anos.

Os transtornos de ansiedade séo caracterizados por alta comorbidade, pois no geral,
estdo relacionados a outras disfuncdes neurologicas, como alteracdo de humor, mudanca de
personalidade, dentre outros. As manifestacfes clinicas podem ser observadas por meio de
sintomas fisicos, tais como falta de ar, sensacdo de aperto na regido do coracdo, enjoos,
problemas intestinais, irritabilidade, insénia, entre outras; ou ainda emocionais como por
exemplo falta de concentracdo, falha em atividades simples, esquecimento, sintomas de
nervosismo, pensamentos e preocupagdes com o futuro de modo acentuado, etc (Figura 7).
Em geral, estes sintomas acontecem em conjunto (Nardi et al., 1996). Portanto, é notério que
todos esses distlrbios geram um impacto consideravel na vida didria dos individuos

acometidos.

Figura 7 — Principais manifestacGes clinicas observadas em pacientes com algum tipo de

transtorno de ansiedade
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Fonte: https://www.amban.org.br/transtorno-de-ansiedade/

1.4.2 Fisiopatologia da ansiedade

Os sistemas cerebrais envolvidos no mecanismo de defesa que sdo constituidos por
estruturas nervosas organizadas longitudinalmente, e o sistema de inibicdo comportamental
estdo relacionados com a ansiedade. A amigdala e o cortex pré-frontal (Figura 8) sdo partes
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do SNC que compdem essa maquinaria de defesa e estdo associados aos distirbios de
ansiedade (Andrade et al., 2019).

Em situacdes de homeostase, os estimulos trazidos pelo ambiente sdo detectados
pelos sistemas sensoriais que entdo identificam sinais potencialmente perigosos e/ou
ameacadores, e em seguida, esses estimulos sdo traduzidos, desencadeando uma resposta
ansiosa, para que o individuo possa reagir a essa ameaga. A amigdala e o cortex pré-frontal,
em conjunto com outras estruturas interligadas entre si, possibilitam as interacfes dos
microcircuitos para iniciar a vigilancia e dar inicio aos comportamentos defensivos. Ou seja,
todos esses componentes sdo importantes para a interpretagdo de ameacas oriundas do meio
ambiente e para subsequente resposta produzida. Apés a resposta inicial, dependendo da
amplitude do estimulo, as ameacas sdo interpretadas e sinalizadas como dignas de uma
vigilancia maior e mais reforcada (Andrade et al., 2019; SOARES, 2017).

Figura 8 — Regides cerebrais envolvidas no sistema de defesa e no desenvolvimento de

ansiedade

Medial prefrontal cortex
Anterior cingulate cortex

Prefrontal cortex

Amygdala
Hippocampus

Fonte: https://nebula.org/blog/pt-br/e-ansiedade-genetica/

Os neurotransmissores também fazem parte desse processo e integram o conjunto do
sistema defensivo. As principais substancias envolvidas sdo a epinefrina, noradrenalina,
dopamina, serotonina, GABA e ainda peptideos que participam como liberadores de
corticotropina. A noradrenalina em especial, tem uma funcdo especifica na contengdo da
ansiedade e, em casos de queda na concentracdo dessa substancia, ocorre uma regulacéo

noradrenérgica insuficiente, o que pode ser prejudicial para o sistema como um todo. J& a
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serotonina possui uma atividade inibitoria assim como estimulatoria, tudo ir4 depender do
contexto apresentado. Quando os sistemas cerebrais de defesa séo estimulados por sinais de
perigo através da amigdala, inicia-se a ativacdo dos neurénios serotoninérgicos (Andrade et
al., 2019). O GABA por sua vez exerce uma funcéo inibitoria fundamental sobre os neurénios
serotoninérgicos. Sua principal missdo é controlar o SNC, garantindo seu funcionamento
moderado, sem que haja intercorréncias e respostas exageradas. Algumas classes de
medicamentos, como 0s benzodiazepinicos, sdo indicadas para pacientes ansiosos, pois essas
drogas atuam potencializando a acdo de GABA e mantendo o SNC em equilibrio. Hilbert e
colaboradores (2014) comprovaram que, pacientes com ansiedade apresentam uma atividade
irregular no cortéx pré-frontal e na amigdala, além de terem sinalizacGes e conexdes
anatdmicas bem reduzidas entre essas areas (Hilbert; Lueken; Beesdo-Baum, 2014).

Outras proteinas e fatores de crescimento estdo associados aos processos de
aprendizado, memoria e neuroplasticidade, e também integram o sistema de defesa e
consequentemente o desenvolvimento de respostas ansiosas, tais como as neurotrofinas. O
Fator Neurotréfico Derivado do Cérebro (BDNF — Brain-derived neurotrophic fator) é um
peptideo que integra a familia das neurotrofinas, atuando no tecido cerebral com importante
fungdo na manutencdo da homeostase, sobrevivéncia neuronal, crescimento, dentre outros. O
BDNF é produzido principalmente em regibes do cortex cerebral, hipocampo e amigdala. Sua
producdo e liberacdo pode ser afetada dependendo do estimulo e da intensidade dos estimulos
gue chegam ao SNC, como o estresse (Santos et al., 2021). Essa molécula esta intimamente
envolvida em processos de crescimento dendritico e potencializacdo da capacidade sinaptica,
mas também em estimulos a apoptose celular, atenuagdo da transmissao sinaptica e supressdo
do crescimento dendritico. Portanto, qualquer alteracdo no metabolismo de BDNF pode
causar distarbios graves no SNC. Estudos mostram a relacdo entre expressdo de BDNF e
doencas como transtorno bipolar, depressdo, esquizofrenia e ansiedade (Silveira da Luz et al.,
2013; Haghighat; Rajabi; Mohammadshahi, 2021).

1.4.3 Tratamentos

Por muito tempo o Unico tratamento disponivel para os pacientes com problemas
psiquiatricos era a internacdo em hospitais especializados e 0 uso excessivo de medicamentos.
Com o passar dos anos, foram sendo criados outros métodos e alternativas mais eficazes e
com uma abordagem psicossocial, focando no cuidado do paciente e ndo apenas no seu
tratamento (Andrade et al., 2019).
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Atualmente as possibilidades de tratamento para os individuos acometidos com
transtornos de ansiedade sdo muito variadas. Dentre as principais podemos citar a
psicoterapia, terapia de familia, terapia ocupacional realizadas em oficinas, terapia
medicamentosa, terapia cognitivo-comportamental (TCC), ou uma combinacdo de varias
terapias. O método mais utilizado costuma ser a TCC, que visa ensinar 0s pacientes a discutir
e lidar com seus pensamentos, sentimentos e comportamentos. Durante esse tratamento, o
individuo aprende a reconhecer e neutralizar os pensamentos que causam ansiedade, e ainda
descobrem como conviver, enfrentar e superar os objetos e situacdes que geram medo e estao
causando o transtorno (Nechita; Nechita; Motorga, 2018; Wolgensinger, 2015).

A terapia medicamentosa também ainda é muito utilizada, e se baseia no uso de
medicamentos que agem no SNC e nos neurotransmissores envolvidos na fisiopatologia da
ansiedade. Esses medicamentos sdo utilizados para diminuir os sintomas e manifestacdes
clinicas da ansiedade. As classes mais indicadas sdo os ansioliticos (como o0s
benzodiazepinicos), os anti-depressivos e 0s beta-bloqueadores. Em geral, os medicamentos
ansioliticos compreendem o tratamento de primeira escolha, pois eles agem rapidamente no
organismo quando comparado a outras op¢des. Contudo, 0s pacientes costumam desenvolver
tolerancia a esses medicamentos, ou seja, serdo necessarias doses cada vez maiores para
obtencdo do mesmo efeito. Ademais, 0 uso prolongado destas drogas pode culminar em
muitos efeitos colaterais, incluindo a dependéncia, sendo assim, os médicos costumam
prescrever benzodiazepinicos por curtos periodos e suspendem a medicacdo de forma lenta
para evitar os sintomas de abstinéncia (Andrade et al., 2019).

Em contrapartida, o mercado dos fitoterapicos vem crescendo e a utilizacdo de
medicamentos fitoterapicos em doencas neuroldgicas aumenta gradativamente. Estudos
demonstram que 0s compostos presentes nas plantas medicinais sdo fontes importantes de
agentes neuroprotetores contra diversas patologias do SNC, como a doenca de Alzheimer,
doenca de Parkinson, doenca de Huntington e ainda lesGes cerebrais pos infeccdo de Covid-19
(Pohl; Kong Thoo Lin, 2018; Singh et al., 2019; Safdari et al., 2021; Nawrot et al., 2022).
Além dos inumeros beneficios que as espécies vegetais podem trazer para 0 organismo, as
mesmas nao estdo relacionadas a grandes efeitos colaterais, o que torna esse tipo de
tratamento ainda mais seguro para os pacientes (Soldatelli et al., 2010), representando uma

Otima opc¢éo de escolha.
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1.5 Modelos experimentais

Modelos animais s@o cruciais para os estudos de muitas doencas humanas, incluindo
doencas neuroldgicas, como a ansiedade (Kumar; Bhat; Kumar, 2013). Esses modelos sédo
importantes para a descoberta de novos alvos terapéuticos e seus mecanismos de agéo, e sao
necessarios por causa da impossibilidade de realizar alguns procedimentos de pesquisa em
humanos, por razdes praticas e éticas (Basir et al., 2012).

No entanto, é desafiador simular as mesmas condi¢des geradas pelos transtornos de
ansiedade em humanos em muitas espécies de animais utilizados em experimentos
laboratoriais. Apesar disso, diferentes modelos animais foram desenvolvidos ao longo do
tempo, devido a importancia de estudar os mecanismos fisiopatoldgicos da ansiedade e testar
novos medicamentos para o tratamento da mesma (Kumar; Bhat; Kumar, 2013).

No campo da pesquisa da ansiedade, os modelos utilizando animais podem ser
classificados em duas categorias principais: a primeira que envolve respostas condicionadas
do animal a eventos estressantes e até dolorosos, como por exemplo exposicdo a choques
elétricos nas patas; e a segunda, baseada na etologia e reacGes naturais e espontaneas do
animal, tais como fuga e congelamento, em resposta a estimulos estressantes que ndo estdo
associados a dor ou desconforto, como por exemplo a exposi¢cdo do animal a uma caixa de
teste muito iluminada. Dessa forma, o0s testes neurocomportamentais usuais Sao
fundamentados na livre exploracdo, unindo o comportamento ndo condicionado com algum
estimulo que gera agitacdo e ansiedade no animal. SAo muitos os testes validados na literatura,
mas como principais podemos citar o campo aberto, a caixa claro-escuro, teste de Suok,
labirinto em Y e labirinto em cruz elevado (elevated plus maze - EPM) (Kalueff et al., 2007).

Sabe-se que os roedores possuem interesse automatico por ambientes novos e pela
procura de objetos, no entanto, a novidade também pode causar medo, levando entdo a
reducdo da exploracdo e/ou fuga desses animais diante de uma nova circunstancia. Alguns
medicamentos, como o0s ansioliticos e alguns fitoterapicos, conseguem reverter esse
comportamento, aumentando os niveis de exploracdo, sem causar prejuizos a respostas a
novidade (Gray, 1977). A partir desses modelos, € possivel analisar se os ansioliticos e 0s
fitoterapicos usados no tratamento da ansiedade estdo de fato cumprindo o seu papel,
reduzindo a ansiedade dos animais expostos aos artefatos experimentais. Apesar disso, 0S
testes neurocomportamentais ndao sdo usados como referéncia para determinar o controle de

qualidade de medicamentos.
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1.5.1 Labirinto em Cruz Elevado

Para o estudo sobre os transtornos de ansiedade, o labirinto em cruz elevado (LCE) €
um dos principais modelos utilizados. E muito empregado para a descoberta de novos
farmacos e para compreender melhor as caracteristicas da ansiedade, pois 0 método investiga
questBes farmacologicas, fisioldgicas e comportamentais (Morato, 2006). Foi criado na
década de 50, como uma variacdo do teste do labirinto em Y elevado, e validado pouco tempo
depois, para o estudo em ratos em 1985 e posteriormente em 1990 para estudo em
camundongos.

O teste tem como finalidade colocar o animal no labirinto que fica elevado do chéo,
contendo dois bracos abertos e dois bracos fechados por paredes (Figura 9). O animal possuli
um tempo de livre exploracdo, e entdo é avaliada a quantidade de vezes que esses animais
visitam 0s bragos e o tempo gasto tanto no brago aberto quanto no fechado. Durante sua
validacdo, foi observado que os roedores ficavam menos tempo nos bragos abertos quando
comparados ao tempo de permanéncia nos bracos fechados, e entdo surgiu a teoria de que essa
circunstancia de novidade traria respostas de curiosidade e medo, demonstradas pelo
comportamento dos animais, pela aproximacdo e/ou afastamento dos bragos abertos e
fechados (Montgomery, 1955). Isso ¢ explicado pelo evento “conflito de aproximagao-
esquiva” que ocorre com o0 animal diante de um ambiente desconhecido associado a tendéncia
natural de evitar os bragos abertos, que sdo potencialmente perigosos e conflituosos (Grossen;
Kelly, 1972). Sendo assim, em situacfes de homeostase, o animal frequenta os dois bracos,
contudo mantém-se mais tempo nos bragos fechados. O teste € avaliado de modo que quanto
maior o nivel de ansiedade do animal, menor sera o tempo de permanéncia nos bragos abertos
e a frequéncia de entradas e saidas de ambos os bracos também sera menor. Além disso,
também é possivel analisar alguns comportamentos etolégicos, como o streching (esticamento
horizontal), rearing (levantamento vertical), grooming (autolimpeza do corpo), entre outros
(Morato, 2006).
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Figura 9 — Labirinto em Cruz Elevado

3

Fonte: Acervo pessoal, 2022.

Alguns fatores podem influenciar o comportamento do animal durante o teste,
diminuindo a entrada nos bragos abertos, tais como a idade, sexo e estado nutricional. Expor o
animal mais de uma vez ao artefato pode prejudicar os resultados obtidos, e o0 horario em que
o teste é realizado também pode afetar a eficiéncia do modelo (Pellow et al., 1985; Pinto et
al., 2012). Logo, é necessario um estudo prévio para implementacdo e validacdo do teste nos
centros de pesquisa, de forma a se obter o maior rendimento deste modelo

neurocomportamental.
1.5.2 Campo Vazado

Quando animais sdo expostos a ambientes novos ou objetos desconhecidos, é normal
que eles apresentem interesse de explorar, se locomovendo em toda extensdo do novo local e
farejando os objetos disponiveis. Esse comportamento acontece porque o ato de explorar pode
trazer beneficios ao animal, como por exemplo encontrar alimento e abrigo, ou ainda ter a
oportunidade de acasalar. No entanto, 0 ambiente novo pode conter inimeros riscos para 0
roedor, como predadores e outros perigos iminentes. Quando o animal se opde a exploracao, é
sinal de que ocorre um equilibrio entre a neofilia e neofobia (Brown; Nemes, 2008).

Por esses e outros motivos, 0 comportamento exploratério dos roedores gera muito

interesse de estudo entre as mais variadas areas da farmacologia experimental. So muitos o0s
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modelos experimentais que avaliam a exploracéo e a busca por novidade dos roedores, entre
eles, podemos destacar o Campo Vazado (Hole-Board). Esse teste foi realizado pela primeira
vez em 1962 por Boissier e Simon, com o objetivo de avaliar o resultado da exposi¢do do
animal a um ambiente novo. O teste analisa essencialmente a atividade locomotora do animal,
e consegue ainda avaliar a tendencia natural do roedor a neofilia, que é caracterizada pela
busca por novidades (Nolan et al., 1973).

O Campo Vazado (CV) (Figura 10) consiste em uma arena fechada preenchida por
orificios, no qual o animal pode mergulhar sua cabeca, tipificando o comportamento
denominado de head-dipping. A quantidade de vezes e o0 tempo da imersdo da cabeca
compreendem medidas de neofilia que ndo sdo dependentes da atividade locomotora do
roedor. O teste serve ainda para avaliar outros parametros, como numeros de rearings,
grooming, streching, numero de pellets fecais, nimero de vezes em que 0s animais se mantém
nas bordas e nimero de quadrantes percorridos. Os elevados graus de head- dipping e de
quadrantes percorridos sdo indicativos de neofilia, enquanto que a diminuicdo da neofilia
pode ser interpretada como alto estado de ansiedade no animal (File; Wardill, 1975; Brown;
Nemes, 2008).

Figura 10 — Campo Vazado

Fte:eropesoal 022.
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1.6 Justificativa

A ansiedade é responsavel por acometer mais de 18 milhdes de pessoas atualmente
no Brasil, deixando o pais ocupar um dos primeiros lugares do ranking mundial do nimero de
pessoas que sofrem com transtornos mentais no mundo inteiro. As manifestacGes clinicas
observadas nos pacientes afetam atividades diérias, estando associadas a diminui¢do da
qualidade de vida e da capacidade de trabalho. Além disso, os medicamentos utilizados para o
tratamento da doenca estdo relacionados com muitos efeitos colaterais, sendo o mais
preocupante deles, a dependéncia. Estes dados refletem a auséncia de outras opcbes de
terapias eficientes para a ansiedade. Sem uma melhora na estratégia de tratamento estes
nimeros tendem a aumentar devido a atual situacdo da sociedade como um todo,
principalmente num cenario pos-pandemia de Covid-19.

A medicina tradicional sempre foi muito utilizada e respeitada pela populacgao, e com
seu crescimento ao longo dos anos, foi criada a classe dos fitoterapicos, que consistem em
medicamentos feitos a base de plantas e ervas com efeitos medicinais, que passaram por um
processo rigoroso de controle de qualidade e que precisam estar de acordo com a legislacéo
vigente. O género Passiflora possui atividade ansiolitica e sedativa comprovada, e a espécie
Passiflora incarnata tem sido utilizada na producdo de fitoterdpicos para o tratamento de
transtornos de ansiedade. Os mecanismos de acdo da Passiflora ainda ndo sé@o bem
compreendidos, mas sabe-se que 0s componentes quimicos da espécie vegetal atuam
diretamente no SNC de modo semelhante ao neurotransmissor GABA, causando efeitos
depressores e mantendo o sistema em homeostase. Sendo assim, é indispensavel a realizagédo
de estudos que visem o melhor entendimento das fun¢des dos compostos de P. incarnata, de
modo a subsidiar o desenvolvimento dessa nova abordagem terapéutica mais eficaz e segura
para estas condicdes patologicas frequentes.

No presente trabalho utilizamos diferentes marcas comerciais de Passiflora
incarnata, avaliando seu efeito ansiolitico através de testes neurocomportamentais, com o
intuito de utilizar esses testes como uma ferramenta de controle de qualidade para esta classe
de medicamentos. Sabe-se que existe uma lacuna na literatura e na legislagdo vigente,
sobretudo no Brasil, a respeito da espécie de Passiflora incarnata e métodos para avaliar a
qualidade, eficacia e seguranga dos medicamentos que a possuem em sua composicao. Apesar
de serem comercializados, em sua maioria, como produtos tradicionais fitoterapicos, e,
portanto, ndo necessitarem de evidéncias clinicas para comprovar sua seguranca e eficécia, €

notério que ndo ha nenhum tipo de protocolo na Monografia da espécie ou na propria
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Farmacopeia Brasileira que, em possiveis casos de danos ao consumidor, sejam utilizados
para solucionar algum tipo de problema na pds-comercializagdo desses produtos, por
exemplo. Por isso, é fundamental que existam metodologias validadas e incluidas nos
compéndios oficiais, para que, se necessario, sejam empregues nos momentos oportunos. Os
testes neurocomportamentais representam uma Otima estratégia para aferir a qualidade dos
medicamentos fitoterapicos, sendo assim, o estudo e posterior validacdo dos mesmos para este
fim, configura um importante passo para 0 progresso deste mercado. Além disso, é
fundamental analisar os efeitos desse tratamento, pois essa seria uma excelente estratégia
terapéutica a ser adotada, jA que as substancias presentes na planta possuem eficacia
comprovada em outros modelos experimentais e é de facil acesso a populacdo, possibilitando

uma maior adesdo dos pacientes.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a eficécia de fitoterapicos a base de Passiflora incarnata, de fabricantes
distintos, quanto ao seu efeito ansiolitico através de testes neurocomportamentais, associando
os resultados encontrados com a analise do controle de qualidade microbioldgico e fisico-

quimico dessas amostras.

2.2 Objetivos Especificos

o Avaliar a ansiedade através do teste do LCE e CV para P. incarnata referéncia

com diferentes doses;

o Avaliar a ansiedade através do teste LCE e CV para fabricantes distintos da P.

incarnata;

o Realizar dosagem sérica de parametros bioquimicos e avaliar possiveis
alteracdes nos mesmos;

o Avaliar alteracdo morfofuncional do SNC através da quantificagdo de BDNF
por ELISA;

o Caracterizar os metabolitos secundarios das marcas de P. incarnata por
Cromatografia em Camada Delgada (CCD);

o Avaliar o parametro fisico de peso médio das diferentes marcas segundo 0s
requisitos preconizados pela Farmacopeia Brasileira;

o Avaliar a qualidade microbiolégica das diferentes marcas segundo os limites
estabelecidos na Farmacopeia Brasileira.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais

Os comprimidos revestidos de Passiflora incarnata (Passiflora Referéncia na
dosagem de 360 mg; Marca 1 na dosagem de 260 mg; Marca 2 na dosagem de 420 mg; e
Marca 3 na dosagem de 300 mg) foram obtidos de 3 drogarias comerciais distintas
independentes. Para selecionar a marca que seria designada como marca de referéncia, foi
realizada um pré-estudo com todas as marcas de Passiflora incarnata comercializadas nas
principais drogarias do Rio de Janeiro, sequido de uma busca no site da ANVISA para
determinar quais dessas marcas era considerada um medicamento fitoterapico e qual delas
possuia o tempo de registro mais longo. Somando essas duas buscas e adequando a realidade
do estudo, uma marca comercial foi definida como Passiflora referéncia (dosagem de 360
mg). Além disso, foi utilizado um produto natural ndo ansiolitico, Castanha da India
(Aesculus hippocastanum), na forma de cépsulas na dosagem de 500 mg, obtido de uma

quarta drogaria comercial.

3.2 Desenho Experimental

Para a metodologia do trabalho, foram utilizados camundongos Swiss Webster,
machos, com 3 a5 semanas de idade, que foram fornecidos pelo Biotério Central da
FIOCRUZ/ICTB sob licenga CEUA LW-7/19. Os animais foram mantidos sob condigédo
constante de temperatura (22 + 2° C) e umidade (55 + 5%), em ciclo claro/escuro de 12 h, e
com fornecimento de agua e comida ad libitum. Em um primeiro momento, para estabelecer
uma curva dose- resposta da Passiflora incarnata de referéncia, os animais foram divididos
em 5 grupos contendo 10 animais em cada: Tampé&o Fosfato Salino-PBS (n=10), Passiflora de
Referéncia (Passiflora ref) nas doses de 100 (n=10), 200 (n=10), 400 (n=10) e 800 mg/kg
(n=10). Esse ensaio foi realizado em duplicata para obtencdo de resultados robustos, sendo
assim, obtivemos um “n” final de 20 animais por grupo.

Em seguida, para comparar a acdo farmacoldgica da Passiflora incarnata (Pi) de
diferentes fabricantes com a P. incarnata de referéncia, os animais foram divididos nos
grupos: Tampéo Fosfato Salino-PBS (n=7), Passiflora ref nas doses de 200 (n=7) e 800 mg/kg
(n=7), Pi Marca 1 e Pi Marca 2 também nas doses de 200 (n=7/grupo) e 800 mg/kg

(n=7/grupo). Na dultima bateria de experimentacdo animal, ainda para comparar a agdo
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farmacoldgica da Passiflora incarnata de diferentes fabricantes com a P. incarnata de
referéncia, os animais foram divididos nos grupos: Tampédo Fosfato Salino-PBS (n=7),
Passiflora ref nas doses de 200 (n=7) e 800 mg/kg (n=7) e Pi Marca 3 também nas doses de
200 (n=7) e 800 mg/kg (n=7). Além disso, nessa Ultima bateria de experimentacgdo in vivo, um
grupo tratado com produto natural ndo ansiolitico (Castanha da india - Ci) foi adicionado
como uma espécie de controle negativo (n=7). Como os grupos Tampdo Fosfato Salino-PBS e
Passiflora ref nas doses de 200 e 800 mg/kg foram repetidos nas duas Ultimas baterias
experimentais, terminamos os ensaios com um “n” final de 14 para ambos 0s grupos. N&o
houve repeticdo de experimentos com os grupos Pi Marca 1, Pi Marca 2, Pi Marca 3 e Ci, nas
doses de 200 e 800 mg/kg, sendo assim, o “n” final para todos esses grupos foi de 7.

Somando todas as baterias experimentais realizadas, obtivemos um total de quatro
experimentos in vivo com um “n” de 49 a 50 animais em cada. O esquema do desenho
experimental com substancias distintas analisadas justifica a variagdo do “n” representado nos
resultados do estudo. Eventualmente, durante a realizacéo de diferentes andlises, houve perda
de alguma das amostras, por isso, em alguns casos, houve diminui¢do do “n” demonstrado nos
resultados do trabalho.

Os animais receberam 3 doses em momentos diferentes, uma hora antes do teste
Labirinto em Cruz Elevado no primeiro dia, uma hora antes do teste Campo Vazado no
segundo dia e uma hora antes da eutanasia no terceiro dia. A administracdo das substancias
foi feita via oral através de gavagem.

Para este desenho experimental ndo foi necessario adicionar um grupo controle
positivo, pois um estudo prévio realizado pelo mesmo grupo (FERRARIS et al., 2021)
validou os testes neurocomportamentais inserindo um grupo controle positivo de Diazepam,
na dose de 1,5 mg/kg diluido em PBS, que gerou como resultado esperado, um efeito
ansiolitico em ambos os testes (LCE e CV), ndo sendo necessario repetir os testes adicionando
mais um grupo experimental.

ApoOs a eutandsia foram extraidas amostras de soro e do encéfalo para as analises

bioquimicas e para o teste de ELISA.
3.3 Farmacos e Dosagens
Antes da administragdo das substancias, os animais foram pesados e separados em

grupos (Tampao Fosfato Salino-PBS, Passiflora ref, Marca 1, Marca 2, Marca 3 e Castanha da

india) onde cada animal recebeu a substancia de acordo com seu peso, sendo padronizado o
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volume de administracdo de 10 mL/kg de peso corporeo. Designamos Marca 1, Marca 2 e
Marca 3, pois eram farmacos de 3 fabricantes diferentes. Apos o registro de ganho de peso
eles receberam a substancia via gavagem uma hora antes de serem submetidos aos testes. Os
animais receberam 3 doses em momentos diferentes, uma hora antes do teste LCE no primeiro
dia, uma hora antes do teste CV no segundo dia e uma hora antes da eutanasia no terceiro dia.
Foram utilizadas as seguintes dosagens: 100, 200, 400 e 800 mg/kg diluido em PBS para o
ensaio de curva dose-resposta com a Passiflora ref, e nos experimentos seguintes, as doses de
200 e 800 mg/kg foram mantidas para todos 0s grupos experimentais, com exce¢do do
controle PBS.

3.4 Testes Neurocomportamentais

3.4.1 Labirinto em Cruz Elevado

A atividade ansiolitica foi mensurada atraves do LCE. O labirinto consiste em dois
bracos abertos (10 cm largura x 50 cm de comprimento) e dois bragos fechados (10 x 50 x 40
cm de altura) perpendicularmente dispostos e ligados por um centro (10 x 10 cm) possuindo
50 cm de altura. Uma hora ap6s a administracdo da dose os animais foram colocados
individualmente no quadrado central do labirinto com a face virada para o brago aberto, de
costas para o avaliador, sendo permitida a exploracdo do ambiente durante um periodo de
teste de 5 minutos. Todas as sessbes foram gravadas por camera frontal marca
MOTOROLA® 5 megapixels usando sistema de video para gravacdo do experimento. Apds
cada animal, o labirinto foi higienizado (solugcdo a 20% de etanol) para que ndo houvesse
influéncia do olfato ou excreta dos animais anteriores sobre o comportamento do
camundongo subsequente. As seguintes medidas foram tomadas pelo observador: o tempo
de permanéncia nos bragos abertos e fechados; e o numero de vezes que o animal realizou
streching (esticamento horizontal), rearing (levantamento vertical) e grooming (autolimpeza
do corpo). Os videos foram analisados e o tempo de permanéncia em cada braco foi registrado
com auxilio de dois crondmetros marca STOP WATCH VOLLO® contando o tempo nos
bracos abertos e fechados. Caso o animal permaneca predominantemente nos bragos fechados
ele € ditocomo ansioso, caso ele permaneca mais tempo nos bragos abertos, pode-se dizer que
0 medicamento tem acdo ansiolitica. Os 5 minutos foram convertidos em segundos, apés a
contagem dos segundos nos bracos abertos e fechados, foi feita o célculo da medida

descontaminada, baseado na seguinte formula (Komada; Takao; Miyakawa, 2008):
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Medida Descontaminada = BA/(BA+BF);
Onde BA = Tempo nos Bragos Abertos e BF = Tempo nos Bragos Fechados.

3.4.2 Campo Vazado

O teste do campo vazado é frequentemente utilizado desde a década de 70 para
averiguar o efeito de substancias que possam interferir na tendéncia natural exploratdria
(neofilia). O aparelho consiste em uma caixa (de madeira ou acrilico) fechada em formato de
arena com medidas de 80 x 60 x 50 cm, contendo 20 orificios no seu interior com 3 cm de
didmetro espacados e distribuidos regularmente. Cada animal submetido ao teste foi colocado
na mesma borda do artefato com o focinho voltado para a parede. Cada camundongo possuiu
0 tempo de 5 minutos para explorar livremente o ambiente. Nesse teste foi registrado o
namero de vezes que o animal coloca o focinho dentro do orificio (“head dipping”), o nimero
de quadrantes deslocados (espaco virtual entre um orificio e outro) e o nimero de vezes que 0
animal realizou streching (esticamento horizontal), rearing (levantamento vertical) e
grooming (autolimpeza do corpo). Apods a realizacao do teste para cada camundongo, a caixa
foi higienizada com alcool 20% para evitar que os vestigios do animal anterior interferissem

nas decisdes do animal subsequente (Brown; Nemes, 2008).
3.5 Coleta de amostras
3.5.1 Sangue

O sangue dos camundongos da linhagem Swiss Webster, incluindo todos os grupos
experimentais, foi coletado por puncédo da artéria aorta descendente ap0s a eutandsia com uma
solucdo contendo os farmacos Cetamina (140 mg/kg) e Xilasina (20 mg/kg) aplicada via
intraperitoneal. O sangue foi centrifugado a 13000 rpm em centrifuga por 10 minutos, € em
seguida o soro foi coletado e estocado no freezer -80°C para analises bioquimicas.

3.5.2 Encéfalo

Apos a coleta de sangue, foi feita a abertura do cranio para a remogédo do tecido

cerebral dos animais. Estes encéfalos foram coletados e armazenados em freezer -80°C para



45

avaliacBes dos niveis da neurotrofina BDNF, atraves do ensaio de imunoabsorcéo ligado a
enzima (ELISA).

3.6 Analise Bioquimica

Ap0s a coleta do sangue, uma aliquota de 500 pL do sangue total foi colocada em
microtubos contendo gel separador e ativador de codgulo marca Biocon® para as analises
bioquimicas. Logo ap6s a coagulacdo nos tubos para analise bioquimica, os mesmos foram
centrifugados em micro centrifuga marca ZENTRIFUGEN® modelo MIKRO20 a 13000 rpm
por 10 minutos para separacdo do soro. Apds a centrifugacéo, o soro foi coletado em tubos de
polipropileno de 0,5 mL. Até a realizacdo das andlises as amostras de soro foram
acondicionadas em placas de gelo. O sangue foi analisado pela plataforma do Instituto de
Ciéncias e Tecnologia em Biomodelos (ICTB) na FIOCRUZ. Para as anélises bioquimicas
foram dosados o0s seguintes pardmetros: glicose, acido drico, albumina,
AsparatoAminotransferse (AST), creatina quinase, fosfatase alcalina, colesterol e proteinas
totais. Os parametros bioquimicos foram dosados através do aparelho marca JHONSON E
JHONSON®.

3.7 Dosagem de proteinas (BCA)

Para realizacdo do ensaio de ELISA, é necessario realizar uma etapa prévia para
quantificar as proteinas presentes nas amostras analisadas. Para isso, as amostras do encéfalo
foram extraidas dos animais e homogeneizadas em tampdo apropriado para 0 ensaio de
ELISA. A dosagem de proteinas foi realizada pelo método BCA (Pierce, Thermo Scientific,
EUA). O reagente de trabalho foi preparado adicionando-se cinquenta partes de Reagente
BCA A e uma parte de Reagente BCA B. Uma curva padrdo (de 0,01562 a 2 mg/mL) foi
construida através de diluicbes seriadas a partir de albumina humana fornecida pelo
fabricante.

As amostras totais homogeneizadas foram diluidas 10 vezes numa solugédo de PBS,
de modo que 10 uL. de cada amostra foram adicionados em 90 puL de PBS. Em seguida, 10uL
das amostras que ja foram diluidas foram pipetadas em placas de 96 poc¢os de fundo chato e,
posteriormente, adicionados 190 pL do reagente descrito acima. A placa foi incubada em

estufa a 37°C por trinta minutos, e apOs isso a placa passou por uma leitura no
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espectrofotdmetro, sob o comprimento de onda de 562 nm (Pierce™ BCA Protein Assay Kit,
Catalog Number 23225).

3.8 Ensaio de imunoabsorcéo ligado a enzima (ELISA)

Para avaliar possiveis alteragdes morfofuncionais no SNC, apds a dosagem de
proteinas realizada pelo método BCA (Pierce, Thermo Scientific, EUA), foi dosado o nivel da
neurotrofina BDNF, em amostras de encéfalo dos diferentes grupos experimentais, pelo kit
R&D dual set, através da colaboracdo com o Laboratorio de Imunofarmacologia do Instituto
Oswaldo Cruz/FIOCRUZ. Para isso, foram utilizadas placas de fundo chato para ensaio em
volume reduzido, que foram cobertas com o anticorpo de captura diluido em PBS (50
uL/poco). Apds incubacgdo por 16 horas a 4°C, as placas foram lavadas 4 vezes com tampao
de lavagem (PBS Tween® 0,05%) (100uL/pogo) e incubadas durante uma hora com a tampao
de bloqueio (PBS com 1% de albumina sérica bovina-BSA) (100 pL/pogo) (Sigma Aldrich).
A curva padrédo foi diluida em tampéo de bloqueio + Tween® (0,05%) e aplicada na placa,
bem como as amostras (50 plL/poco). Apds nova incubagdo por 16 horas a 4°C as placas
foram lavadas 4 vezes com tampdo de lavagem e o anticorpo de detec¢do diluido em tampé&o
de bloqueio + Tween® (0,05%) (50 uL/pogo) foi adicionado. Uma hora apds a incubagdo com
0 anticorpo de deteccdo, as placas foram lavadas 6 vezes com tampdo de lavagem e foi
adicionada a solugdo de streptavidina-peroxidase (R&D dual set) (50 pL/pogo). Trinta
minutos ap6s a incubacgdo no escuro, as placas foram lavadas 8 vezes com tampao de lavagem
e foi adicionada a solugéo de Tetrametilbenzidina (TMB, Sigma Aldrich), substrato para a
reagdo colorimétrica. Ap6s desenvolvimento satisfatorio de cor (coloragdo azul adequada) na
curva-padréo, a reacdo foi interrompida com solucdo de H2SOs 0,4N (50 pL/poco) e foi
realizada a leitura da placa no espectrofotbmetro, sob o comprimento de onda de 405nm
(ELISA guide, Copyright © 2023 Abcam).

3.9 Caracterizacgdo Fitoquimica por Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

Para realizar a caracterizacdo fitoquimica das diferentes marcas de Passiflora, foi
utilizada a metodologia de CCD descrita na Farmacopeia Britanica (2011), atraves da
colaboracdo com o Laboratério de Produtos Naturais para a Saude Publica de
Farmanguinhos/FIOCRUZ. O ensaio preconizado na Farmacopeia Britanica é utilizado para

extratos secos produzidos a partir de P. incarnata. Adaptamos o método para realiza-lo em
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comprimidos de Passiflora. Sendo assim, os comprimidos foram triturados e 0,259 foi pesado
e solubilizado em 5 mL de metanol. Apds solubilizacdo, foi feita a filtragem em papel de
filtro. Como fase estacionaria foi utilizada placa de TLC Silica gel 60 F2s4 (Merck) contendo
10 centimetros. A fase movel de 10 mL utilizada era composta por acido formico, agua,
metiletilcetona e acetato de etila, nas proporgoes 1:1:3:5 (V/V). A substancia de referéncia
utilizada foi a Passiflora referéncia usada em todo estudo. Foram aplicados cerca de 5 uL de
amostra em suas respectivas bandas, e ap6s secagem, a placa foi colocada em uma cuba de
vidro, e em seguida a fase movel foi adicionada. Apds 15 minutos, o solvente atinge o limite
maximo, a placa é removida e segue para uma nova secagem. Para revelacdo, uma solucdo de
10g/L de éster aminoetilico do &cido difenilborico em 1% de metanol é pulverizada na placa,
e em seguida, a solucdo de 50 g/L de macrogol 400 em metanol também é pulverizada na
placa. Apos isso a placa permanece em temperatura ambiente por cerca de 30 minutos para
secagem, e por fim, a mesma é examinada em luz ultravioleta a 365 nm para identificacdo dos

cromatogramas obtidos e suas zonas de fluorescéncia.

3.10 Determinacéo do Peso Médio

Para avaliar o parametro fisico de peso médio das diferentes marcas de Passiflora, foi
utilizada a metodologia descrita na 62 Edigdo da Farmacopeia Brasileira. No caso da forma
farmacéutica em dose unitaria de comprimidos revestidos tendo um peso médio superior a
250 mg ou mais, o limite de variacdo estabelecido € de +5%. Sendo assim, 10 unidades de
comprimido de cada marca foram pesados individualmente em balanca analitica, seguido da
realizacdo do calculo da média e determinacdo dos limites inferiores e superiores (onde pode
haver até 2 unidades fora do padrdo) e limites inferiores e superiores do dobro da
porcentagem indicada (£5%, onde ndo pode haver nenhuma unidade fora do padrdo). A
pesagem e todos os célculos foram feitos para a Passiflora de referéncia e também para os

outros 3 fabricantes distintos.

3.11 Ensaios de controle de qualidade microbiol6gicos

As amostras de medicamentos comerciais de Passiflora incarnata foram analisadas
através de uma série de ensaios microbioldgicos, com a finalidade de saber se essas amostras
estavam seguindo os padrbes estabelecidos na Farmacopeia Brasileira. Os comprimidos de

cada marca foram triturados e 1g de cada marca foi pesada e separada para 0s testes
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subsequentes. Foi realizada a contagem total de bactérias aerdbias e de fungos/leveduras,
assim como a investigacdo da presenca de Enterobactérias, Salmonella sp., Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus e bactérias gram negativas e bile tolerantes,
utilizando as metodologias descritas na Farmacopeia Brasileira 62 ed (2019d).

Realizando uma diluicdo seriada (101, 102, 10 e 10*), 1g das amostras foi diluido
em 9 mL de caldo caseina. Utilizando o método de semeadura em profundidade, 1 mL de
cada diluicdo foi colocado no fundo de uma placa de Petri e cobertos com 15 mL do Agar
Triptona de Soja (TSA), para determinacdo do nimero de bactérias aerobicas. As diluicdes
10 e 102 também foram semeadas por profundidade utilizando 15 mL do Agar Sabouraud-
dextrose (SAB), para a determinacdo de fungos e leveduras. Apds solidificacdo do agar, que
até o momento da semeadura estavam sendo mantidos de 45 a 50 °C em banho-maria, as
placas foram vertidas e incubadas (TSA por 5 dias a 32,5 °C e SAB por 7 dias a 22,5 °C)
(Brasil, 2019d).

Para a investigacdo da presenca de patdgenos especificos, apds 24h de incubacdo do
caldo caseina contendo a amostra 10, uma aliquota de 1 mL foi adicionada a 100mL de
caldo MacConkey; uma aliquota de 1 mL foi adicionada a 10 mL de caldo Mossel obtendo-se
a diluicdo 10! e em seguida 1 mL da diluicio 10 do caldo Mossel foi passada para mais 10
mL de caldo obtendo-se a dilui¢do 1072; e outra aliquota de 0,1 mL foi adicionada a 10 mL do
caldo Rappaport. Depois da incubacédo de todos os caldos a 32,5 °C por 24-48h foi realizada a
semeadura por esgotamento de superficie nos seguintes meios de cultura sélidos: agar
MacConkey, agar xilose lisina desoxicolato (XLD), agar violeta vermelho neutro glicose
(VRBG), 4gar salmanitol, agar cetrimida e 4gar TSA. (Brasil, 2019d).

Para identificacdo das espécies que cresceram nos meios de cultura para pesquisa de
bactérias, foram realizados testes confirmatorios, como a coloracdo de gram, prova da
catalase, prova de oxidacdo/fermentacdo da glicose e prova da coagulase. Ja nos meios para
crescimento de fungos, foi realizada a determinacdo morfoldgica para identificagdo do

microrganismo presente nas amostras.

3.12 Andlise estatistica

Os resultados obtidos foram analisados através do programa GraphPad Prism 6.0
(GraphPad Software, inc.). Para a realizacdo das analises estatisticas, foram realizadas:
andlises descritivas de média, desvio-padréo, erro padrdo da média (variacdo interquartil,

quando aplicavel). Para os dados do modelo de LCE, CV, anélise bioquimica e ELISA, as
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andlises foram feitas por ANOVA seguido do pos-teste de Tukey. Em todas as analises, foram
considerados estatisticamente significativos valores de p<0,05.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Tratamento com diferentes doses de Passiflora incarnata de referéncia e sua

respectiva curva de Dose-Resposta no LCE

No presente estudo, os camundongos machos Swiss Webster foram utilizados para
analisar a eficacia do tratamento com fitoterapicos de Passiflora incarnata na ansiedade. Para
este primeiro ensaio, com o objetivo de tracar uma curva dose-resposta, 0s animais foram
tratados com a Passiflora referéncia (Pi ref) nas doses de 100, 200, 400 e 800 mg/kg, 1 hora
antes de serem submetidos ao teste LCE.

A figura 11 demonstra o resultado obtido e a definicdo da curva dose-dependente, ou
seja, quanto maior a dose, maior o efeito ansiolitico observado, representado pelo aumento no
tempo de permanéncia nos bragos abertos. Os grupos tratados com as doses de 200, 400 e 800
mg/kg apresentaram aumento significativo quando comparados ao controle PBS. Além disso,
foi possivel observar uma diferenca significativa entre as doses de 100 e 800 mg/kg.

Reginatto e colaboradores (2006) realizaram 0 mesmo ensaio com as espécies de
Passiflora edulis e Passiflora alata, com as mesmas concentragdes de 200, 400 e 800 mg/kg e
encontraram dados semelhantes, o que corrobora os dados obtidos no presente estudo.
Sampath et al. (2011) analisou os efeitos ansioliticos de fracfes obtidas de Passiflora
incarnata utilizando doses de 150, 300 e 700 mg/kg, e os resultados de permanéncia nos
bracos abertos encontrados no teste LCE foram iguais ou até maiores que o grupo controle

positivo Diazepam, comprovando a a¢do ansiolitica da espécie.
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Figura 11 — Obtencéo da curva dose-resposta da Passiflora referéncia nas doses de 100, 200,
400 e 800 mg/kg no teste do Labirinto em Cruz Elevado, n=20/grupo. Diferenca estatistica
entre os grupos tratados versus PBS é representado por * e diferenca estatistica entre o grupo
tratado com Pi Ref 100 mg/kg versus Pi Ref 800 mg/kg é representado por +. p<0,05. One-
Way ANOVA seguido do pos-teste de maltiplas comparacdes Tukey
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4.2 O tratamento com diferentes doses de Passiflora incarnata de referéncia néo

impactou na deambulacéo total mas aumentou os niveis de head-dipping no teste CV

Para observar se houve diminuicdo do estado de alerta, gerando um efeito ansiolitico,
analisamos as diferentes concentraces de Passiflora referéncia no teste do Campo Vazado,
para determinar o deslocamento dos animais pelo artefato. Através desse teste também é
possivel quantificar o numero de vezes que o animal realiza o head-dipping, um
comportamento indicativo de neofilia. Animais menos ansiosos tendem a estar mais dispostos
a explorar livremente o artefato e consequentemente realizar head-dipping.

Como resultado foi observado que ndo houve nenhuma alteracdo significativa na
deambulacéo total entre os diferentes grupos experimentais, sendo assim, todos os animais
percorreram de forma uniforme o aparato (Figura 12A). Em contrapartida, os animais dos

grupos tratados com as doses de 400 e 800 mg/kg demonstraram um aumento significativo na
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quantificacdo de head-dipping, quando comparados ao grupo controle. A dose de 800 ainda
apresentou diferenca estatistica com relacéo as doses de 100 e 200 mg/kg (Figura 13B).

De Castro e colaboradores (2007) observaram que o tratamento com extrato
hidroalcoolico de Passiflora quadrangularis na dose de 500 mg/kg levou ao aumento do
nimero de head-dipping realizado pelos animais no teste do campo vazado, apresentando
resultado semelhante ao grupo controle positivo Diazepam.

Um estudo recente mostrou os efeitos ansioliticos de diferentes espécies brasileiras
de Passiflora no teste do campo vazado. Nesse modelo, a Passiflora incarnata foi usada como
controle positivo, e as demais espécies foram testadas observando a locomogdo e busca por
novidade dos animais. Algumas espécies reduziram a atividade locomotora dos camundongos,
enquanto outras ndo interferiram nessa medida, que foi justamente o que ocorreu no presente
estudo. Além disso, P. sidaefolia diminuiu o comportamento ansioso dos animais sendo
caracterizado pelo aumento do head-dipping, de forma semelhante ao controle positivo, sem
afetar a motricidade total (Sekalem et al., 2022).

Figura 12 — Efeito do tratamento com Passiflora referéncia nas doses de 100, 200, 400 e 800
mg/kg na deambulacéo total dos animais (A) e na quantificacdo de head-dipping (B) no teste
do Campo Vazado. n=20/grupo. Diferenca estatistica entre os grupos tratados versus PBS é
representado por * e diferenca estatistica entre os grupos tratados com Pi Ref é representado
por +. *p<0,05. One-Way ANOVA seguido do pds-teste de multiplas comparacGes Tukey
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4.3 O tratamento com Passiflora Referéncia versus Marcas distintas resultou em
diferencas no comportamento dos animais submetidos ao teste LCE

Dando seguimento ao desenho experimental do projeto, foi realizado um novo teste
de LCE, s6 que agora comparando a Passiflora referéncia com mais 3 marcas distintas de
Passiflora, além do grupo Ci, onde os animais foram tratados com um produto natural ndo
ansiolitico, a Castanha da India, funcionando como um controle negativo.

Como resultado, foi observado um desempenho semelhante entre todos os
fabricantes de Passiflora, onde as doses de 200 mg/kg ndo apresentaram diferengas quando
comparadas ao controle PBS, e as doses de 800 mg/kg por sua vez demonstraram um aumento
significativo do tempo de permanéncia nos bracos abertos (Figura 13), indicando ser uma
dose suficiente para gerar os efeitos ansioliticos. Esse panorama s6 ndo se repetiu na Marca 2,
onde ndo foi observado nenhuma diferenca estatistica em nenhuma das doses. O grupo Ci
também nao apresentou resultados estatisticamente relevantes.

Esses dados estdo de acordo com a literatura, uma vez que a dose considerada padrao
para o tratamento da ansiedade € de pelo menos 400 mg/kg. De acordo com estudos anteriores
e com as bulas do medicamento comercializado, a indicacdo do extrato da Passiflora para
seres humanos de aproximadamente 70kg sdo 4 drageas ao dia, correspondendo a 400 mg do
extrato. Reginatto et al. (2006) demonstrou que extratos de P. edulis nas doses de 400, 640 e
800 mg/kg aumentaram significativamente o tempo dos animais nos bracos abertos no teste
LCE e apenas a dose de 200 mg/kg testada nao alterou nenhum dos parametros analisados,
como numero de entradas e saidas dos bracos e tempo de permanéncia nos bragos fechados e
abertos, o que indica que os efeitos ansioliticos sé sdo observados em doses maiores que 200

mg/kg.
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Figura 13 — Efeito do tratamento com Passiflora referéncia e marcas 1, 2 e 3 de Passiflora nas
doses de 200 e 800 mg/kg no teste do Labirinto em Cruz Elevado. O grupo Ci representa um
controle negativo, onde os animais foram tratados com um produto natural ndo ansiolitico, a
Castanha da India. n=7-14/grupo. Diferenca estatistica entre os grupos tratados versus PBS é
representado por * e diferenca estatistica entre os grupos tratados com Pi Ref é representado
por +. *p<0,05. One-Way ANOVA seguido do pds-teste de multiplas comparagdes Tukey
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Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

4.4 A administracdo de Passiflora Referéncia versus Marcas distintas resultou em

diferencas no comportamento dos animais submetidos ao teste CV

De forma semelhante aos achados do experimento da curva dose-resposta com
Passiflora de referéncia no Campo Vazado, foi observado novamente que ndo houve nenhuma
alteracdo significativa na deambulacdo total entre os fabricantes distintos de Passiflora,
controle PBS e controle Ci (Figura 14). Esse fato pode ser explicado porque a dose de 200
mg/kg ndo é suficiente para interferir na atividade locomotora dos animais, enquanto a dose
de 800 mg/kg, por representar uma alta dose, pode estar gerando efeitos sedativos que
mascaram a agdo ansiolitica. Muitos estudos associam o0 uso de fitoterapicos a base de
valeriana, maracuja, erva-cidreira e outras plantas para o tratamento de distdrbios do sono,

justamente devido a suas caracteristicas sedativas (Rogério; Ribeiro, 2021).
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Figura 14 — Efeito do tratamento com Passiflora referéncia e marcas 1, 2 e 3 de Passiflora nas
doses de 200 e 800 mg/kg no teste do Campo Vazado, analisando a deambulacéo total. O
grupo Ci representa um controle negativo, onde os animais foram tratados com um produto
natural ndo ansiolitico, a Castanha da india. n=7-14/grupo. *p<0,05. One-Way ANOVA

seguido do pds-teste de multiplas comparagdes Tukey
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Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

Apesar de ndo haver diferencas estatisticas entre 0s grupos experimentais no quesito
de quadrantes percorridos no artefato, mais uma vez foi possivel observar aumento
significativo da quantidade de vezes que os animais realizaram head-dipping em todas as
doses de 800 mg/kg de Passiflora, com excecdo da Marca 2. Os grupos Pi ref, Marca 1 e
Marca 3 na dose de 800 mg/kg apresentaram aumento significativo importante. Na Marca 3
observamos também uma diferenca entre a dose de 200 e de 800 mg/kg (Figura 15). Todos
esses resultados corroboram os dados anteriores e confirmam a hipotese de que a dose de 200
mg/kg é muito baixa para resultar em efeitos ansioliticos, e a dose de 800 mg/kg costuma
funcionar muito bem e apresentar tal acdo, como exemplificado pelo fato dos animais estarem

explorando livremente o artefato e pela busca por novidade pelos animais (head-dipping).
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Figura 15 — Efeito do tratamento com Passiflora referéncia e marcas 1, 2 e 3 de Passiflora nas
doses de 200 e 800 mg/kg no teste do Campo Vazado, analisando a quantificagdo de head-
dipping. O grupo Ci representa um controle negativo, onde os animais foram tratados com um
produto natural ndo ansiolitico, a Castanha da India. n=7-14/grupo. Diferenca estatistica entre
0s grupos tratados versus PBS € representado por * e diferenca estatistica entre 0s grupos
tratados com Pi é representado por +. *p<0,05. One-Way ANOVA seguido do pés-teste de

multiplas comparagdes Tukey
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Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

Apenas a Marca 2 apresentou resultados que destoam dos demais nos dois modelos
experimentais (LCE e CV), e com esses achados podemos inferir que existe alguma diferenca
no processo produtivo e/ou nos componentes quimicos dos fabricantes distintos de Passiflora.
Seja na concentracdo da substancia, ou na composi¢do fitoquimica como um todo, pode haver
alguma discrepancia no processo de fabricacdo desses fitoterapicos que justificam o0s
resultados ansioliticos variados observados nos testes neurocomportamentais propostos no
presente estudo. E importante entdo avaliar a composicdo quimica dos mesmos para
determinar o que de fato pode estar ocasionando essa distingdo no efeito ansiolitico.

Além dos parametros avaliados nos testes neurocomportamentais propriamente ditos,
foram analisados os comportamentos etoldgicos (streching (esticamento horizontal), rearing
(levantamento vertical) e grooming (autolimpeza do corpo)) dos roedores submetidos aos
ensaios LCE e CV. Como resultado, ndo houve alteragdes significativas nos pardmetros

investigados em nenhum dos testes (dados ndo mostrados).
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4.5 O tratamento com Passiflora referéncia e seu impacto nos parametros bioquimicos

Os animais pertencentes aos grupos experimentais foram eutanasiados e amostras de
soro foram recolhidas para posterior analise bioquimica, de forma a avaliar se o tratamento
com Passiflora incarnata gera alteragcdes nos parametros bioquimicos.

Os parametros analisados foram: glicose, &cido Urico, albumina, AST, creatina
quinase, fosfatase alcalina, colesterol e proteinas totais. O Quadro 2 apresenta os valores
obtidos com as amostras do experimento realizado apenas com a Passiflora referéncia nas
doses de 100, 200, 400 e 800 mg/kg. Os valores de glicose encontram-se aumentados quando
comparados aos valores de referéncia, e isso pode ser explicado pelo fato de que os animais
ndo foram mantidos em jejum antes da eutanasia. Apesar disso, ndo houve diferenca
estatistica desse parametro entre os grupos. De todos os marcadores analisados, foi observado
uma diminuicdo significativa para AST nos grupos de 200, 400 e 800 mg/kg e para creatina
quinase no grupo de 200 mg/kg quando comparadas ao grupo controle PBS. Apesar dessa
reducdo, os valores encontrados estdo dentro da faixa de normalidade de acordo com os

valores de referéncia.

Quadro 2 — Resultados obtidos p6s andlise bioquimica do soro dos diferentes grupos
experimentais tratados com Passiflora referéncia nas doses de 100, 200, 400 e 800 mg/kg,

n=5-7/grupo. *p<0,05. One-Way ANOVA seguido do pds-teste de multiplas comparacoes

Tukey
Parametros PBS Pi Ref Pi Ref Pi Ref Pi Ref Valores de
100mg/kg 200mg/kg 400mg/kg 800mg/kg Referéncia
Glicose (mg/dL) | 300+ 15 316 £ 17 277+ 14 290+ 11 267 £ 12 90 -192
Acido Urico 29+0,3 35+£0,3 3,1+£0,3 30+0,2 26+0,3 1,7-54
(mg/dL)
Albumina (g/dL) | 1,8+0,0 1,8+0,0 2,0+0,0 20+0,1 1,9+0,0 25-48
AST (U/L) 87+3 90+2 73+ 4 ** 62 £ 3 *** 69 £ 5 ** 59 - 247
Creatina 143 £ 18 134 £ 15 102 +£10* 128 £ 18 142 £ 22 68 - 1070
Quinase (U/L)
Fosfatase 240+ 8 229+8 229+ 15 236+9 213+7 62 - 209
Alcalina (U/L)
Colesterol 102 +8 103+4 98+4 95+4 88+4 36 -96
(mg/dL)
Proteinas Totais | 4,0+0,0 3,701 39+00 40+0,1 3801 3,6-6,6
(g/dL)

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

A enzima hepatica AST e sua elevacdo em analises bioquimicas estdo relacionadas

com lesdes e doengas no figado. Neste estudo, notou-se uma reducdo serica desse parametro
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bioquimico nos grupos tratados com Pi ref. Um estudo utilizando P. alata como tratamento
realizou investigacdo bioquimica e constatou diminuicdo sérica nos niveis de ALT (alanina
aminotransferase), outra enzima hepatica e marcador de dano no figado (Braga et al., 2013).
Os pesquisadores encontraram também alteracfes histopatologicas, caracterizada por uma
degeneracdo hidrdpica, resultado de uma falha na homeostase de liquidos que leva a um
acumulo de agua intracelular. Esse tipo de degeneracdo € um estagio reversivel e ndo leva a
lise celular, portanto ndo representa tanto risco. Entretanto, estudos sugerem que a reducéo
dos niveis séricos de ALT/AST indicam diminuicdo na sintese dessas enzimas. A regulacao
negativa dessas enzimas pode afetar a capacidade do figado para metabolizar aminoéacidos e
consequentemente prejudicar a producéo de energia para o funcionamento celular, limitando a
capacidade dos hepatdcitos (Solter; Liu; Guzman, 2000). Sendo assim, a reducdo dos niveis
séricos de AST/ALT pode representar toxicidade das substancias da Passiflora.

Foi possivel detectar uma diminuicdo significativa da enzima creatinina quinase
(CK) no grupo Pi REF 200 mg/kg. Essa proteina estd presente nos tecidos e celulas
demandantes de energia, como os musculos, e é produzida no organismo de acordo com a
quantidade de massa muscular. E considerada um marcador para deteccdo e monitoramento
de doencas do musculo esquelético. Nas doencas como distrofia muscular de Duchenne,
polimiosite e dermatomiosite, esta enzima estd aumentada. Sua reducdo por sua vez, estd
associada a diminuicdo da massa muscular, portanto, individuos que possuem menos massa
muscular e que realizam pouca atividade fisica, como idosos e pessoas doentes, costumam
apresentar niveis séricos de CK reduzidos (Nogueira et al., 2019). N&o é possivel determinar
ao certo o que causou a atenuacdo de CK no grupo Pi REF 200 mg/kg, mas a propria
diminuicdo de AST e o provavel dano hepético presente nesses animais podem explicar a
condicdo irregular nesse grupo experimental e, portanto, uma alteracdo em outro parametro
bioquimico. Dados da literatura correlacionam danos musculares e hepaticos associados, que

causam alteragdes nos niveis séricos de CK e AST (Ahmetov et al., 2014).

4.6 O tratamento com Passiflora referéncia versus Marcas distintas e seu impacto nos

parametros bioquimicos

A metodologia seguida foi a mesma que a descrita no resultado anterior, mas dessa
vez, foram comparadas as amostras dos grupos tratados com Passiflora referéncia e com as 3
marcas distintas de Passiflora, além de incluir também o grupo tratado com a Castanha da
india nas doses de 200 e 800 mg/kg (Quadros 3 e 4).
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De forma semelhante aos dados anteriores, os valores de glicose continuaram
aumentados quando comparados aos valores de referéncia, ja que os animais ndo foram
submetidos ao jejum antes da eutanasia. Dessa vez, foi observado um aumento significativo
de glicose nos grupos da Pi Marca 2 nas duas doses (200 e 800 mg/kg), indicativo que nessa
marca, pode estar presente na composi¢do quimica do medicamento, muitos compostos
acucarados, tais como componentes do revestimento dos comprimidos. Ou ainda, que essa
marca influencia em sistemas do organismo que resultam nesse aumento de glicose. Nesse
caso, os valores encontrados estdo acima dos limites de normalidade. O grupo Pi Marca 2 na
dose de 800 mg/kg também apresentou diminuicdo significativa de AST, como visto no
ensaio anterior, indicando um potencial efeito toxico das substancias presentes nessa marca de
Passiflora (Braga et al., 2013).

Notou-se ainda que houve uma reducdo estatistica no nivel de glicose para o grupo
Ci 800 mg/kg, mas ainda acima dos valores de referéncia. Curiosamente, nos grupos Ci 200 e
800 mg/kg houve um acréscimo significativo de CK quando comparados ao grupo controle

PBS. Apesar disso os valores encontrados estdo dentro da faixa de referéncia.

Quadro 3 — Resultados obtidos po6s analise bioquimica do soro dos diferentes grupos
experimentais tratados com Passiflora ref e Marcas distintas nas doses de 200 e 800 mg/kg. !

Parémetros PBS Pi Ref Pi Ref PiMarcal | PiMarcal Valores de
200mg/kg | 800mg/kg | 200mg/kg 800mg/kg Referéncia
Glicose (mg/dL) 2709 237+13 262 +£13 305+ 22 247+ 13 90-192
Acido Urico (mg/dL) | 32+04 | 24+02 | 26+02 | 27+04 2,7+04 1,7-5/4
Albumina (g/dL) 20+0,1 | 21+0,0 2200 2,3+0,0 2,1+0,0 25-48
AST (U/L) 93+13 93+10 9%5+8 120 £ 15 83+10 59 - 247
Creatina Quinase 95+12 72+13 95+14 187 £ 20 100 £ 23 68 - 1070
(U/L)
Fosfatase Alcalina 299+ 10 343 13 323+ 15 301+14 308 + 14 62 - 209
(U/L)
Colesterol (mg/dL) 95+5 95+5 102 +4 98+4 102 +5 36 - 96
Proteinas Totais (g/dL) | 3,9+0,1 | 4,0+0,1 42+0,1 4,2+0,0 4,0+0,0 3,6-6,6

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

1 O grupo Ci representa um controle negativo, onde os animais foram tratados com um produto natural ndo
ansiolitico, a Castanha da India. n=5-7/grupo. *p<0,05. One-Way ANOVA seguido do pds-teste de multiplas
comparacdes Tukey.
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Quadro 4 — Resultados obtidos po6s andlise bioquimica do soro dos diferentes grupos

experimentais tratados com Passiflora ref e Marcas distintas nas doses de 200 e 800 mg/kg. 2

Parémetros | PiMarca2 | PiMarca2 | PiMarca3 | Pi Marca3 Ci Ci Valores de
200mg/kg 800mg/kg 200mg/kg 800mg/kg 200mg/kg 800mg/kg | Referéncia
Glicose 380+14** | 343+33* 316 £+ 21 318 £ 22 268 + 15 206 £14* 90-192
(mg/dL)

Acido Urico | 54+0,2 2,4+0,7 49+0,5 41+05 31+04 1,7+£0/4 1,7-54
(mg/dL)

Albumina | 2,1+£0,0 2,0+£0,0 2,0+0,1 1,9+£0,1 2,0+£0,1 22+0,1 25-4,8

(g/dL)

AST (U/L) | 61+3 T4 £2** 58+3 63+3 87+5 91+8 59 - 247
Creatina | 123+11 127 +13 116 +7 117+8 315+ 73** | 460 £ 99 *** | 68 - 1070
Quinase

(U/L)

Fosfatase | 311+ 19 324 £ 15 327+11 297 + 12 330+ 15 312+ 15 62 - 209

Alcalina
(U/L)

Colesterol | 985 8714 94+3 92+5 105+5 99+4 36 - 96
(mg/dL)

Proteinas | 3,901 39+0,1 3,7+0,1 3,7+0,2 41+0,1 43+0,1 36-6,6

Totais
(9/dL)

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

Com relacdo ao aumento significativo de CK nos grupos Ci 200 e 800 mg/kg, pode-
se afirmar que, apesar dos valores encontrados ainda estarem dentro da faixa de normalidade,
algo pode estar ocorrendo no organismo desses animais. Sabe-se que o consumo de alguns
componentes da Castanha da india pode levar a efeitos colaterais graves, incluindo sintomas
gastrointestinais, tontura, dor de cabeca e tonteira. Um estudo recente mostrou que um
paciente que havia ingerido semente de Castanha da india apresentou dor abdominal, sudorese
e nduseas. Seus parametros bioquimicos encontravam-se alterados, e 0 mais intrigante é que o
paciente queixou-se de muitas palpitacbes e o resultado do eletrocardiograma mostrou
fibrilacdo arterial (Yi; Lee, 2021). Como CK esta associada aos musculos, sua alteracdo em
niveis séricos pode estar relacionada a doencas cardiacas, dores no peito e arritmias, como foi
0 caso do paciente citado acima (Sax et al., 1997). Sendo assim, podemos fazer uma
correlagdo entre o consumo de Castanha da India e perturbag6es nos niveis sistémicos de CK,

como ocorrido no presente estudo.

2 0 grupo Ci representa um controle negativo, onde os animais foram tratados com um produto natural ndo
ansiolitico, a Castanha da India. n=5-7/grupo. *p<0,05. One-Way ANOVA seguido do pds-teste de multiplas

comparacOes Tukey.
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4.7 O impacto da administracdo de Passiflora nos niveis de BDNF em amostras de tecido
cerebral

De modo a avaliar o efeito do tratamento com Passiflora e sua interferéncia no SNC,
foram analisados os niveis de BDNF (Fator Neurotréfico Derivado do Cérebro) nos diferentes
grupos experimentais, uma proteina secretada por inumeras celulas, como fibroblastos,
megacariocitos/plaquetas e células musculares lisas. E responsavel por regular muitos
aspectos do desenvolvimento neuronal tendo papel fundamental durante o desenvolvimento
do SNC. O BDNF regula a sobrevivéncia e diferenciacdo de células-tronco neurais,
diferenciacdo de axdnios/dendritos, formacdo e maturacdo de sinapses e refinamento de
circuitos em desenvolvimento. Seus baixos niveis estdo associados a depressdo e ansiedade
(Silveira da Luz et al., 2013; Haghighat; Rajabi; Mohammadshahi, 2021).

Como foram observadas diferencas estatisticas entre 0s grupos nos testes
neurocomportamentais, optou-se por realizar um ensaio para analise de possiveis alteragdes
morfofuncionais do SNC. Além disso, os resultados de modelos experimentais de
comportamento por si s6 nao sdo suficientes para compreender de fato o que esta ocorrendo
no organismo, por isso eles precisam estar sempre relacionados com outras analises que
demonstram alguma alteracdo funcional, como o ELISA de citocinas e proteinas importantes
do SNC. Dessa forma, 0s animais pertencentes aos grupos experimentais foram eutanasiados
e amostras do encéfalo foram recolhidas para posterior quantificacdo dos niveis de BDNF.

Como resultado da avaliacdo (Figura 16), apenas um grupo gerou dados
significativos. A dose de 200 mg/kg da Marca 1 esta relacionada a baixos niveis de BDNF e
isso pode ser explicado por diversos fatores. Um deles é que esta dose ndo seria suficiente
para manter os niveis de BDNF em normalidade no SNC, contribuindo assim para o
desencadeamento da ansiedade. Nenhuma das marcas e doses difere do grupo controle PBS,
onde o animal é sadio e, portanto, ndo apresenta ansiedade. Entende-se entdo que o tratamento
com Passiflora, ao menos mantém os niveis de BDNF estaveis para manter o SNC em
homeostase. Em contrapartida, isso ndo acontece na dose de 200 mg/kg da Marca 1,
representando que as substancias ansioliticas presentes nesse medicamento com esta dose
podem ndo causar efeitos benéeficos. Além disso, a bula de Passiflora incarnata descreve que,
em seres humanos, é necessario um tratamento de pelo menos 2 meses para que a mesma
possa causar seus efeitos. Em nossos experimentos, apesar de utilizarmos um modelo animal
com metabolismo muito acelerado, talvez seja necessario aumentar o esquema de tratamento

com as marcas de Passiflora para conseguir visualizar a acdo real desses fitoterapicos no SNC.
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Apesar disso, todas as barras dos grupos tratados com Pi REF e as demais marcas na
dose de 800 mg/kg estdo um pouco acima da barra do grupo controle PBS, o que pode
significar um indicativo de aumento, mesmo nao apresentando diferencas estatisticas. Dessa
forma, uma outra conclusdo que temos € que esse ensaio apresenta uma limitacdo de “n”
experimental reduzido, logo, essa analise precisa ser repetida com amostras maiores, para que
possamos ter certeza do que estd ocorrendo nesses cenarios, e talvez conseguir observar o
aumento significativo de BDNF nas doses de 800 mg/kg.

Ademais, sabe-se que BDNF é produzido e secretado em regides especificas do
cerebro, e nossas analises foram feitas com amostras do cérebro total, de forma integra. Sendo
assim, podemos inferir que o excesso de proteinas e outras substancias que estdo presentes no
encéfalo pode ter prejudicado a afericdo dos niveis de BDNF, justificando os resultados nédo
conclusivos. Para solucionar esse impasse, esse ensaio precisa ser realizado novamente,
porém, a andlise precisa ser feita com estruturas especificas do cérebro, como por exemplo o
hipocampo (Von Bahlen Und Halbach; VVon Bahlen Und Halbach, 2018).

Figura 16 - Efeito da administracdo de Passiflora nos niveis de BDNF em amostras de tecido
cerebral. Avaliacdo dos niveis de BDNF através de ELISA nos diferentes grupos
experimentais, n=6/grupo. One-Way ANOVA seguido do pds-teste de multiplas comparacdes
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Fonte: Elaborado pelo autor (2022).
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Sdo poucos os dados da literatura que correlacionam os niveis de BDNF com o
tratamento com extratos vegetais, mas um estudo recente mostrou que a administragdo em
diferentes concentracdes de algumas plantas, levou a um aumento significativo na expressdo
de BDNF em células SH-SY5Y. Foram utilizados extratos de Melissa officinalis L.,
Hypericum perforatum L., Passiflora incarnata L. e Valeriana officinalis L., nas doses de
100, 30 ¢ 10 ug/mL. Como resultado, os pesquisadores observaram que 0 extrato com as
partes aéreas de P. incarnata foram responsaveis pelo aumento de BDNF em 35,6%, 74,1%
(p < 0,05) e 56,6% (p < 0,05), nas concentragdes de 100, 30 ¢ 10 pug/mL, respectivamente
(Gonulalan et al., 2020). Sendo assim, o tratamento com P. incarnata pode sim interferir na
expressao de BDNF e consequentemente contribuir para a reducdo dos transtornos de

ansiedade.

4.8 Caracterizacdo do perfil fitoquimico de diferentes marcas de Passiflora por

Cromatografia em Camada Delgada

De acordo com as diferencas observadas nos testes neurocomportamentais, se tornou
necessario realizar a caracterizacdo do perfil fitoquimico da Passiflora referéncia e demais
marcas, de modo a identificar possiveis diferencas. Para isso, foi utilizado o método de
Cromatografia em Camada Delgada (CCD) preconizada pela Farmacopeia Britanica.

Conforme demonstrado na figura 17, todas as amostras, incluindo a amostra de
referéncia, apresentam o mesmo padrdo de corrida e as mesmas bandas com colora¢des muito
semelhantes. O que difere entre elas é a intensidade, sendo a Marca 2 e 3 com bandas
coloridas mais intensas. Isso esta relacionado com a dosagem com que as marcas estdo sendo
comercializadas.

Com esse resultado, foi realizado o célculo de Fator de Retencdo (Rf), usado para
comparar e auxiliar na identificacdo dos compostos. O calculo € feito através da divisdo entre
a distancia percorrida pela banda e a distancia total da corrida. Assim, obteve-se 0s seguintes
Rf’s: 1 banda Rf = 0,25; 22 banda Rf = 0,58; 32 banda Rf = 0,65; 42 banda Rf = 0,71; 5% banda
Rf = 0,85. Segundo a literatura, bandas esverdeadas com Rf de aproximadamente 0,7 s&o
caracteristicas da substancia isovitexina e bandas esverdeadas com Rf de 0,8 s&o indicativos
da substancia vitexina, que no nosso caso, correspondem a 42 e 5% banda respectivamente. Rf
de até 0,65 de coloracdo amarelo-esverdeadas sdo caracteristicas de flavandides C-

glicosilados, correspondendo a 1?2, 22 e 3% banda em nosso ensaio (Levine, 2018; Santana et
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al., 2007). Dessa forma, os resultados presentes neste trabalho estdo de acordo com os dados
ja publicados, indicando que todas as marcas analisadas no presente estudo possuem as
principais substancias da Passiflora, como a vitexina e isovitexina, que sdo responsaveis pelo
potencial mecanismo de a¢do do medicamento no organismo.

No geral, pode-se concluir que todas as amostras apresentam um perfil muito
parecido por meio do resultado obtido na CCD, e que analises mais especificas precisam ser
feitas, como a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), para identificar possiveis

diferencas na concentracdo da substancia, por exemplo.

Figura 17 — Caracterizagdo do perfil fitoquimico de diferentes marcas de Passiflora incarnata

por Cromatografia em Camada Delgada, seu padrdo de corrida e suas respectivas bandas

52 banda

42 banda

32 banda

P

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

4.9 Avaliacdo do parametro fisico Peso Medio para determinacdo de qualidade das
amostras de Passiflora comercializadas

Para abranger todas as areas do controle de qualidade, além dos testes ja
mencionados, optou-se por realizar também testes de qualidade preconizados pela
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Farmacopeia Brasileira para comprimidos revestidos de Passiflora. O objetivo era de avaliar
diferentes pardmetros fisicos, como peso médio, dissolucdo, dureza, entre outros. Porém, ndo
existem metodologias validadas disponiveis para realizacdo desses ensaios em comprimidos
de Passiflora incarnata especificamente, para realizar esses ensaios seria necessario adaptar
algum método ja existente e valida-lo para a forma farmacéutica estudada. Portanto, devido a
limitacdo logistica, foi possivel realizar apenas o teste de peso médio com as amostras
comerciais.

Seguindo o protocolo descrito na Farmacopeia Brasileira, todos os comprimidos
foram pesados, os calculos de limites estabelecidos foram realizados, e como representado
nos quadros a seguir, todas as marcas de Passiflora analisadas estdo dentro dos limites

estabelecidos pelo compéndio oficial.

Quadro 5 — Descricdo do peso de cada comprimido pesado em balanca analitica para as
diferentes marcas, seguidos dos limites superiores e inferiores permitidos. Todas as marcas

estdo de acordo com a legislacdo vigente. n=9-10/grupo

Amostras de Pi REF Peso (mg)
1 578,6
2 587,2
3 579,5
4 576,1
5 579,6
6 581,5
7 578,1
8 579,6
9 578,9
Peso médio 579,9
Limite inferior 550,9
Limite superior 608,9
Limite inferior do dobro da % indicada 521,9
Limite superior do dobro da % indicada 637,9

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).
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Quadro 6 — Descricdo do peso de cada comprimido pesado em balanca analitica para as

diferentes marcas, seguidos dos limites superiores e inferiores permitidos. Todas as marcas

estdo de acordo com a legislacéo vigente. n=9-10/grupo

Amostras de Marca 1 Peso (mgQ)
1 418.7
2 420.3
3 413.9
4 415.2
5 413.1
6 414.5
7 413.8
8 416
9 410.3
10 418.5
Peso médio 416
Limite inferior 395,2
Limite superior 436,8
Limite inferior do dobro da % indicada 374,4
Limite superior do dobro da % indicada 457,6

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).
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Quadro 7 — Descricdo do peso de cada comprimido pesado em balanca analitica para as

diferentes marcas, seguidos dos limites superiores e inferiores permitidos. Todas as marcas

estdo de acordo com a legislacdo vigente. n=9-10/grupo

Amostras de Marca 2 Peso (mgQ)
1 724.8
2 722.8
3 698
4 677.9
5 691.8
6 689
7 703.1
8 703.1
9 706
10 700.2
Peso médio 697,7
Limite inferior 662,8
Limite superior 732,6
Limite inferior do dobro da % indicada 627,9
Limite superior do dobro da % indicada 767,4

Fonte: Elaborado pelo autor (2022),
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Quadro 8 — Descricdo do peso de cada comprimido pesado em balanca analitica para as

diferentes marcas, seguidos dos limites superiores e inferiores permitidos. Todas as marcas

estdo de acordo com a legislacdo vigente. n=9-10/grupo

Amostras de Marca 3 Peso (mgQ)
1 819.1
2 804.4
3 808.8
4 808
5 795.9
6 809.1
7 820.7
8 807.5
9 788.5
10 799.5
Peso médio 808
Limite inferior 767,6
Limite superior 848,4
Limite inferior do dobro da % indicada 727,2
Limite superior do dobro da % indicada 888,8

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

4.10 Avaliagdo da qualidade microbioldgica das amostras de Passiflora comercializadas

Por fim, para englobar no presente estudo multidisciplinar uma area do controle de

qualidade muito importante, foram realizados os testes de controle de qualidade

microbioldgicos preconizados pela Farmacopeia Brasileira para comprimidos revestidos de

Passiflora.

Como resultado, foi observado crescimento bacteriano apenas na Marca 2 (10°

UFC/g) nas placas de 4gar TSA e de agar salmanitol (Figuras 18 A e B respectivamente). Para

identificacdo da espécie do microrganismo que havia crescido, foram feitos alguns testes

confirmatorios.
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Figura 18 — Crescimento de col6nias bacterianas em placas de agar TSA (A) para o
crescimento de bactérias totais e em placas de &gar salmanitol (B) para o crescimento

indicativo de Staphylococcus aureus

Fonte: Elaborado pelo autor (2023.

Iniciou-se pela Coloracdo de Gram, que teve como resultado presenca de Cocos
Gram-Positivos (Figura 19A). Em seguida, foi realizada prova da catalase, que apresentou
resultado positivo (Figura 19B), excluindo a possibilidade do microrganismo em questao se
tratar de um Streptococcus. Apos isso, foi feita o teste de oxidagdo/fermentagdo da glicose,
que também apresentou resultado positivo (Figura 19C), descartando a possibilidade do
microrganismo pertencer ao género Micrococcus. Ao final desses testes foi realizada a prova
da coagulase, que difere o Staphylococcus aureus dos demais. O resultado foi negativo
(Figura 19D), concluindo entdo que o microrganismo presente na amostra era Staphylococcus

epidermidis.
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Figura 19 — Testes bioquimicos para confirmagdo de género e espécie do microrganismo.
Coloracdo de Gram com cocos gram positivos (A), teste da prova da catalase positivo (B),

teste da oxidacéo/fermentacéo da glicose positivo (C) e prova da coagulase negativo (D)

—
i\
"

=

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

Somado a isso foi observado o crescimento fungico nas Marcas 2 e 3 (Figura 20),
(10? UFC/g), e ap6s determinagdo por morfologia, detectou-se a presenca de Aspergillus sp..
Apesar do crescimento bacteriano e fungico observado, a contagem dos mesmos esta dentro
dos parametros estabelecidos pela FB e, portanto, as amostras comerciais estdo conformes.

Esse resultado levanta uma discussdo sobre os valores de limites permitidos que sédo
preconizados na FB. Mesmo com um crescimento relevante e com a identificagdo dos géneros
e espécies presentes nesses medicamentos que sao amplamente comercializados, no ponto de
vista de controle de qualidade, todos eles estdo aprovados. N&o € possivel determinar ao certo
se a bactéria e o fungo encontrado nessas amostras podem causar algum risco ao consumidor
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final, mas pensando em Vigilancia Sanitaria e na promocéo e protecdo da satde da populagéo,
talvez seja 0 momento de repensar os altos limites estabelecidos pelos compéndios oficiais.
Para isso, mais testes de controle de qualidade microbiologico devem ser realizados, com uma
amostragem maior e com mais marcas dos fitoterapicos, de maneira a demonstrar ou ndo um
possivel risco para os consumidores, e se isso além de afetar na seguranca do produto final,

pode interferir também na sua eficacia.

Figura 20 — Crescimento fungico nas placas de dgar Saboroud nas Marcas 2 e 3 de Passiflora
incarnata. As placas foram feitas em duplicata para cada diluicio (10-! e 10”%) de cada marca.

As imagens acima evidenciam apenas as placas onde o crescimento microbiano foi positivo

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).
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5 CONCLUSAO

No presente estudo, utilizando os modelos comportamentais LCE e CV, em
camundongos machos Swiss Webster, foi avaliado o efeito do tratamento com Passiflora
incarnata de diferentes marcas, assim como foram realizadas outras analises de modo a
pesquisar desvios na qualidade desse fitoterapico, e com isso, foi possivel concluir que:

o Os testes neurocomportamentais LCE e CV funcionam como uma excelente

ferramenta para garantir o controle de qualidade de fitoterapicos ansioliticos;

. A Passiflora referéncia e as Marcas 1 e 3 demonstraram ter grande atividade

ansiolitica, comprovado pelos resultados obtidos no estudo;

. O tratamento com as diferentes marcas de Passiflora tem pouco impacto nos

parametros bioquimicos;

o A administracdo de Passiflora de fabricantes distintos parece manter os niveis
de BDNF no SNC, com excecdo da Marca 1 na dose de 200 mg/kg;

o O perfil fitoquimico das diferentes marcas de Passiflora visualizado pela CCD

sdo muito semelhantes;

. Os parametros fisicos, como peso médio, e microbioldgicos das diferentes
marcas estdo satisfatorios e de acordo com a legislacdo vigente.

Assim, as marcas de fitoterapicos de Passiflora incarnata apresentam um papel
promissor na retencéo e prevencdo dos danos provenientes dos mais variados transtornos de
ansiedade e os testes neurocomportamentais podem e devem ser utilizados como uma opgéo

para o controle de qualidade desta classe de medicamentos.
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