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RESUMO

O género Passiflora comporta mais de 500 espécies, dentre estas algumas sao descritas
em farmacopéias de diversos paises por apresentar atividade ansiolitica e sedativa. Na
regido do Cariri, Passiflora cincinnata Mast. conhecida popularmente como maracujéa-
bravo e demais localidades como maracuja-do-mato. A Passiflora cincinnata ainda é
pouco estudada do ponto de vista quimico, farmacoldgico e toxicoldgico. O presente
trabalho teve como objetivo identificar a constituicdo quimica, além avaliar os possiveis
efeitos centrais do extrato hidroalcodlico das folhas de Passiflora cincinnata (EHFPC)
através de testes comportamentais e neuroguimicos em camundongos. A fitoquimica do
extrato indicou a presenca de flavonodides e taninos. A técnica da cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE) confirmou e revelou a presenca dos metabdlitos secundarios:
acido caféico, &cido galico, acido clorogénico, rutina, quercetina, caempferol, catequina,
epicatequina, quercitrina e acido elagico. O EHFPC apresentou baixa toxicidade in vivo
e sua DLsp € superior a 5000 mg/kg via intraperitonealmente. No teste hipocréatico o
extrato apresentou importante efeito depressor do SNC. Nos testes comportamentais, 0
efeito sedativo do extrato foi confirmado nas doses de 25, 50, 100, 200 e 400 mg/kg, ao
reduzir significativamente o nimero de cruzamentos (NC), de grooming (NG) e rearing
(NR) no campo aberto (CA). No teste para avaliacdo da atividade ansiolitica (Labirinto
em Cruz Elevado — LCE), o efeito ansiolitico do extrato foi observado na dose de 100
mg/kg, ao aumentar o nimero de entradas (NEBA) e o tempo de permanéncia (TPBA)
dos animais nos bracos abertos, de forma semelhante ao diazepam. Esse efeito foi
parcialmente revertido pelo flumazenil, antagonista benzodiazepinico, indicando que o
extrato parece envolver a interacdo com o receptor GABAA. O extrato também
apresentou efeito hipndtico na dose de 400 mg/kg diminuindo a laténcia do sono e
aumentando a duracdo do mesmo em animais pré-tratados com pentobarbital sodico. O
efeito depressor central e neuroprotetor do EHFPC também foi observado em modelos
de convulsdo induzida por pentilenotetrazol (PTZ) e pilocarpina (PILO). No primeiro
modelo, a dose de 100 mg/kg aumentou a laténcia para a primeira convulsdo e
prolongou o tempo de morte dos animais pré-tratados com PTZ. No modelo de
convulsdo induzida por PILO, um efeito semelhante foi observado com a dose de 50
mg/kg do extrato. Neste ultimo caso, o efeito anticonvulsivante foi potencializado na
presenca de atropina, sugerindo que este efeito seja da interacdo de um ou mais
componentes do extrato com o sistema colinérgico, em que no teste de tremores
induzidos por oxotremorina, pode confirmar que o EHPFC age no sistema colinérgico.
No teste de nado forcado, o EHFPC, na dose de 100 mg/kg, reduziu o tempo de
imobilidade dos animais; este efeito foi potencializando na presenca de antidepressivos
classicos como imipramina, fluoxetina e bupropiona. No teste da acinesia induzida por
reserpina, a dose de 25 mg/kg do extrato foi mais eficaz e aumentou o nimero de
cruzamentos dos camundongos. Estes resultados indicam que o efeito tipo
antidepressivo pode estar associado ao aumento da concentracdo de monoaminas
(noradrenalina e dopamina) no sistema nervoso central dos animais tratados com o
EHFPC, que foi confirmada pela analise do conteido de monoaminas e metabolitos no
corpo estriado de camundongos tratados com a dose de 100 mg/kg do extrato. A técnica
da CLAE revelou um aumento nos niveis estriatais de noradrenalina e dopamina,
corroborando com os efeitos comportamentais do extrato. Estes resultados sugerem que
o efeito central do EHFPC parece depender da interacdo de um ou mais componentes do
extrato com os sistemas GABAEérgico, colinérgico e monoaminérgico.

Palavras-chaves: Passiflora cincinnata, maracuja, flavonoides, ansiedade, depressao, convulsao.
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ABSTRACT

The genus Passiflora includes more than 500 species, some of which are described in various
pharmacopoeias of several countries as having anxiolytic and sedative activities. In Cariri,
Passiflora cincinnata Mast. is popularly known as maracuja-bravo (especially in the Araripe) or
maracuja-do-mato (elsewhere in the region). The Passiflora cincinnata is still little studied from
the point of view of its chemistry, pharmacology and toxicology. Thus, the present study aimed
to identify the chemical constitution of the species, besides assessing the possible central effects
of the hydroalcoholic extract of leaves of Passiflora cincinnata (EHFPC) through behavioral
and neurochemical tests in mice. The phytochemical analysis of the extract indicated the
presence of flavonoids, saponins and tannins. The technique of high performance liquid
chromatography (HPLC) confirmed the previous findings and revealed the presence of the
following secondary metabolites: caffeic acid, gallic acid, chlorogenic acid, rutin, quercetin,
kaempferol, catechin, epicatechin, quercitrin and ellagic acid. The EHFPC showed low toxicity
in vivo and its LDs, was found to be greater than 5000 mg/kg when administered
intraperitoneally. In Hippocratic test the extract showed significant CNS depressant action. This
effect was investigated using specific behavioral tests. Initially, in the open field test (OF), the
sedative effect of the extract was confirmed at doses of 25, 50, 100, 200 and 400 mg/kg, by
significantly reducing the number of crossings (NC), grooming (NG) and rearing (NR) of mice.
In the test for evaluating anxiolytic activity (elevated plus maze - LCE ) , the anxiolytic effect of
the extract was observed at a dose of 100 mg/kg , as it increased the number of entries (NEOA)
and length of the time spent (TSOA) by the animals in open arms of the apparatus in a manner
similar to diazepam. This effect was partially reversed by flumazenil, a benzodiazepine
antagonist, indicating that the anxiolytic effect of the extract appears to involve the interaction
with the GABA, receptor. The extract also showed hypnotic effect at a dose of 400 mg/kg as it
decreased the sleep onset and increased its duration in animals pretreated with sodium
pentobarbital. The depressant (and neuroprotective) effect of EHFPC effect was also observed
in models of pentylenetetrazol (PTZ) and pilocarpine (PILO) induced seizure. In the first model,
a dose of 100 mg/kg was more effective in increasing the onset for the first seizure and extend
the time of death of PTZ-pretreated animals. In PILO-induced seizure model, a similar effect
was observed with the dose of 50 mg/kg of the extract. In the latter case, the anticonvulsant
effect was potentiated in the presence of atropine, suggesting that this effect is due, at least in
part, from the interaction of one or more extract components with the cholinergic system, where
in the oxotremorine-induced tremor test can confirm that the EHPFC acts on the cholinergic
system. The EHFPC also showed antidepressant-like effect in animal models for antidepressant
activity. In the first model EHFPC at a dose of 100 mg/kg reduced the immobility time of the
animals as compared to the control group. This effect was potentiated the presence of classical
antidepressants like imipramine, fluoxetine and bupropion. In the reserpine-induced akinesia
test, the dose of 25 mg/kg of the extract was more effective and increased the number of
crossings of the mice as compared to the control group. Taken together, these results indicate
that the antidepressant-like effect may be associated with an increase in the concentration of
monoamines (dopamine and norepinephrine) in the central nervous system of EHFPC-treated
animals. This hypothesis was confirmed by analysis of the content of monoamines and
metabolites in the striatum of mice treated with 100 mg/kg of the extract. The HPLC technique
revealed an increase in striatal levels of norepinephrine and dopamine, corroborating to the
behavioral (antidepressant-like) effects of the extract, as observed in the forced swim and
reserpine-induced akinesia tests. These results suggest that the main effect seems to depend on
the interaction of one or more components of EHPC with the GABAergic, cholinergic and
monoaminergic systems, which explains at least in part the popular use of the plant for the
treatment of disorders of the system central nervous.

Keywords: Passiflora cincinnata, passion fruit, flavonoids, anxiety, depression, seizure.
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1. INTRODUCAO

A regido da Bacia do Araripe € muito conhecida por possuir diversos
registros fosseis, grande reservatdrio aquifero e ecossistemas que misturam caatinga,
cerrado, cerraddo e arvores que se assemelham as encontradas em mata atlantica, o que

muitas vezes ocasionam areas de intensa fragilidade ambiental.

O municipio de Crato, que pertence a esta regido, dispde oficialmente de
duas unidades de conservacdo federal, a Floresta Nacional do Araripe — FLONA
Avraripe e a Area de Protecio do Araripe — APA Araripe, protegida pelo Decreto Lei N°
9.226, de 02 de junho de 1946, sendo esta a mais antiga floresta nacional e situa-se no
extremo sul do Estado do Cearé (Figura 1), possui area de 38.626,32 hectares (CEARA,
2008). A APA Araripe abrange 34 municipios nos Estados do Ceard, Pernambuco e
Piaui, e a Floresta Nacional do Araripe — FLONA. (RIBEIRO-SILVA et al., 2012;
CEARA, 2008).

P Ceard Nova <

L
~.

\
= Chapada do Araripe Bacia Sedimentar do \ N
Araripe l/a\l

Figura 1: Localizacdo da Chapada do Araripe — Crato-CE.

Fonte: Adaptado de Silveira et al, 2012

Passiflora cincinnata Mast. € uma espécie nativa da caatinga, especialmente
do Nordeste brasileiro, com potencial econémico para consumo como alimento
funcional, destacando-se entre as demais espécies do género Passiflora por apresentar

maior longevidade e resisténcia as pragas (bactérias e fungos) (NUNES, 2002; LIMA,
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2011). Esta espécie € facilmente encontrada na regido do Cariri, principalmente em
regides da Chapada do Araripe.

O uso de plantas medicinais para tratamento de sinais e sintomas de diversas
enfermidades refletem a adaptagdo do homem no manuseio e modificagdo dos recursos
naturais para o seu proprio beneficio. Tendo como pratica milenar, passada por
geracOes, a fitoterapia ultrapassou diversas barreiras e obstaculos até a hordienidade,
sendo amplamente utilizada pela populacdo mundial como um recurso terapéutico
eficaz (MULLER, 2006).

As plantas medicinais sdo importantes fontes de moléculas que podem ser
empregadas na producdo de novos medicamentos. De fato, muitos estudos
etnoboténicos e etnofarmacoldgicos tém identificado na natureza uma grande
diversidade de metabdlitos secundarios que constituem uma fonte inestimével para
obtencéo de novos medicamentos (FENNER, 2006, MULLER, 2006).

A pesquisa por moléculas derivadas de produtos naturais com potencial
atividade sobre o sistema nervoso central tem crescido nos ultimos anos. A despeito de
serem facilmente encontrados na natureza, a dificuldade em padronizar métodos que
garantam um controle e qualidade no uso de produtos de origem natural torna dificil
estabelecer uma utilizacdo terapéutica racional desses compostos. Muitas plantas citadas
nos manuais de fitoterapia ainda ndo foram estudadas a fundo e ainda carecem de mais
pesquisas que esclarecam a relacdo entre a composicdo quimica e mecanismo de acao
dos seus constituintes relacionados (COLETA, 2008).

A utilizacdo de agentes psicoativos derivados de produtos naturais para
aliviar transtornos do SNC vem desde os primdrdios da humanidade. Esses agentes
produzem efeitos no sistema nervoso central sobre a emoc¢édo, cognicdo e consciéncia
humana. No mundo ha uma grande variedade de plantas com atividade psicoativa e
varias espécies fornecem uma ampla quantidade de substéncias Uteis que possam
originar novos compostos farmacéuticos para o tratamento de distarbios psicoldgicos.
Os transtornos mentais sdo decorrentes de alteragfes neuroquimicas e, com a finalidade
de tratar esses transtornos, muitos estudos tém sido realizados com plantas com

potencial efeito sobre o sistema nervoso (SENA, 2009). Neste contexto, muitos
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pesquisadores tém isolado metabdlitos secundarios visando a elucidagdo de seus
possiveis mecanismos de acdo e a influéncia destas substancias sobre diferentes vias de
neurotransmissao (SENA, 2009).

Algumas plantas ja tem seu uso padronizado e sdo utilizadas como
fitoterdpicos para o tratamento de alguns transtornos psiquiatricos, devido as
propriedades sedativa e ansiolitica, tais como a Hypericum perforatum (erva-de-Séo-
Jodo), Ginko biloba (ginko), Panax ginseng (ginseng), Melissa officinalis (melissa),
Crataegus oxyacantha (pilriteiro ou crataego), Piper methysticum (kava-kava), Tilia
europaea L (Tilia) e diferentes espécies de Passiflora (maracuji) (SENA, 2009;
COLETA et al, 2001).

Plantas do género Passiflora sdo usadas popularmente como ansiolitico e
sedativo. Passiflora actinia, Passiflora alata, Passiflora edulis, Passiflora incarnata, e
Passiflora quadrangularis sdo as mais espécies mais estudadas, sendo a P.alata a unica
espécie citada na Farmacopéia Brasileira como planta oficial nas 12, 22 e 3?2 edi¢es. A
P. incarnata estd presente na composicdo de diversos medicamentos fitoterapicos de
uso comercial no Brasil como calmante, sendo a espécie que possui maior nimero de

estudos quanto a agdo no sistema nervoso central (PROVENSI, 2007).

Devido a alta incidéncia de ansiedade, depressao e disturbios do sono na
populacdo, o interesse da industria farmacéutica em desenvolver novas drogas a partir
de compostos isolados de plantas medicinais brasileiras aumentou nos Gltimos anos. O
género Passiflora tem sido alvo de muitos destes estudos que vislumbram seu potencial

para o desenvolvimento de farmacos ansioliticos e hipnético-sedativos (SENA, 2009).
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 FAMILIA PASSIFLORACEAE

Nos séculos XVI e XVII a familia Passilforaceae teve a sua primeira citagdo
(a beleza de suas flores chamou atencdo dos colonizadores). Em 1605, o Papa Paulo V
recebeu uma planta e plantou-a em Roma, acreditando que a mesma representava uma
revelacdo divina, pois escritores da época recitavam que a flor representava os trés
cravos usados na crucificacdo de Cristo e, por isso, a planta é conhecida como flor-da-
paixdo (CERVI, 1997 e NUNES, 2002). A figura 2 representa um exemplar da familia
Passifloraceae apresentando caracteristicas morfologicas que evidenciam aspectos das

plantas do género Passiflora.

A familia Passifloraceae possui cerca de 20 géneros e 650 espécies, nativas
de regides de clima tropical e subtropical, ocorrendo principalmente nas Américas, Asia
e Australia. Suas espécies sdo caracterizadas por lianas, herbaceas, trepadeiras, lenhosas
com gavinhas, flores solitarias ou influorescéncia cimosa, frutos comestiveis e a sua
maioria possui propriedades terapéuticas. (BRIZYCK, 1961; CERVI, 1997; NUNES,
2002). Grande parte das espécies pertence ao género Passiflora L. com cerca de 500
espécies, das quais 370 ocorrem somente no continente americano. Considera-se que a
familia pertence a ordem Malpighiales (BENTHAM E HOOKER, 1865; MASTERS,
1871). Ha atualmente, cerca de 79 espécies do género Passiflora no Brasil, distribuidas
em sua maior parte nos estados brasileiros de Sdo Paulo, Santa Catarina e Rio Grande
do Sul (PROVENSI, 2007).
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Figura 2: Caracteristicas morfoldgicas da familia Passifloraceae

a-b: Passiflora alata (a-flor; b-fruto); c: Passiflora cincinnata (flor); d: Passiflora edulis (flor);
e: Passiflora misera (flor); f: Passiflora silvetris (fruto imaturo); g: Passiflora watsoniana
(fruto); h: Passiflora suberosa (flor). Fonte: ARAUJO & ALVES, 2013.

As Passifloras sdo caracterizadas por serem trepadeiras de caule
frequentemente sulcado. Em algumas espécies as folhas tém caracteristicas
arredondadas, j& em outras espécies, as folhas sdo profundamente partidas, com bordos
serrados. Suas flores sdo grandes, de coloracdo vistosa que variam de branco-
esverdeada, alaranjada, vermelho ou arroxeada, dependendo da espécie. O periodo de
floracdo varia de dezembro a abril. O fruto possui caracteristica arredondada, de
coloracédo verde, amarelada, alaranjada ou com manchas verde-claras, variando também
de acordo com a espécie. As sementes sdo achatadas, pretas, envolvidas por um arilo de

textura gelatinosa de coloragdo amarelada e translicida (BARBOSA, 2006).
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Do ponto de vista quimico, as partes aéreas de espécies do género Passiflora
possuem como principais metabdlitos secundarios os alcaldides e flavondides, além de
saponinas, taninos, aminoacidos, lignanas, acidos graxos, glicosideos cianogénicos,
maltol e esterdides. (MULLER, 2006). Os alcaloides ndo sdo o0s constituintes
predominantes nestas espécies e os flavonoides (em especial os C-glicosilados) séo de
grande importancia para o controle de qualidade de fitoterapicos, uma vez que
possibilitam a identificacdo de espécies de Passiflora (MULLER, 2006; BARBOSA,
2006). Oga e colaboradores (1984), através da técnica da Cromatografia de Camada
Delgada (CCD), identificaram a presenca dos seguintes flavonoides na P. alata:
orientina, isoorientina, vitexina, isovitexina e rutina. Estudos realizados com as espécias
P. incarnata, P. edulis, P. alata e P. quadrangularis, identificaram outros flavondides, a

saber: vitexina, isovitexina, orientina e isoorientina.

As plantas do género Passiflora, conhecido no Brasil como maracuja,
destacam-se pelo fato de apresentarem varias atividades farmacologicas. As partes
aéreas sdo tradicionalmente empregadas por suas propriedades sedativa, ansiolitica e
anti-espamodica. No Brasil, algumas espécies de Passiflora apresentam frutos
comestiveis, a saber: Passiflora edulis (casca roxa), a Passiflora alata Dryander
(maracuja-doce) e Passiflora edulis variedade flavicarpa (casca amarela); esta Gltima é
conhecida popularmente como maracuja amarelo ou maracuja de suco e representa a
espécie de maior cultivo e comercializacdo no Brasil. No entanto, é importante ressaltar
que nem todas as espécies sdo comestiveis, pois possuem elementos toxicos
(BARBOSA, 2006; MULLER, 2006).

Atualmente, um namero consideravel de espécies de Passifloras é utilizado
como drogas oficinais em farmacopéias de diversos paises (BARBOSA, 2006), devido
as propriedades sedativa e ansiolitica, comuns ao género em questdo. Um exemplo disso
¢ a P. incarnata, cujo uso € descrito nas farmacopeias da Suica, Franca, Egito e
Alemanha. Esta espécie, entretanto, é pouco difundida pelo Brasil por possuir sabor

amargo, mas se adapta bem ao clima tropical brasileiro (VILLAS-BOAS, 2007).

Segundo ZUANAZZI apud SIMOES (2000) e SENA (2009), o género
Passiflora (maracuja) possui as seguintes atividades farmacol6gicas (ja testadas em

modelos experimentais): calmante, sedativa, antiespamddica, ansiolitica e hipnotica.



25

Estes efeitos farmacoldgicos parecem ser decorrentes da presenca de alcaldides e,
principalmente, flavondides, que apresentam efeito modulador sobre sistema nervoso
central (PROVENSI, 2007). Sabe-se que alguns flavondides que apresentam o ndcleo
flavona possuem afinidade para receptores benzodiazepinicos (COLETA, 2008), o que

pode justificar os efeitos farmacoldgicos anteriormente citados.

A tabela 1 apresenta um panorama geral dos estudos realizados com
diversas especies de Passiflora (P. actinia; P. alata; P. cincinnata; P. edulis; P. edulis
variedade flavicarpa; P. incarnata; P. quadrangulares; P. serratodigitata), enfatizando
os testes farmacoldgicos realizados com preparacfes diversas desses vegetais e seus

respectivos efeitos farmacologicos.



Tabela 1:

ESPECIE/ PARTE TIPO DE
DA PLANTA

PREPARACAO

Espécies de Passifloras e testes farmacoldgicos.

TESTE FARMACOLOGICO

RESULTADOS OBSERVADOS REFERENCIA
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P. edulis/ folhas

P. alata /Folhas

Extrato Aquoso

Extrato Aquoso

- Campo aberto

- teste da catalepsia

- tempo de sono induzido por
pentobarbital

- convulsdo por cardizol e por
eletrochoque méximo convulsivo
(EMC)

- toxicidade aguda e DL50

- tempo de sono induzido por
pentobarbital

- convulsdes induzidas por
pentilenotetrazol

-analgesia

- atividade locomotora espontanea

- diminuicdo da movimentacao
esponténea a partir de 15 minutos.
-aumento do tempo de catatonia

- aumento do tempo de sono na
dose de 20mg/Kg

- presenca de alcaloides do tipo
Harmana, vitexina, isovitexina e
isorientina

na fracdo rica em flavonoides

- efeito letal em doses superiores a
432 mg/kg (morte em 24 h)

- DL50: 456mg/kg

- aumento tempo de sono e
diminuigdo da laténcia

- atividade anticonvulsivante
(aumento da laténcia e aumento
do tempo de vida)

- sem efeito analgésico

- 150 mg/kg reduziu atividade
motora, antagonizada por
anfetamina

Valle e Leite, 1983

Ogaetal, 1984




P. incarnata/ folhas
e talos

Extrato Etandlico; fracédo
de éter de petréleo; fracdo
butandlica; fracdo aquosa.

- teste tail flick

- teste da placa
quente

- vocalizacédo

- limiar convulsivo
PTZ

- sono barbitdrico
- locomocgdo em
caixa de atividade
- toxicidade aguda

- aumento da laténcia para
convuls&o e sobrevivéncia

- aumento da laténcia para reacao
ador

- aumento tempo de sono (s6 a
fracdo 111 que néo obteve o
aumento do sono)

- diminuig&o da locomogao caixa
atividade

- toxicidade aguda > 900 mg/kg

Speroni e Minguetti,

1988

P. edulis/ folhas

P. incarnata/ partes
aéreas

Extrato aquoso e chas

Extrato etandlico; Extrato
seco; multifracdes

- sono barbitdrico
- teste da barra
giratéria
eletrocorticograma
- convulséo
induzia por PTZ
- toxicologia

- efeito hipnotico
humano agudo

- toxicologia
Humana

- atividade
locomotora
espontanea (caixa
de atividade)

- sono barbitdrico
- limiar convulsivo
e morte por PTZ

- cha via i.p. aumento do tempo de
sono

- ndo houve alteracdo no rota-rod
- ndo houve alteracdes EEG

- ndo houve efeito nas convulsdes
por PTZ

- aumento das enzimas sericas
apos tratamento 60 dias

- alterou algumas medidas séricas
em voluntérios

- sem efeitos hipnédticos em
voluntéarios

- sem alteracdo ECG voluntarios
- etandlico diminuicgdo da
atividade na dose de 125mg/Kg
I.p. e na dose de 250mg/Kg v.o.

- multifragdo: diminuicdo da
atividade na dose de 60 mg/kg

- multifragdo: aumento do tempo
de sono dose de 60 mg/kg

Maluf et al, 1991

Speroni et al, 1996
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- multifracdo: aumento da laténcia
inicio convulsdes

P. incarnata/partes
aéreas

Extrato hidroetandlico;

extrato aquoso; mistura de
compostos purificados da

- teste da escada
(hidroetandlico e
aquoso doses:

- aquoso: sedativo nas doses 400
mg/kg e 800 mg/kg (diminuicao
da atividade no

Soulimani et al,
1997

planta 3,6,25,100,400 e staircase e na exploracéo livre)
800 mg/kg; - aquoso: aumento do tempo de
alcaloides+maltol sono na dose 800
e flavonoides+maltol) - flumazenil ndo modificou a
- claro-escuro atividade do extrato no teste da
(hidroetandlico escada
doses: 100,200,400 - hidroetanolico: sem efeitos
e 800 mg/kQ) sedativos; aumento do tempo e
- exploracdo livre levantamentos no claro e atividade
(aquoso doses: na dose 400 mg/kg
25,100,400 e 800 e - as misturas de alcaloides e
hidroetandlico flavonoides com maltol néo
dose de 800) exibiram nenhum efeito no teste
- Sono por da escada
pentobarbital
(aquoso e
hidroetandlico
doses de 400 e
800)
P. incarnata/ ndo Na&o indicado Abstinéncia a opiaceos Reducdo dos sintomas fisicos e Akhondzadeh et al,
citou mentais da abstinéncia 2001a
P. incarnata/nao Né&o indicado Transtorno de - eficacia comparada ao oxazepam Akhondzadeh et al,

citou

ansiedade
generalizada

no TAG
- auséncia de prejuizos ao

2001b
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P. edulis/folhas

Extrato aquoso

(TAG)

- labirinto em cruz
elevado

- teste do campo
aberto

- teste do arame

desempenho profissional
- a infusdo das folhas de P. edulis
ndo apresentou nenhum efeito

Coleta et al, 2001

P. incarnate e P.
edulis/ partes aéreas

Fracdo benzoflavona

- labirinto em cruz
Elevado

- efeitos de P. edulis e P. incarnata
sdo diferentes

- P. incarnata metandlico
apresentou efeitos equivalentes
aos produzidos por diazepam

- P. incarnata é a espécie
medicinalmente interessante

Dhawan et al, 2001a

P. incarnata/ folhas
e

peciolos,

talos e

gavinhas,

flores

incluindo

botdes,

raizes

P. incarnata/ partes
aéreas

P. alata e P. edulis

Fracdo benzoflavona

Fracdo benzoflavona

Extrato aquoso

- labirinto em cruz
Elevado

-Labirinto em cruz elevado

- cromatografia
- labirinto em cruz
Elevado

- as raizes de P. incarnata, por
serem desprovidas de efeitos,
agem como adulterantes

- presenca de flores e talos
também é indesejavel

- somente folhas apresentam
resultados tipo-ansioliticos

-extrato metanélico aumentou a
atividade ansiolitica na dose de
100mg/Kg

- espectro UV de P. edulis e P.
alata similares

- P. edulis: quase 2 x mais
flavondides que P. alata

Dhawan et al, 2001b

Dhawan et al, 2001c

Petry et al, 2001
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- P. edulis: vitexina, isovitexina,
orientina e isorientina. P. alata ndo
- triterpenoides somente em P.
alata

- sem crisina

- P. alata (100 e 150 mg/kg) e P.
edulis (50, 100 e 150 mg/kg)
aumento tempo nos bragos abertos

P. edulis/folhas

Extrato hidroetandlico

- teste do campo
aberto

- sono induzido
por pentobarbital

- teste da catatonia

- diminuiu locomocao

- aumentou o tempo de sono
apenas no tratamento ip

- produziu catatonia

-efeito depressor central

Bruschi et al, 2002

P. alata e P.
edulis/folhas

P. incarnata/partes
aéreas

Extrato aquoso

Fracéo benzoflavona

- CLAE
- labirinto em cruz
Elevado

- tratamento
cronico com etanol
e labirinto

- [Jaumento tempo bragos abertos
(maiores doses)

- aumento nimero de entradas
bracos abertos (maiores doses)

- atividade tipo-ansiolitica

- EA das folhas de P. edulis com o
dobro de flavonoides de P. alata

- preveniu a dependéncia ao alcool
e diminuiu a ansiedade ap0s a
abstinéncia

- diminuicao do desenvolvimento
e da expressdo da dependéncia

- animais tratados ndo
manifestaram

comportamento de desejo do
alcool

De-Paris et al, 2002

Dhawan et al, 2002a
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P. incarnata/partes  Fragdo benzoflavona - tratamento - animais que receberam a fracdo ~ Dhawan et al, 2002b
aeéreas durante 6 dias com desenvolveram menos tolerancia e
a9-THC dependéncia

- diminuig&o dos sintomas de
abstinéncia

P. incarnata/partes
aéreas

P. incarnata/nao
indicado

Fracdo benzoflavona

Extrato seco (capsulas de
Sedanxio® - 200mg)

- tratamento com
DZP durante 21
dias e atividade
locomotora

Ansiedade generalizada e
insonia

- tratamento repetido com fragéo

(21 dias) ndo produziu
dependéncia

- bloquearam os efeitos de
abstinéncia ao DZP

-efeito ansiolitico com auséncia de

miorelaxamento.

Dhawan et al, 2003

Ansseau, 2004

P. incarnata/ndo
indicado

N3&o indicado

- transtorno de déficit de
atencdo e hiperatividade

- Eficacia comparada ao
metilfenidato no TDAH

Akhondzadeh et al,
2005

(TDAH) -melhora j& na segunda semana
- auséncia de diminuicéo de
apetite e ansiedade

- sem diferencas entre os dois

grupos nos efeitos colaterais.

P. incarnata /partes  Extrato etandlico - hipermobilidade - diminuicg&o da hiperatividade Capasso e

aéreas induzida por induzida pela anfetamina Sorrentino, 2005
anfetamina - kava kava + passiflora diminuiu
- sono induzido ainda mais
por pentobarbital - tempo de sono aumentado em
53%
P. actinia/folhas Extrato Hidroetandlico; catalepsia - todos os extratos e fragoes Santos et al, 2005
Extrato metanolico; induzida por testados produziram catalepsia na
fragcéo aquosa; haloperidol dose de 300 mg/kg, exceto fragéo

fracbes A e C: aquosa, que produziu na dose de




P. incarnata/partes
aéreas

Extrato aquoso

- modelo sono
interrompido

- registro de EEG e
EMG

100 mg/kg

- efeitos atribuidos a presenca de
saponinas e nao flavonoides

- extrato de P. incarnata ndo
apresentou efeito nem na laténcia
para o inicio do sono nem nos
padrdes de EEG e EMG

Shinomiya et al,
2005

P. edulis/folhas

Infusdo aquosa;
fracdo rica em
flavonoides.

- labirinto em cruz
elevado

- analise por
CLAE

- teste de esconder
as esferas

- teste do arame
para avaliagdo
motora

- resultados significativos ap6s 60
minutos e nao significativos ap6s
90 ou 120 min

- dose de 230 mg/kg diminuiu o
tempo e 0 numero de entradas nos
bragcos

abertos; aumentou o tempo gasto
em esconder as esferas; sem
alteragbes motoras

- a fragdo rica em flavonoides
aumentou o tempo e o0 numero de
entradas nos bracos abertos na
dose de 100 mg/kg e reduziu o
tempo gasto em esconder esferas,
mas com ligeiro déficit motor

Coleta et al, 2006

P. edulis e P.
alata/folhas

Extrato aquoso

- labirinto em cruz
Elevado
- cromatografias

- P. alata (800 mg/kg) e P. edulis
(400 e 800 mg/kg) aumento n°
entradas e tempo nos bragos
abertos

- auséncia de crisina em ambos 0s
extratos

- extratos com perfis diferentes de

Reginatto et al, 2006
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P. actinia/folhas Extrato metandlico; fracdo - labirinto em cruz
hexénica e elevado
Extrato aquoso - teste do campo
Aberto

- metanolico (300 e 600 mg/kg) | Santos et al, 2006
entrada e tempo nos bragos
abertos, e levantamentos e
cruzamentos no

campo aberto (efeito sedativo)

- fragdes A,B,C: | [atividade
geral

- aquoso (30 mg/kg): efeito
ansiolitico seletivo

- efeito ansiolitico e sedativo na
dependéncia do tipo de extrato e
da dose




34

hidroetanolico: diminui o
congelamento e aumenta
levantamento e ambulacéo
periférica total

- placa perfurada: hidroetandlico
diminui o tempo e o numero de
imers@es de cabeca

P. actinia/folhas

Extrato metanodlico e
Hidroetanélico.

- labirinto em cruz
elevado

- sono induzido
por pentobarbital

- esquiva inibitoria
step down

- teste do campo
Aberto

- tratamento agudo de HE (300 e
600 mg/kg) e ME (100 e 300
mg/kg): aumento do numero de
entrada e tempo de permanéncia
nos bracos abertos

- flumazenil bloqueou os efeitos
- trat. repetido ME: aumento da
exploracdo nos bragos abertos,
mas HE ndo

- ME e HE aumento do tempo de
sono (ME +)

- sem efeitos no step down

- campo aberto: HE (300 mg/kg)
diminuicdo dos levantamentos

Lolli, L.F. et al,
2007

P. incarnate/ folhas,
frutos e flores

Extrato hidroetandlico

- convulsdo por
PTZ

- dose de 0,4 mg/kg aumenta
alaténcia e diminui duragéo das
convulsdes

- dose de 0,2 mg/kg apenas
aumenta a laténcia

- acao dose-dependente de
protecdo as convulsdes

- flumazenil reverteu os efeitos

Nassiri-Asl et al,
2007




- naloxona reverteu os efeitos
apenas na duragdo, ndo afetando a
laténcia

- papel importante dos receptores
BZDs na acdo anticonvulsivante e
envolvimento de receptores
opioides

P. alatae P.
edulis/folhas

Extrato aquoso - labirinto em cruz
elevado
- esquiva inibitoria
- campo aberto

- ambos 0s extratos aumento do
tempo depermanéncia nos bragos
abertos

- auséncia de efeitos sobre a
esquiva inibitoria

- sem alteracGes no campo aberto
- efeito tipo ansiolitico sem
prejuizo de processos de memdria

Barbosa et al, 2008

P. incarnata/partes
aéreas

P. edulis variedade
flavicarpa/Partes
aéreas

Extrato hidroetandlico - Labirinto em cruz elevado
-campo aberto
-analise por HPLC

Extrato aquoso - teste da transicéo claro-
escuro;
- teste do sono induzido por

- presenca dos falovondides
homoorientina, vitexina,
isovitexina, orientina

- aumento do tempo nos bragos
abertos do labirinto na dose de
375 mg/kg (curva em U invertido)
- flumazenil bloqueou esse efeito
e WAY-100635 nédo bloqueou o
efeito

- efeitos ansioliticos mediados
pelo sistema GABAérgico
-atividade ansiolitica

-atividade antidepressiva
-atividade neurofarmacoldgica

Grundmann et al,
2008

Sena, 2009
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éter;

- teste da suspensdo pela
cauda;

- testes das convulsdes
induzidas por
pentilenotetrazol,

- analise fitoquimica;
-isolamento dos compostos
dos extratos que possuem
atividade
neurofarmacologica;

dos flavondides C-glicosilados
- atividade hipndtico-sedativa sem

causar prejuizo motor em
camundongos

P. edulis/cascas

Farinha da casca
acrescentada na racdo
(25%).

- teste de inducéo de
diabetes com
estreptozootocina

- reducdo de 145% dos valores
iniciais da glicemia no grupo de

animais que receberam dieta

contendo farinha do maracuja.

Rockenbach, 2007

P. cincinnata/folhas

P. actinia Hooker/
folhas

Extrato hidroalcéolico

extrato hidroalcéolico;
metanolico;

sub-extrato metanol-agua;
fracdo alcaldide;

Fracdo alcaldide-

- efeito agudo e cronico do
extrato sobre o extresse
oxidativo em animais
submetidos a exercicio
fisico.

- Labirinto em Cruz
Elevado;
- Campo aberto;

- Teste de catalepsia

- na dose de 200mg/Kg, apos 8

dias de tratamento preveniu a
lipoperoxidagéo do aparelho

urinario, sanguineo, hepatico e

cardiado.

- prevencdo de lesbes oxidativas e
proteinas hepaticas produzidas

pelo exercicio fisico.

Aumento do tempo bragos abertos
- Aumento no numero de entradas

bracos abertos
(maiores doses)
- atividade tipo-ansiolitica

Lima, 2011

Santos, 2003
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flavondide.

P. alata Curtis / Extrato seco, com 2,6 % - Teste de potencializagdo - potencializou o tempo de sono; Fenner, 2006
folhas de flavonoides; do sono barbiturico; -houve um aumento do tempo de

- Teste de locomogdo no permanéncia nos bragos abertos

campo aberto; - sem alteracGes no campo aberto

- coordenagdo motora; - efeito tipo neuroprotetor;

- inducdo de catatonia; - baixa toxicidade;

- Labirinto em Cruz - n&o provocou alteragdes na

Elevado; temperatura corporal

- Convulsdo por PTZ;
- Temperatura corporal;
-Toxicidade aguda.

P. alata Curtis/ - Tempo de Sono; - potencializou o tempo de sono; Provensi, 2007
folhas - Extrato hidroalcoolico; - Labirinto em Cruz -ambos os extratos aumentaram o
- Fracédo de soponinas; Elevado; tempo de permanéncia nos bragos
- FracGes de Flavonoides. - Campo aberto; abertos
- Rota Rod, - sem alteracGes no campo aberto
- Convulsdo induzida por - efeito tipo neuroprotetor;
PTZ. - ndo apresentou alteragdes no
efeito locomotor
P. cincinnata - experimental - Toxicidade; - baixa toxicidade; Siebra, 2013
Mast./folhas - fitoquimico - Atividade gastroprotetora; - atividade gastroprotetora
- ratos wistar e - Cicatrizacao. siginificativa;
camundongos swiss - atividade cicatrizante
- 50, 100 e 200 mg/Kg.
P. edulis Sims / 10g da farinha do - Teste de toxicidade clinico - A farinha apresentou baixa Medeiros et al, 2009
casca do fruto maracuja na toxicidade

alimentacéo/dia.
P. edulis Sims / Extrato etanélico - DL50; O Extrato etanolico possui Rojas et al, 2006.




P. edulis Sims / Extrato liofilizado do
frutas suco.

P. edulis  Sims Hidroalcoolico
/Folhas

- Testes do efeito anti- - o Extrato do suco apresentou Rojas et al, 20009.
hipertensivo efeito anti-hipertensivo.

- Analise morfologica do - Apresentou um processo de Gongalves-Filho,
tecido da bexiga em ratos, cicatrizacdo siginificativo 2006
apos procedimento

cirdrgico.
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2.2. PASSIFLORA CINCINNATA MASTERS IN GARDNER, CHRON

Passiflora cincinnata Masters in Gardner, Chron foi descrita em 1868 por
Masters. e possui varias denominacGes por parte da populacdo: flor-da-paixdo,
maracuja, maracuja-brabo, maracuja-cultivado, maracuja-de-boi, maracujé-do-mato e
maracuja-muchila (MASTERS, 1871; NUNES, 2002).

Do ponto de vista boténico, Passiflora cincinnata apresenta as seguintes
caracteristicas: trepadeira lenhosa; caule cilindrico, estriado, velutino; gavinhas
presentes. Estipulas medindo de 9-10 x 1 mm, persistentes, inteiras, linear-subuladas,
margem serrilhada. Peciolo 1,5 a 5 cm de comprimento; glandulas pateliformes, sésseis,
situadas na porc¢do basal do peciolo; lamina membranacea, lobada a partida, lobada nas
folhas jovens, nervacdo reticulada; lobos oblongos, éapice mucronulado, margem
crenada a serrilhada, face abaxial levemente pubescente a glabra. Pedinculo 2-8 cm de
comprimento, levemente pubescente; bracteas 2,4 x 1,5-2,5 cm, persistentes,
verticiladas situadas na porcdo distal do pedunculo, foliaceas, oval-lanceolada, com
glandulas na base (MASTERS, 1871; CERVI, 1997).

Flores 8-12 cm de diametro., solitarias; hipanto ca. 7 mm comprimento,
curto-campanulado, glabro; sépalas 2,8-3,2 x 1-2 cm, carnosas, face externa verde, face
interna roxa ou violacea, oblongo-lanceoladas, carenadas, aristadas no apice da carena,
corno 2-3 mm de comprimento; pétalas 2,5-3 x 8-10 cm, membranaceas, violaceas,
linear-lanceoladas; filamentos da corona em varias séries, violaceos, com faixas rosadas
e alvacentas proximas ao meio, os das duas séries mais externas ca. 3,5 cm de
comprimento, maiores do que as sépalas, com apice frisado, os das duas séries mais
internas mais curtos, ca. 0,5 cm de comprimento, séries intermediarias com filamentos
curtos, azul-claro; opérculo membranoso com é&pice filamentoso, branco; anel
nectarifero presente, amarelado; limen cupuliforme, envolvendo a base do
androginéforo; androginéforo 2-3,5 cm de comprimento, verde-claro com manchas
vinaceas; filetes verdes, com manchas vinaceas; anteras amarelas, com face dorsal verde
com manchas vinaceas; ovario globoso, verde-claro, glabro; estiletes verdes com
manchas vinaceas; estigmas verde-escuro. Baga ca. 5 x 3-4 cm, globosa, verde-escura,
glabra. Sementes ca. 5-6 x 4 mm, ovadas, reticuladas, foveoladas (MASTERS, 1871,
CERVI, 1997; NUNES 2002). A Passiflora cincinnata pode chegar até 4,5 metros de
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comprimento, com gavinhas espiraladas. Os frutos sdo bagas ovoides e suas sementes
séo ovais e negras (COELHO, 2009).

Passiflora cincinnata é uma espécie com distribuicdo ampla na América do
Sul, do leste do Brasil até o oeste da Bolivia. No Brasil ocorre desde o Paré até S&o
Paulo. E encontrada praticamente em diferentes ecossistemas, mas ocorre
preferencialmente nas regiGes de capoeiras e vegetacdo secundaria das caatingas,
agreste e brejos de atitude do Nordeste nos estados de Alagoas, Bahia, Pernabuco e
Paraiba. Floresce durante quase todo o ano. Muito apreciada por seu fruto de sabor
agridoce, € muitas vezes cultivada em pequena escala para producgéo de suco, visando o
abastecimento de mercados locais (BARBOSA, 2006; NUNES, 2002). Seu cultivo é
vantajoso por sua natureza perene e resisténcia a seca, desenvolvendo-se nos mais
diversos solos da regido semiarida, em condicBes absolutas de sequeiro. Seus frutos,
isentos de agrotoxicos e de sabor exdtico, ja sdo comercializados em pequenas feiras
livres de varios municipios do semiarido brasileiro, embora sua produtividade, de cerca
de nove toneladas por hectare seja considerada bem menor do que a do maracuja-
amarelo (ARAUJO, 2007).

Figura 3: Ramos da Passiflora Cincinnata Mast. Fonte: Oliveira, L.R. (2013).
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A espécie P. cincinnata Mast. é polimorfa, com frutos de forma e tamanho
variavel e ampla distribui¢do pelo Brasil. Tem sido utilizada por populacgdes tradicionais
para fins nutricionais, ornamental e medicinal (ZUCARELLI, 2007) e segundo Oliveira
e Ruggiero (2005), tém grande resisténcia a patdgenos sistémicos que afetam outras

espécies de Passiflora.

Apesar do amplo uso como anti-inflamatdrio, anti-hipertensivo, sedativo,
hipnotico e antigripal, P. cincinnata Mast. € uma espécie presente na Regido do Cariri
que ainda é pouco estudada do ponto de vista quimico, farmacolégico e toxicologico.
Evidéncias baseadas na literatura tém apontado os flavonoides como sendo 0s principais
responsaveis pelos efeitos centrais atribuidos as muitas espécies de Passiflora. Esta
observacdo, associada ao fato de que os compostos utilizados clinicamente para o
tratamento de ansiedade, distdrbios do sono e crises convulsivas, a saber, 0s
benzodiazepinicos, sdo dotados de importantes efeitos indesejados (relaxamento
muscular, amnésia anterograda, prejuizo no desempenho psicomotor, dependéncia,
incompatibilidade com alcool e tolerancia), levou ao desenvolvimento do presente
estudo, que vem comprovar a eficadcia de P. cincinnata Mast. no tratamento de
desordens do sistema nervoso, através de testes farmacolégicos pré-clinicos especificos.
Espera-se, portanto, que este trabalho possa contribuir de forma significativa para um
melhor conhecimento da espécie e de suas potencialidades terapéuticas, comprovando
cientificamente os efeitos farmacol6gics ja descritos pela populacdo, através da
elucidacdo do possivel mecanismo de acdo da planta e de possiveis efeitos tdxicos,

legitimando, assim, a sabedoria que existe por tras da medicina popular.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos comportamentais e neuroquimicos da administracdo aguda do extrato
hidroalcodlico das folhas Passiflora Cincinnata Mast. em camundongos

3.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Realizar a prospeccdo fitoquimica do extrato hidroalcodlico das folhas
Passiflora Cincinnata Mast. (EHFPC), a fim de identificar os metabdlitos
secundarios presentes no material vegetal;

e Determinar os principais metabdlitos secundarios presentes no EHFPC através
da técnica da cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE);

e Realizar o teste hipocratico para avaliar o perfil de efeitos obtidos com a
administracdo intraperitoneal de doses crescentes do EHFPC;

e Determinar a DLsg e identificar possiveis sinais de toxicidade aguda em animais
tratados com EHFPC;

e Avaliar os efeitos centrais da administracdo aguda do EHFPC em camundongos
submetidos aos seguintes testes comportamentais: campo aberto (CA), labirinto
em cruz elevado (LCE), potencializacdo do tempo de sono induzido por
pentobarbital, convulsdes induzidas por pentilenotetrazol (PTZ) e pilocarpina
(PILO), tremores induzidos por oxotremorina (OXO), nado forcado (NF) e
acinesia induzida por reserpina;

e Determinar a concentragdo de monoaminas e metabolitos em corpo estriado de
camundongos tratados com EHFPC, através da técnica de CLAE;

e Sugerir um possivel mecanismo que explique as a¢des centrais do extrato.
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4. METODOLOGIA

4.1. MATERIAL

4.1.1. Material vegetal e Identificacdo do Espécime Boténico

O material vegetal (folhas de Passiflora Cincinnata) foi coletado na regido
de cerraddo e cerrado, na Chapada do Araripe, em Crato-CE, Brasil, estando de acordo
com o processo e licenga do SisBio sob N° 33738-2 (Anexo 1). A coleta foi realizada no
Sitio/Fazenda Barreiro Grande (07° 21°44,0”"S e 39°28°41,0""W, com altitude de 901m
acima do nivel do mar), situado no municipio de Crato-CE e com proximidade de 65,9
km do municipio de Serrita - PE (Figura 4). As informacGes foram obtidas através de
aparelho GPS.

© 2013 Maplink/Tele Atlas

Image © 2013 DigitalGlobe GO ‘jllf eartt

Data dasiimagens: 8/29/2009 @ | 2006 | 7°21'38.79"S 39°28'92.11"0 elevit304dm ponto de visao 1.32 km O

Figura 4: Localizacdo geografica do Sitio Barreiro Grande, municipio de Crato-CE.
Fonte: Google Earth, 2013 — acessado em 14 de Junho de 2013.
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Uma amostra do vegetal foi selecionada, coleta e identificada com o auxilio
de um taxonomista vegetal (DI STASI, 1996). Um exemplar da espécie foi catalogada e
depositada no Herbario Caririense Déardano de Andrade Lima — HCDAL da
Universidade Regional do Cariri — URCA registrado sob N° HCDAL 8284 (Figura 5;
Anexo 2).

Figura 5: Exsicata da espécie depositada no Herbario Caririense Dardano de Andrade
Lima. Fonte: Oliveira, L.R., 2013.

4.1.2. Drogas e reagentes

Os reagentes de padréo analitico utilizados neste trabalho foram obtidos das
companhias Sigma (St. Louis, MO, E.U.A.), Merck (Darmstadt, Germany), Reagen
(Rio de Janeiro, RJ, Brasil) e Synth (Diadema, S&o Paulo, Brasil) e mantidos em
condi¢des conforme as informagdes dos fabricantes. As drogas que foram utilizadas
neste trabalho estdo listadas na tabela 2, de acordo com sua procedéncia e uso,

respectivamente.



Tabela 2. Drogas e reagentes utilizados
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DROGAS/SOLVENTES PROCEDENCIA uSoO

Atropina INC, Biomedicals Utilizado como antagonista
colinérgico muscarinico.

Diazepam Unido Quimica, Brasil Utilizado como padréo para
efeito ansiolitico, hipnotico e
anticonvulsivante.

Flumazenil Unido Quimica, Brasil Utilizado como antagonista
benzodiazepinico.

Imipramina Cristalia Farma, Brasil Utilizado como padréo para

Pentilenotetrazol

Fluoxetina

Bupropiona

Oxotremorina

Pilocarpina

Reserpina

Pentobarbital

Alcool etilito PA

Sigma Chemical, Co, USA

Medley, Brasil

Eurofarma, Brasil

Sigma Chemical, Co, USA

Sigma Chemical, Co, USA

Sigma Chemical, Co, USA

Syntec do Brasil/AS, Brasil

efeito antidepressivo.
Utilizado como droga
convulsivante.

Utilizado como droga padrao
para efeito antidepressivo.
Utilizado como droga padrao
para efeito antidepressivo.
Utilizado como droga agonista
muscarinica para inducdo de
tremores.

Utilizado como droga
convulsivante.

Utilizado como droga padrao
para inducdo da depresséo
quimica.

Utiizado como anestésico/
sedativo/hipnético para inducao
do sono.

Solvente utilizado para a

formulacéo dos extratos
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4.1.3. Animais e aspectos éticos da pesquisa

Foram utilizadas camundongos Swiss albinos fémeas (Mus musculus), com
peso medio de 25 g, provenientes do Biotério da Faculdade de Medicina Estacio de
Juazeiro do Norte (Estacio/FMJ). Os animais foram mantidos no Biotério Experimental
da URCA, em conformidade com as normas e procedimentos de biosseguranga para
biotérios (CARDOSO, 1998-2001) e bioéticas (BAZZANO, 2006), acondicionados em
gaiolas de polipropileno em ambiente com temperatura de 23 + 2 °C, ciclo claro/escuro
de 12 h e com &gua e racdo ad libitum (LAPA, et al, 2008). Todos 0s experimentos
foram realizados de acordo com o Guide for Care and Use of Laboratory Animals —

National Institutes of Health Guide.

Os protocolos experimentais com animais foram desenvolvidos mediante
aprovaco do Comité de Etica. Para tanto, a proposta da pesquisa esta em conformidade
e foi conduzida em estrita obediéncia com as normas e diretrizes bioéticas vigentes para
ensaios envolvendo seres vivos humanos (Resolucdo N° 196/1996 e 301/2000 do
Conselho Nacional de Satude — CNS), animais ndo-humanos (Guide for the care and use
of laboratory animals, do NIH - National Institute of Health-EUA, 1996; Lei Federal N°
11.794/2008; Principios Eticos da Experimentacdo Animal do Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal — COBEA); e integridade da fauna e flora (Lei Federal N°
9605/1998) (BAZZANO, 2006; MACHADO et al, 2006; BRASIL, 2008; BRASIL,
1998). Todos os procedimentos adotados foram estabelecidos de acordo com o decreto
n°. 24.645 de 10 de julho de 1934 que asseguram os direitos dos animais, estabelecendo
medidas de protecdo aos mesmos, e conforme a lei n °. 6.638 de 8 de maio de 1979, que
normatiza as praticas didatico cientificas da vivisse¢cdo de animais (BRASIL,
1934; BRASIL, 1979). A Lei 6.638 de 8 de maio de 1979 dispde sobre a composi¢ao
do CONCEA, estabelece as normas para o seu funcionamento e de sua secretaria
executiva cria o Cadastro das Instituicdes de Uso Cientifico de Animais — CIUCA,
mediante a regulamentacéo da Lei 11.794, de 08 de outubro de 2008 (Lei Arouca), que

dispde sobre procedimentos para o uso cientifico de animais.

O projeto foi submetido & aprovacio pelo Comité de Etica em Pesquisa em
Animais da Universidade Regional do Cariri — URCA (CEUA) credenciado pela
Comiss&o Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP), pelos termos da Portaria 196/96 do
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Conselho Nacional de Saude. Mediante submissdo, foi concedida a aprovacdo do
projeto para realizacdo do estudo sob parecer de processo N° 19/2012 (Anexo 3).

4.2. METODOS

4.2.1. Obtencao do extrato hidroalcodlico das folhas de Passiflora cincinnata

Inicialmente as folhas de Passiflora cincinata foram lavadas em agua
corrente a fim de se retirar possiveis sujidades e, em seguida, foram expostas ao sol para
secar, posteriormente foram pesadas com aproximadamente 742 gramas e em seguida
maceradas. O solvente para obtencdo dos extratos foi preparado a partir de agua
destilada e etanol a 96%, na proporgdo de 1:1, em quantidade suficiente para que o
material seco pudesse ficar totalmente imerso na solucdo extratora. Em seguida a
extracdo, o material recebeu dupla filtracdo em camada de algodao, sendo entdo levado
ao rotaevaporador para remocdo do solvente etandlico. O material remanescente desta
separacgdo foi posto em banho-maria para garantia da eliminacdo do excedente etanolico
e foi posteriormente congelado. Uma vez congelado, o extrato foi levado ao liofilizador
e entdo, seu rendimento foi calculado, totalizando aproximadamente 134g do liéfilo
(Figura 6).
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4.2.2. Prospeccao fitoquimica do EHFPC

Trezentos miligramas (300 mg) do EHFPC foram solubilizados em 30 mL
de uma mistura de etanol e agua. Aliquotas de 3 mL da solucdo obtida foram
distribuidas em seis frascos de vidro e enumeradas de 1 a 6 para a analise do contetdo
fitoquimico do extrato.

Teste para fendis e taninos: no frasco 1 foram adicionadas 3 gotas de solucdo alcodlica

de FeCls. Apos agitagdo, o resultado obtido foi comparado com um teste “branco”
(mistura de &gua e FeCls). O surgimento de coloragdo variavel entre azul e vermelho
evidencia a presenca de fendis, quando o teste “branco” for negativo. Havendo
precipitado escuro de tonalidade azul indica presenca de taninos pirogalicos (taninos
hidrolizaveis) e tonalidde verde indica presenca de taninos flobabénicos (taninos
condensados ou catéquicos). Para comprovar a presenca de taninos, fez-se uso do teste
de precipitacdo de gelatina, devido a habilidade desses compostos em interagir e
precipitar proteinas, como o coldgeno (STRUMEYER e MALIN, 1975).

Teste para antocianinas, antocianidinas e flavonoides: os flavondides representam um

dos grupos mais amplamente distribuidos e diversificados no reino vegetal. Solventes
de polaridade crescente facilitam a extracdo dos flavonoides (SIMOES et al, 2007). Nos
frascos 2, 3 e 4, foi adicionado HCI 1% (7 gotas, até atingir um valor de pH préximo a
3.0), NaOH 40% (2 gotas, até atingir um valor de pH p“roximo a 8.5) e NaOH 40% (4
gotas, até atingir um valor de pH compreendido entre 11 — 14), respectivamente. O
surgimento de coloracdes diferentes indica presenca de constituintes diversos, de acordo

com a tabela 3.
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Tabela 3: Constituintes especificos para coloragdo em determinado meio.

COR E PH DO MEIO

Constituintes Acido (pH ~3.0)  Alcalino (pH ~8.5) Alcalino (pH ~11)
Antocianinas Vermelho Lilas Azul/parpura

Antocianidinas - - ;

Flavonas - - Amarelo
Flavonois - - -
Xantonas - - -
Auronas/chalconas Vermelho - Vermelho/purpura
Flavononois - - Vermelho/laranja

Legenda: (-): auséncia de qualquer cor.

Teste para leucoantocianidinas, cateqguinas e flavonas: ao frasco 5 foi adicionado HCI

até atingir um valor de pH compreendido entre 1 — 3 e no frasco 6 foi adicionado NaOH
até atingir um valor de pH préximo a 11. Os frascos foram posteriormente aquecidos
durante 2 — 3 minutos. Seguindo 0 mesmo mecanismo de observacdo adotado no item
anterior, o aparecimento ou intensificacdo de cores indica a presenca de constituintes

especificados na tabela seguinte:

Tabela 4: Constituintes especificos para coloracao referente ao meio.

COR E PH DO MEIO

Constituintes Acido Alcalino
Leucoantocianidinas Vermelho -
Catequinas Pardo/amarelo -
Flavononas - Vermelho/laranja

Legenda: (-): auséncia de qualquer cor.

Teste para alcaldides: o teste para alcaloides foi realizado diluindo-se 0 EHFPC (0,39)
em 30 ml de acido acético a 5% e alcalinizado com 15 ml de amdnia. Posteriormente, a
solucdo foi aquecida até fervura, seguindo-se com a adi¢éo de hidroxido de amoénia a

10% (10ml), cloroférmio (15ml) e posterior homogeneizagdo em funil de separacéo. O
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material foi colocado em repouso para posterior coleta da fase cloroférmica em Béquer,
seguida da evaporacao do solvente e adi¢éo de &cido cloridrico a 1%. Para finalizar, foi
foi acrescentada uma gota de reagente Draggendorff. A formacao de um precipitado que

seria indicativo da presenca de alcaloides.

Teste para quantificacdo de compostos fendlicos e flavondides por CLAE: a

cromatografia liquida de alta eficiencia (CLAE) foi utilizada para a quantificacdo dos
acidos fenolicos: acidos galico, clorogénico, elagico e caféico, e os flavondides:
quercetina, quercitrina, rutina, campferol, catequina e epicatequina, obtidos diante da
comparagdo entre o0 seu tempo de retencdo e do espectro de absorcdo de UV. Todos 0s
produtos quimicos utilizados eram de grau analitico. O metanol, &cido acético e o0s
padrdes para acido galico, acido caféico, acido clorogénico e acido elagico foram
adquiridos da Merck (Darmstadt, Alemanha). Os padrfes para quercetina, quercitrina,
rutina, campferol, catequina e epicatequina foram adquiridos da Sigma Chemical Co.
(St. Louis, MO, EUA). A CLAE foi realizada em um cromatografo Shimadzu
Prominence Sampler Auto (SIL-20A) sistema de HPLC (Shimadzu, Kyoto, Japdo),
equipado com bombas alternativas Shimadzu LC-20AT conectados a um
desgaseificador DGU 20A5 com a CBM 2072, integrador SPD-M20A diodo detector de
arranjo e solucdo de software SP1 LC 1,22.. Todas as opera¢cfes cromatograficas foram
realizadas em temperatura ambiente e em triplicata, seguindo a metodologia de Sabir et
al, 2012 e Boligon et al, 2012.

4.2.3. Protocolos para determinacdo da DLsg, testes comportamentais e

neuroquimicos

A manipulacdo dos animais foi realizada seguindo os principios éticos para
a experimentacdo animal, relatados nos principios éticos da experimentacdo animal do
Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal — COBEA. Todos o0s testes
comportamentais foram realizados sempre no mesmo horério (no periodo de 12:00 as
16:00 horas), em uma sala fechada com temperatura constante (23 £ 1° C) e iluminacao
de pouca intensidade (lampada vermelha de 15V). Para a realizagdo dos experimentos a
toxicidade do EHFPC foi previamente avaliada pela determinacdo da DLs,. A
determinacdo deste pardmetro sérvio para a definicdo das doses que foram utilizadas

neste trabalho. O teste hipocratico de Malone também foi realizado com a finalidade de
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identificar o perfil do efeito farmacolégico do extrato. Realizados esses ensaios, 0S
animais foram divididos em grupos contendo grupos de seis e grupos de nove animais (
0 “n” variou em relagdo ao teste) e tratados, via intraperitoneal com veiculo, EHFPC
(25, 50, 100, 200 e 400 mg/Kg, i.p.) e uma droga padréo (controle positivo — variou em
funcdo do teste). Procedidos trinta minutos apds a administragdo das drogas, 0s animais
foram submetidos aos testes comportamentais descritos a seguir. Apds 0s experimentos,
os animais foram sacrificados por deslocamento cervical e acondicionados em sacos
plasticos sob refrigeracdo a — 20°C; o recolhimento foi realizado por empresa

especializada no descarte de material bioldgico.

Teste hipocrético e determinacdo da DLs: 0 teste hipocratico foi adotado para a
investigacdo da toxicidade aguda do EHFPC e seguiu as diretrizes da OECD
(Organization for Economic Co-operation and Development), para o teste de classe de
dose aguda toxica (Acute Toxic Class Method — OECD 425 - 2009) e as diretrizes da
Portaria 116/96 do Ministério da Saude, para avaliacdo da toxicidade aguda de
substancias quimicas e estudos de toxicidade de dose Unica de novas drogas, alem de se
enquadrar nas exigéncias da RDC 17, de 24 de fevereiro 2000 da ANVISA/MS. Para
determinar a classe de dose toxica aguda, um grupo de cinco animais foram tratados
com o EHFPC a cada dose, um animal para cada dose, sendo a classe definida como a
menor dose que, na sequencia considerada, induz a morte. Portanto, o extrato foi
administrado na sequencia da dose menor para a maior. O fator de progressdo da dose
foi de 3,2, uma vez que ndo existe qualquer informacdo sobre a inclinagdo da curva
dose-resposta do extrato. Utilizando-se o fator de progressao padrdo, as doses foram
selecionadas a partir da sequéncia de: 19, 61, 195, 625 e 2000 mg/kg.
Excepcionalmente, e somente quando justificado por regulacdo especifica, o uso de
dose superior a 5000 mg/kg deve ser considerada. O EHFPC foi administrado por via
intraperitoneal. O volume administrado ndo excedeu 0,1 mL/10 g de peso corporal e,
para manter o volume constante, ajustou- se as concentrac@es da solucdo de acordo com
0 nivel de dose e peso dos animais. Os animais foram observados em intervalos
regulares apds a administracdo da droga (30 minutos, uma, duas, quatro e 24 horas) e, a
partir de entdo, diariamente, até o décimo quarto dia. Todos os sinais de toxicidade, a
época do seu aparecimento, intensidade, duragdo e progressdo dos mesmos foram
registrados. Observagdes comportamentais sistematicas atraves do screening hipocréatico

(atividade geral, frénito vocal, irritabilidade, resposta ao toque, resposta ao aperto da
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cauda, contorgéo, posicdo do trem posterior, reflexo de endireitamento, tonus do corpo,
forca para agarrar, ataxia, reflexo auricular, reflexo corneal, tremores, convulsdes,
straub, hipnose, anestesia, lacrimacao, ptose palpebral, mic¢do, defecacdo, piloerecéo,
hipotermia, respiracdo, cianose, hiperemia e morte) também foram realizadas. As
intensidades dos eventos foram tabuladas de zero a duas cruzes (0, +, ++),
correspondendo, respectivamente a: ausente, efeito presente, efeito presente intenso. As
alteracdes encontradas na observacdo comportamental e exame clinico sistematico dos
animais foram registrados em protocolo impresso com a lista de sinais a serem
investigados. Esta lista e a pesquisa de sinais foram baseadas no modelo proposto por
MALONE, 1977. Foi notificado também, o nimero de ébitos para a determinacdo da
DLso.

Campo aberto (CA): o CA é um dos aparelhos mais utilizado para a avaliagdo do efeito

de drogas sobre a atividade locomotora. O aparelho consistiu em uma arena de formato
quadrado, com as paredes confeccionadas em vidro transparente (30 x 30 x 15 cm) e
piso em acrilico preto, dividido em nove quadrantes iguais (ARCHER, 1973). Grupos
contendo 9 animais em cada receberam veiculo (solucéo fisioldgica 0,9%, i.p. — 10
mL/kg) e EHFPC (25, 50, 100, 200 e 400 mg/Kg, i.p.). Trinta (30) minutos apds o
tratamento, cada camundongo foi colocado com as quatro patas no centro da arena do
campo aberto e 0 seu comportamento foi observado por cinco minutos. Os parametros
comportamentais observados neste teste foram: o ndmero de cruzamentos (NC); o
namero de rearing (NR), postura na qual o animal fica na posicdo vertical, apoiado
somente pelas patas traseiras, € 0 numero de grooming (NG), acdo de auto-limpeza do
animal. Para o registro do NC, foram contados todos os quadrantes cruzados pelo

animal, quando este se encontrava com as quatro patas dentro do mesmo quadrante.
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Figura 7: Campo Aberto. Fonte: Oliveira, L.R., 2014

Labirinto em cruz elevado (LCE): o LCE para camundongos, segundo modelo validado

por Lister (1987), consistiu em um aparelho formado por dois bracos abertos (30 x 5
cm) e dois bracos fechados (30 x 5 x 25 cm), unidos entre si por uma plataforma central
(5 x 5 cm), formando uma cruz, a qual encontrava-se elevada a 45 cm do solo. As
paredes do labirinto foram confeccionadas em madeira. Os animais foram divididos em
grupos contendo 9 animais em cada. Decorrido o tempo de 30 minutos apds a
administracdo de diazepam (1 mg/kg), veiculo (solugdo fisioldgica 0,9%, i.p. — 10
mL/kg) e EHFPC (50 e 100 mg/kg, i.p.), cada animal foi colocado na plataforma central
do labirinto, com o focinho voltado para um dos bracgos fechados, e seu comportamento
foi observado por 5 minutos. Neste teste, 0s seguintes parametros de comportamento
foram analisados: o nimero de entradas nos bragos abertos (NEBA) e fechados (NEBF)
e 0 tempo de permanéncia do animal nos bragos abertos (TPBA — em segundos) e
fechados (NEBF — em segundos). Para analise do possivel mecanismo de acdo
ansiolitica do extrato, grupos distintos de camundongos foram tratados com flumazenil
(10 mg/Kg, i.p. — antagonista benzodiazepinico dos receptores GABAérgicos) associado
ao diazepam (1 mg/kg) e EHFPC (100 mg/Kkg, i.p.).
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Figura 8: Labirinto em Cruz Elevado. Fonte: Oliveira, L.R., 2014.

Potencializacdo do tempo de sono induzido por barbitdrico: neste teste, o0s

camundongos foram divididos em grupos contendo 9 animais em cada, que foram pré-
tratados com veiculo (solugéo fisioldgica 0,9%, i.p. — 10 mL/kg), EHFPC (200 e 400
mg/kg, i.p.) e diazepam (2 mg/kg, i.p.). Decorridos 30 minutos da administracdo das
drogas, cada animal recebeu uma injecdo intraperitoneal de pentobarbital sédico (40
mg/kg — barbiturico padrdo para efeito hipnético). A laténcia (indugdo do sono — em
segundos) e a duracdo (tempo do sono — em segundos) da perda do reflexo postural
(reflexo de endireitamento) dos animais foram os parametros observados no teste, que
teve duracdo de 3 horas (CARLINI et al., 1986).

Figura 9: Demonstracéo do teste de tempo de sono. Fonte: Autora
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Nado forcado (NF): o teste do nado forgado foi realizado utilizando cilindros de vidro

transparente, medindo 18 cm de altura e 14 cm de didmetro, com volume total de 2 L,
contendo 1,5 L de agua a 27° C. Os animais foram divididos em grupos contendo 9
animais em cada, que receberam veiculo (solucgéo fisioldgica 0,9%, i.p. — 10 mL/Kg),
EHFPC (1, 25, 50 e 100 mg/Kkg, i.p.), imipramina (1 e 30 mg/kg, i.p. — antidepressivo
triciclico usado como droga padréo de efeito antidepressivo), fluoxetina (1 e 10 mg/kg,
I.p. — antidepressivo inibidor da recaptacdo de serotonina usado também como droga
padréo de feito antidepressivo) e Bupropiona (1 e 20mg/kg, i.p. — antidepressivo atipico
que atua como inibidor de recaptacdo de dopamina e da noradrenalina, usado como
droga padrdo para efeito antidepressivo). Ap6s o intervalo de 30 minutos da
administracdo das drogas, cada camundongo foi colocado para nadar individualmente
no cilindro durante 5 minutos. Durante este periodo foi registrado o tempo de
imobilidade (em segundos) do animal (PORSOLT et al., 1978). Para analise do possivel
mecanismo de agdo tipo antidepressiva do EHFPC, foi realizado um estudo de
potencializacdo do efeito do extrato, que utilizou as doses minimas dos antidepressivos
padrdes que ndo apresentaram efeito significativo, associadas com a dose minima do
EHFPC (1 mg/Kg), que, da mesma forma, ndo apresentou efeito significativo quando
administrado isoladamente.

Figura 10: Cilindro do teste de nado forcado. Fonte: Oliveira, L.R., 2014.

Acinesia induzida por reserpina: para este procedimento foi utilizada a metodologia
segundo Askew (1963), na qual os camundongos foram divididos em grupos contendo 6

animais, que foram tratados previamente com reserpina (10 mg/kg, i.p.) € um grupo
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controle recebendo veiculo (solugdo fisioldgica 0,9%, i.p.). Decorridas 20 horas da
administragdo da droga, os mesmos animais receberam veiculo (solucdo fisiologica
0,9%, i.p. — 10 mL/kg), EHFPC (25, 50 e 100 mg/kg, i.p.), imipramina (30 mg/kg, i.p.
— antidepressivo triciclico), fluoxetina (10 mg/kg, i.p. — antidepressivo inibidor da
recaptacdo de serotonina) e Bupropiona (20 mg/kg, i.p. — antidepressivo inibidor de
recaptacdo da noradrenalina e dopamina) . Meia hora depois, cada animal foi colocado
no centro do aparelho do campo aberto para a avaliacdo da atividade locomotora
(durante 5 minutos). O numero de cruzamentos (NC) foi o parametro comportamental
observado. Para o registro do NC, foram contados todos os quadrantes cruzados pelo

animal, quando este se encontrava com as quatro patas dentro do mesmo quadrante.

Figura 11: Campo aberto usado no teste de acinesia. Fonte: Oliveira, L.R., 2014.

Convulsdes induzidas por Pentilenotetrazol: seguindo a metodologia validada por
Lowson e colaboradores (1990) os animais utilizados neste teste foram divididos em
diferentes grupos contendo 9 camundongos que foram tratados previamente com
veiculo (solucdo fisioldgica 0,9%, i.p. — 1 mg/kg), EHFPC (50 e 100 mg/kg, i.p.) e
diazepam (1 mg/kg, i.p. — droga padrdo para efeito anticonvulsivante neste modelo
experimental). Meia hora ap6s a administracdo das drogas, cada animal recebeu uma
injecdo intraperitoneal de pentilenotetrazol (80mg/kg — uma neurotoxina com
propriedade pré-convulsivante). Como parametros de avaliacdo do efeito da droga sobre
as convulsdes, foram avaliados a laténcia para o aparecimento da primeira convulsdo
(em segundos) e a laténcia da morte (também em segundos), o tempo total de

observacao foi de 30 minutos.
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Figura 12: Campo aberto usado nos testes de convulsdo. Fonte: Oliveira, L.R., 2014.

Convulstes induzidas por Pilocarpina: o efeito anticonvulsivante do EHFPC foi

avaliado também através do antagonismo das convulsbes induzidas por pilocarpina
(PILO). Os animais utilizados neste teste foram divididos em diferentes grupos
contendo 9 camundongos que foram tratados previamente com veiculo (solucéo
fisioldgica 0,9%, i.p. — 1 mg/kg), EHFPC (5, 50 e 100 mg/kg, i.p.) e atropina (1 e 10
mg/kg, i.p. — antagonista colinérgico). Meia hora apds a administracdo das drogas, cada
animal recebeu uma injecdo intraperitoneal de pilocarpina (400mg/kg — um agonista
colinérgico). Como parametros de avaliagdo do efeito da droga sobre as convulsdes,
foram avaliados a laténcia para o aparecimento da primeira convulsdo (em segundos) e
a laténcia da morte (também em segundos), o tempo total de observacdo foi de 60
minutos. Para analise do possivel mecanismo de acdo anticonvulsivante do EHFPC, foi
realizado um estudo de potencializacdo do efeito do extrato. Para tanto um grupo foi

tratado com a associacado atropina (0,1 mg/kg, i.p.) e EHFPC (5 mg/kg, i.p.).

Tremores induzidos por oxotremorina: o experimento foi realizado segundo a técnica

descrita por Fukuzaki et al. (2000). Decorridos 30 minutos da administracdo do veiculo
(solucéo fisioldgica 0,9% - 1 mg/Kg, i.p.), EHFPC (25, 50 e 100 mg/Kg, i.p.) e atropina
(10 mg/Kg, i.p.), cada animal recebeu uma injec@o de oxotremorina (0,5 mg/Kg, i.p.) e
teve seu comportamento avaliado 10, 20 e 30 min ap6s a administracdo deste ultimo
composto. A intensidade dos tremores apresentados pelos animais foi avaliada de

acordo com uma escala descrita por Coward et al. (1977):
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0 - Auséncia de tremores;
1 - Tremores fracos e isolados;
2 - Tremores moderados e pouco persistentes;

3 - Tremores intensos e persistentes

Figura 13: Campo aberto usado no teste de tremores por oxotremorina.
Fonte: Oliveira, L.R., 2014.

Dosagem do conteddo de monoaminas e metabdlitos em corpo estriado: para

determinacdo dos niveis de monoaminas e seus metabdlitos foi utilizado o método de
cromatografia liquida de alta eficiéncia — CLAE. Inicialmente dois grupos contendo
quatro animais em cada foram tratados com veiculo (solucdo fisioldgica 0,9%, i.p.) e
EHFPC (100 mg/kg). Apo6s 30 minutos, os animais foram sacrificados por deslocamento
cervical e decaptados com tesoura cirargica. Imediatamente o encéfalo foi removido e
colocado sobre gelo para retirada do corpo estriado (CE). Com auxilio de uma pinca
reta de microdissecacdo, acompanhando a fissura sagital mediana, dissecando mais uma
vez aos ventriculos laterais, e cortex fronto-occiptal, que foi rebatido expondo parte do
corpo estriado, que foi isolado e removido. As amostras obtidas foram envolvidas em
papel aluminio, previamente identificado e pesado, mantidas a temperatura de -70°C,
para posterior analise do conteddo de monoaminas (noradrenalina, dopamina) e
metabdlitos DOPAC, através do teste bioquimico descrito a seguir. Para a obtencdo dos
homogenatos de tecidos cerebral, as amostras de tecido (corpo estriado) foram

homogeneizadas em acido perclorico 10% (HCIO,) e centrifugados por 30 minutos em
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centrifuga refrigerada (4°C) a 15.000 rpm. Apds foram filtradas e mantidas a 4 ° C até a
andlise pelo método de HPLC. Uma aliquota de 20uL do sobrenadante foi injetada no
equipamento CLAE para andlise quimica. Foi utilizado um equipamento de marca
Shimadzu, com deteccdo amperomeétrica. Para a separacdo das monoaminas, foi usada
uma coluna (CLC-ODS(M), 25 cm, calibre: 4,6 mm; didmetro de particula: 3 pum;
Shimadzu). A fase movel foi preparada com solugdo tampéo de &cido citrico 0,163M,
pH 3,0, contendo acido octanosulfénico sédico, 0,69 (SOS), como reagente formador do
par iénico; acetonitrila 4% v/v e tetrahidrofurano 1,7% v/v. Para preparacao da solucdo
pesou-se 17,75 g de acido citrico, o qual foi dissolvido com &gua mili-Q para um
volume de 400 mL e o pH foi ajustado para 3,0 com hidroxido de sédio 12,5 M. A esta
solucdo foram adicionados 75mg de SOS (&cido octanosulfénico sodico) e o volume
acrescido para 471,5 mL com agua mili-Q. A solucdo preparada foi filtrada e
degaseificada e acrescido 20 mL de acetonitrila e 10 mL de tetrahidrofurano,
completando um volume final de 500 mL. Os padrdes utilizados foram preparados em
uma concentracdo final de 4 ng de DA, NA, e DOPAC (Sigma Chemical, Co, USA). A
partir da altura ou area dos picos destes padrdes, as amostras foram calculadas no
programa Microsoft Excel em um computador PC, e os resultados expressos em ng/g de
tecido.

4.3. ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

Os resultados dos testes comportamentais foram analisados por Anélise de
Variancia (ANOVA), seguido pelo teste de Student Newman Keuls (post hoc). Nas
anélises do conteudo de monoaminas e metabdlitos foi utilizado o teste T. Todos os
resultados foram expressos como média + erro padrdo da média e foram considerados
estaticamente significativos os valores de p < 0,05. Para determinacdo da DLsp, foi
adotada a metodologia da OECD (2009), onde a analise foi realizada seguindo o
softwere PROBITOS.
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Resultados
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5. RESULTADOS

5.1. PROSPECCAO FITOQUIMICA DO EHFPC

A prospeccdo fitoquimica do extrato, realizada segundo a metodologia de
Matos (1997), identificou as classes de metabdlitos secundarios descritos na tabela 2.

Nesta analise ndo foi observada a presenca de alcal6ides na amostra.

Tabela 5: Resultado da Prospecc¢éo Fitoquimica do EHFPC (Extrato Hidroalcdolico das

Folhas de Passiflora Cincinnata.

Metabdélitos Secundarios

Amostras 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

EHFPC + + + - - o+ + + - + o+ o+ o+ o+ o+

EHFPC = Extrato Hidroalcodlico das Folhas de P. cincinnata. 1 — Fendis; 2 — Taninos
Pirogalicos; 3 — Taninos Condensados; 4 — Antocianinas; 5 — Antocianidinas; 6 — Flavonas; 7 —
Flavondis; 8 — Xantonas; 9 — Chalconas; 10 — Awuronas; 11 — Flavononois; 12
Leucoantocianidinas; 13 — Catequinas; 14 — Flavononas; 15 — Flavonoides; (+) presencga; (-)

auséncia.

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) do EHFPC identificou a
presenca de quercetina, acido caféico, epicatequina, &cido clorogénico, rutina, acido
galico, &cido elagico, quercitrina, catequina e campferol (figura 6). Estes compostos
também foram quantificados (tabela 13). O Limite de deteccdo (LOD) e limite de
quantificacdo (LOQ) foram avaliados com base no desvio padrdo das respostas e a
inclinacdo por meio de trés curvas analiticas independentes, tal como definidos pela
Boligon e colaboradores (2012). O LOD e LOQ foram calculados como ¢ 3,3 ¢ 10/ S,
respectivamente, onde ¢ ¢ o desvio padrdo da resposta e S ¢ o declive da curva de

calibracéo.
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Figura 14: Perfil de compostos fendlicos e flavonoides do extrato das folhas de P.
cincinnata por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia. O acido galico (pico 1),
catequina (pico 2), &cido clorogénico (pico 3), &cido cafeico (pico 4), acido elagico
(pico 5), epicatequina (pico 6), rutina (pico 7), quercitrina (pico 8 ), quercetina (pico 9)

e kaempferol (pico 10).
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Tabela 6: Quantificacdo dos compostos fendlicos e flavondides do extrato das folhas de

P. cincinnata por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia(CLAE).

Compostos Percentual (%) LOQ (pg/mL) LOD (pg/mL)
Acido galico (1) 0,45 + 0.02 0.014 0.047
Catequina (2) 0,21 £0.01 0.032 0.105
éc):ido clorogénico 0,72 +0.03 0.005 0016
Acido cafeico (4) 1,09 + 0.02 0.027 0.089
Acido elagico (5) 0,41+0.01 0.026 0.085
Epicatequina (6) 0,83 +£0.03 0.039 0.128
Rutina (7) 0,69 +0.04 0.011 0.034
Quercitrina (8) 0,35+0.01 0.016 0.051
Quercetina (9) 1,18 £0.02 0.023 0.079
Kampferol (10) 0,15+ 0.01 0.009 0.027

O 4cido galico (1), catequina (2), &cido clorogénico (3), acido cafeico (4), acido elagico (5),

epicatequina (6), rutina (7), quercitrina (8), quercetina (9) e kaempferol (10).

5.2. DETERMINACAO DA DLsy E TESTE HIPOCRATICO DE MALONE

Os animais que receberam o EHFPC doses preconizadas pela OECD 2009 e
metodologia padronizada por Malone (1977) (19, 61, 195, 625, 2000 e 5000 mg/kg via

intraperitoneal), demonstraram que o EHFPC apresenta efeito depressor do SNC,

evidenciado em todos os grupos testados. Neles observou-se a predominancia dos

parametros que determinam a inibicdo da excitabilidade dos animais em estudo. O valor

da dose letal mediana (DLsg) foi também estabelecido com fins de evitar 0 uso

inadequado de doses potencialmente toxicas. O EHFPC nas concentragfes testadas

apresentou baixa toxicidade e foi destituido de efeito letal agudo e quando avaliado

durante o periodo deld4 dias. O quadro 1 demonstra as principais alteracoes
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comportamentais nos animais observados quando administrado o EHFPC nas doses
5000, 2000, 625, 195, 61 e 19 mg/Kg, via intraperitoneal.

Quadro 1: Principais alteracdes comportamentais registradas em camundongos

decorrentes da administragéo do EHFPC via intraperitoneal.

EHFPC Tempo
(mg/kg,
i.p.) AC
10 30 60 120 180 240 | 360 720
5000 Pl 0 ++ ++ ++ ++ + + +
A 0 + ++ + 0 0 0 0
CA |0 ++ ++ ++ ++ + ++ +
DM |0 + ++ + + ++ + +
2000 Pl 0 ++ ++ ++ ++ ++ ++ +
A 0 + + + 0 0 0 0
CA |0 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
DM |0 + + + + + + +
625 Pl 0 ++ ++ + + + 0 0
A 0 0 0 0 0 0 0 0
CA |0 + + + + 0 0 0
DM 0 + + + + + + +
195 Pl 0 ++ + 0 0 0 0 0
A 0 0 0 0 0 0 0 0
CA |0 0 0 0 0 0 0 0
DM |0 + + + 0 0 0 0
61 Pl 0 0 0 0 0 0 0 0
A 0 0 0 0 0 0 0 0
CA |0 0 0 0 0 0 0 0
DM |0 + + 0 0 0 0 0
19 Pl 0 0 0 0 0 0 0 0
A 0 0 0 0 0 0 0 0
CA |0 0 0 0 0 0 0 0
DM |0 0 + 0 0 0 0 0

Onde: (AC) Alteracdes comportamentais, (0) ausente, (+) efeito presente, (++) efeito presente
intenso, Piloerecéo (PI), Analgesia (A), Diminui¢do da motilidade (DM) Contor¢do abdominal
(CA).
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5.3. TESTES COMPORTAMENTAIS

Campo aberto (CA): os pardmetros analisados no campo aberto foram o numero de

cruzamentos (NC), o numero de rearing (exploracéo vertical) e o nUmero de grooming
(movimento de auto-limpeza), conforme mostrados nas figuras 8, 9 e 10. Apds a
administracao (i.p.) do EHFPC nas doses de 25, 50, 100, 200 e 400 mg/kg, houve uma
reducdo do numero de cruzamentos (38,7 + 3,4; 54,6 £ 2,3; 49,1 £ 2,6; 41,8 £ 6,8; 15,8
+ 3,4 respectivamente) em relagdo ao grupo controle (64,7 £ 3,1). Em termos
percentuais, 0 EHFPC nas doses de 25, 50, 100, 200 e 400 mg/kg reduziu o NC em
40,1%; 15,6%; 24,1%; 35,3%, 75,4% respectivamente, em relagcdo ao grupo controle.
Os animais tratados com o DZP 1 mg/kg (i.p.), também apresentaram reducdo deste
parametro (33,1 + 1,8) com percentual em 48,8% em relacdo ao respectivo controle
(Figura 8). O mesmo pode ser considerado para a dose de 100 mg/kg. O efeito dose-
resposta entre os grupos é observado quando é aumentado a concentracdo do EHFPC
para 50, 100, 200 e 400 mg/kg, onde é possivel observar a reducdo do nimero de

cruzamentos.

De forma semelhante, o EHFPC também reduziu os outros parametros
analisados. O nimero de grooming, por exemplo, foi reduzido nas doses de 25, 50, 100,
200 e 400 mg/kg (5,1 +0,6; 6,4 £0,7; 7,1 + 1,4; 6,0 £ 0,7; 2,0 = 0,7 respectivamente)
em relacdo ao grupo controle (11,4 = 0,7) em 55,3%, 43,7%, 37,8%, 47,5%, 82,5%,
respectivamente. O tratamento com DZP também reduziu o NG em 64,0% (4,1 + 0,3)
em relacdo ao grupo controle (Figura 9). O nimero de grooming também apresentou um
efeito dose-resposta quando os grupos foram comparados entre si. Este efeito foi

evidente apenas na dose de 400 mg/kg.

Na figura 10, observa-se uma reducdo no ndmero de rearing nos grupos
tratados com EHFPC 25, 50, 100, 200 e 400 mg/kg, (1,1+0,3;3,3+0,5;2,0+£0,5; 1,4
+0,7; 0,1 £ 0,1 respectivamente) e Diazepam (0,6 + 0,3) em relagdo ao grupo controle
(13,1 + 1,5), correspondendo a 91,5%; 74,6%; 84,7%, 89,0%, 99,1% respectivamente.
As doses do EHFPC, nédo apresentaram diferenca estatistica entre si.
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Figura 15: Efeito do EHFPC (25, 50, 100, 200 e 400 mg/Kg, i.p.) sobre o nimero de
cruzamentos (NC) de camundongos submetidos ao campo aberto. Os animais foram
divididos em grupos de 9 animais e pré-tratados com o Extrato Hidroalcéolico das
Folhas de Passiflora cincinnata - EHFPC (25, 50, 100, 200 e 400 mg/Kg, i.p.)
Diazepam (1mg/Kg, i.p.) e veiculo (1mg/Kg, i.p.). As colunas representam media + erro
padrdo da média (EPM), analisados através da ANOVA seguido por Student Newman
Keusl (post hoc). Valores significativos: a, b, c, d, e, f versus controle, diazepam 1,
EHFPC 25, EHFPC 50, EHFPC 100, EHPFC 200, EHFPC 400, respectivamente
quando p<0,05. (a)CONT = salina 0,9% - 1mg/Kg, (b)Diazepam 1 = Diazepam 1mg/kg,
I.p., ()EHFPC 25 = EHFPC 25mg/kg, i.p., (d)EHFPC 50 = EHFPC 50 mg/kg, i.p.,
(e)EHFPC 100 = EHFPC 100 mg/kg, i.p., (JEHFPC 200 = EHFPC 200 mg/Kg, i.p.,
(9)EHFPC 400 = EHFPC 400mg/Kg, i.p.
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Figura 16: Efeito do EHFPC (25, 50, 100, 200 e 400 mg/Kg, i.p.) sobre o nimero de
Grooming (NG) de camundongos submetidos ao campo aberto. Os animais foram
divididos em grupos de 9 animais e pré-tratados com o Extrato Hidroalcéolico das
Folhas de Passiflora cincinnata - EHFPC (25, 50, 100, 200 e 400 mg/Kg, i.p.)
Diazepam (1mg/Kg, i.p.) e veiculo (1mg/Kg, i.p.). As colunas representam média + erro
padrdo da média (EPM), analisados através da ANOVA seguido por Student Newman
Keusl (post hoc). Valores significativos: a, b, c, d, e, f versus controle, diazepam 1,
EHFPC 25, EHFPC, 50, EHFPC 100, EHPFC 200, EHFPC 400, respectivamente
guando p<0,05. (a)CONT = salina 0,9% - 1mg/Kg, (b)Diazepam 1 = Diazepam 1mg/kg,
i.p., (C)EHFPC 25 = EHFPC 25mg/Kkg, i.p., (d)EHFPC 50 = EHFPC 50 mg/kg, i.p.,
(e)EHFPC 100 = EHFPC 100 mg/kg, i.p., (JEHFPC 200 = EHFPC 200 mg/Kg, i.p.,
(9)EHFPC 400 = EHFPC 400mg/Kag, i.p.
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Figura 17: Efeito do EHFPC (25, 50, 100, 200 e 400 mg/Kg, i.p.) sobre o namero de
Rearing (NR) de camundongos submetidos ao campo aberto. Os animais foram
divididos em grupos de 9 animais e pré-tratados com o Extrato Hidroalcéolico das
Folhas de Passiflora cincinnata - EHFPC (25, 50, 100, 200 e 400 mg/Kg, i.p.)
Diazepam (1mg/Kg, i.p.) e veiculo (1mg/Kg, i.p.). As colunas representam media + erro
padrdo da média (EPM), analisados através da ANOVA seguido por Student Newman
Keusl (post hoc). Valores significativos: a, b, c, d, e, f versus controle, diazepam 1,
EHFPC 25, EHFPC, 50, EHFPC 100, EHPFC 200, EHFPC 400, respectivamente
quando p<0,05. (a)CONT = salina 0,9% - 1mg/Kg, (b)Diazepam 1 = Diazepam 1mg/kg,
I.p., ()EHFPC 25 = EHFPC 25mg/kg, i.p., (d)EHFPC 50 = EHFPC 50 mg/kg, i.p.,
(e)EHFPC 100 = EHFPC 100 mg/kg, i.p., (IEHFPC 200 = EHFPC 200 mg/Kg, i.p.,
(9)EHFPC 400 = EHFPC 400mg/Kg, i.p.
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Labirinto em cruz elevado (LCE): a administragio do EHFPC (100 mg/kg, i.p.)

promoveu diferenca significativa em quase todos os pardmetros avaliados no teste do
LCE, em relacdo ao grupo controle. Inicialmente, no parametro do NEBA (Figura 11), a
dose de 100 mg/kg (5,1 £ 0,8) foi significativamente diferente do controle (1,7 + 0,2)
representando um aumento de 188% no NEBA. O grupo tratado com a dose de 50
mg/kg do EHFPC (3,5 + 0,6) ndo apresentou diferenca estatistica quando comparado ao
controle. Quando comparadas entre si, as doses de 50 e 100 mg/Kg do EHFPC néo
apresentam diferenca estatistica indicando auséncia da relacdo dose-efeito neste
parametro. Por sua vez, a associacdo de flumazenil (10 mg/kg, i.p.) ao DZP 1 mg/kg
(4,5+£0,7), e ao EHFPC 100 mg/kg (4,3 £ 0,7) reverteu o efeito de ambos em 154,2% e

142,9%, respectivamente quando comparados aos respectivos grupos isolados.

Em relacdo ao nimero de entradas nos bracos fechados (NEBF), os grupos
tratados com EHFPC nas doses 50 e 100 mg/kg ( 5,7 £ 0,6 e 5,7 £ 0,6) diminuiram
significativamente este parametro em 456% e 33,0%, respectivamente, quando
comparados com o controle (10,6 £ 0,5) (Figura 12), ndo apresentando diferencas
significativas entre si. A associacdo com flumazenil 10 mg/kg reverteu parcialmente o
efeito do DZP 1 mg/kg (9,8 £ 1,0) e EHFPC 100 mg/kg (9,5 + 0,3), aumentando o

NEBF em 7,5% e 10,4%, quando comparados aos respectivos grupos isolados.

No tocante ao tempo de permanéncia nos bracos abertos (TPBA), observou-
se um aumento significativo de 52,2% e 107,6%, respectivamente, nos grupos tratados
com EHFPC 50 e 100 mg/kg (77,8 £ 18,3 e 106,1 + 11,9), quando comparados ao
controle (51,1 + 8,3). Quando comparados entre si, 0s grupos tratados EHFPC 50 e 100
mg/kg ndo apresentam diferenca significativa, ndo havendo, portanto, efeito dose-
resposta neste paramero (Figura 13). A associagdo com flumazenil 10 mg/kg reverteu
parcialmente o efeito do DZP 1 mg/kg (53,5 = 9,3) e EHFPC 100 mg/kg (43,6 = 10,2)
em 13,3% e 7,1%, respectivamente, quando comparados aos respectivos grupos

isolados.

Em relacdo ao tempo de permanéncia nos bragos fechados, foi observada
uma diminuicdo do TPBF nas doses de 50 e 100 mg/Kg do EHFPC (190,2 £ 13,6;
152,2 + 10,3), correspondendo respectivamente a 13,5% e 30,8% em relagdo ao grupo

controle (219,7 + 7,8) (Figura 14). De forma semelhante, ndo foi observada diferenca
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significativa entre os grupos tratados com o extrato. O flumazenil administrado em
associacdo ao DZP 1 mg/kg (190,0 + 12,4) e ao EHFPC 100 mg/kg (203,5 £ 6,5),
reverteu parcialmente o efeito de ambos em 4,6% e 14,5%, respectivamente quando

comparados aos respectivos grupos isolados.
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Figura 18: Efeito do EHFPC (50 e 100 mg/Kg, i.p.) sobre o nimero de entradas nos
bracos abertos do labirinto em cruz elevado. Os animais foram divididos em grupos
de 9 animais e pré-tratados com o Extrato Hidroalc6olico das Folhas de Passiflora
cincinnata - EHFPC (50, 100 mg/Kg, i.p.) Diazepam (1mg/Kg, i.p.) e veiculo (1mg/Kg,
i.p.). As colunas representam média + erro padrdo da média (EPM), analisados atraves
da ANOVA seguido por Student Newman Keusl (post hoc). Valores significativos: a, b,
¢, d versus controle, DZP, 50, 100, respectivamente, quando p< 0,05. (a)CONT = salina
0,9% - 1mg/Kg, (b)DZP = Diazepam 1mg/Kg, i.p., (¢)EHFPC 50 = EHFPC 50 mg/Kg,
i.p., (d)EHFPC 100 = EHFPC 100 mg/Kg, i.p; (€)DZP + FLU = Diazepam 1mg/Kg +
Flumazenil 10 mg/Kg, i.p., ()EHFPC 100 = EHFPC 100 mg/Kg, i.p., (3)EHFPC 100 +
FLU = EHFPC 100 mg/Kg + Flumazenil 10 mg/Kg, i.p.
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Figura 19: Efeito do EHFPC (50 e 100 mg/Kg, i.p.) sobre o nimero de entradas nos
bracos fechados do labirinto em cruz elevado. Os animais foram divididos em grupos
de 9 animais e pré-tratados com o Extrato Hidroalc6olico das Folhas de Passiflora
cincinnata - EHFPC (50, 100 mg/Kg, i.p.) Diazepam (1mg/Kg, i.p.) e veiculo (1mg/Kg,
i.p.). As colunas representam média + erro padrdo da média (EPM), analisados atraves
da ANOVA seguido por Student Newman Keusl (post hoc). Valores significativos: a, b,
c, d versus controle, DZP, 50, 100, respectivamente, quando p< 0,05. (a)CONT = salina
0,9% - 1mg/Kg, (b)DZP = Diazepam 1mg/Kg, i.p., (c)EHFPC 50 = EHFPC 50 mg/Kg,
i.p., (d)EHFPC 100 = EHFPC 100 mg/Kg, i.p; (€)DZP + FLU = Diazepam 1mg/Kg +
Flumazenil 10 mg/Kg, i.p., (FEHFPC 100 = EHFPC 100 mg/Kg, i.p., (g)EHFPC 100 +
FLU = EHFPC 100 mg/Kg + Flumazenil 10 mg/Kg, i.p.
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Figura 20: Efeito do EHFPC (50 e 100 mg/Kg, i.p.) sobre o tempo de permanéncia
nos bracos abertos do labirinto em cruz elevado. Os animais foram divididos em
grupos de 9 animais e pré-tratados com o Extrato Hidroalcéolico das Folhas de
Passiflora cincinnata - EHFPC (50, 100 mg/Kg, i.p.) Diazepam (1mg/Kg, i.p.) e veiculo
(Img/Kg, i.p.). As colunas representam meédia + erro padrdo da média (EPM),
analisados através da ANOVA seguido por Student Newman Keusl (post hoc). Valores
significativos: a, b, ¢, d versus controle, DZP, 50, 100, respectivamente, quando p< 0
,05. (@)CONT =salina 0,9% - 1mg/Kg, (b)DZP = Diazepam 1mg/Kg, i.p., (C)EHFPC 50
= EHFPC 50 mg/Kg, i.p., (d)EHFPC 100 = EHFPC 100 mg/Kg, i.p; (e)DZP + FLU =
Diazepam 1mg/Kg + Flumazenil 10 mg/Kg, i.p., (EHFPC 100 = EHFPC 100 mg/Kg,
I.p., (QJEHFPC 100 + FLU = EHFPC 100 mg/Kg + Flumazenil 10 mg/Kg, i.p.
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Figura 21: Efeito do EHFPC (50 e 100 mg/Kg, i.p.) sobre o tempo de permanéncia
nos bragos fechados do labirinto em cruz elevado. Os animais foram divididos em
grupos de 9 animais e pré-tratados com o Extrato Hidroalcéolico das Folhas de
Passiflora cincinnata - EHFPC (50, 100 mg/Kg, i.p.) Diazepam (1mg/Kg, i.p.) e veiculo
(Img/Kg, i.p.). As colunas representam meédia + erro padrdo da média (EPM),
analisados através da ANOVA seguido por Student Newman Keusl (post hoc). Valores
significativos: a, b, ¢, d versus controle, DZP, 50, 100, respectivamente, quando p< 0
,05. (@)CONT = salina 0,9% - 1mg/Kg, (b)DZP = Diazepam 1mg/Kg, i.p., (c)EHFPC 50
= EHFPC 50 mg/Kg, i.p., (d)EHFPC 100 = EHFPC 100 mg/Kg, i.p; (e)DZP + FLU =
Diazepam 1mg/Kg + Flumazenil 10 mg/Kg, i.p., (JEHFPC 100 = EHFPC 100 mg/Kag,
I.p., (QJEHFPC 100 + FLU = EHFPC 100 mg/Kg + Flumazenil 10 mg/Kg, i.p.
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Potencializacdo do tempo de sono induzido por barbiturico: o efeito hipnético do

EHFPC foi investigado através da potencializacdo do tempo de sondo induzido por
pentobarbital (Figuras 15 e 16). A figura 15 apresenta o efeito do pré-tratamento com
EHPC sobre a laténcia da perda do reflexo postural do animal (laténcia do sono). Como
pode ser observado, apenas a dose de 400 mg/kg do extrato (127,6 + 6,3) foi capaz de
reduzir significativamente este parametro em relacéo ao grupo controle (159,9 + 7,4) em
20%. O diazepam 2 mg/kg apresentou um efeito semelhante (71,4 + 6,5), porém, mais

intenso (reducédo de 55% da laténcia de sono em relacéo ao grupo controle).

Em relacdo a duracdo da perda do reflexo postural (dura¢do do sono) (figura 16), houve
um aumento significativo deste parametro nos grupos tratados com EHPC nas doses de
200 e 400 (2909 + 364,7 e 5583 + 383,8, respectivamente). Isto representa, em termos
percentuais, um aumento de 207,4% e 491,2% em relacdo ao grupo controle (944,3
98,5). De forma semelhante, o diazepam 2 mg/kg (6375 = 685,6) aumentou
significativamente a duracdo do sono em 575,1% em relacdo ao grupo controle. E
importante ressantar que, quando comparados entre si, 0s grupos apresentam diferenca
significatica, tanto na laténcia, quanto na duracdo da perda do reflexo postural,

indicando um efeito dose-resposta do extrato neste teste.
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Figura 22: Efeito do EHFPC (25, 50 e 100 mg/Kg, i.p.) sobre a laténcia de sono em
camundongos tratados com pentobarbital (40 mg/kg, i.p.). Os animais foram
divididos em grupos de 9 animais e pré-tratados com o Extrato Hidroalcéolico das
Folhas de Passiflora cincinnata - EHFPC (200 e 400 mg/Kg, i.p.) Diazepam (2mg/Kg,
i.p.) e veiculo (Img/Kg, i.p.).As colunas representam média + erro padrdo da meédia
(EPM), analisados através da ANOVA seguido por Student Newman Keusl (post hoc).
Valores significativos: a, b, ¢ vs CONT, DzZP, EHFPC 200 e EHFPC 400,
respectivamente, quando p<0,05. (a)CONT = salina 0,9% - 1 mg/Kg, (b)DZP =
Diazepam 2 mg/Kg, i.p.; (¢)EHFPC 200 = EHFPC 200 mg/kg, i.p., (d)EHFPC 400 =
EHFPC 400 mg/kg, i.p.
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Figura 23: Efeito do EHFPC (25, 50 e 100 mg/Kg, i.p.) sobre a duracéo do sono em
camundongos tratados com pentobarbital sédico (40 mg/kg, i.p.). Os animais foram
divididos em grupos de 9 animais e pré-tratados com o Extrato Hidroalcéolico das
Folhas de Passiflora cincinnata - EHFPC (200 e 400 mg/Kg, i.p.) Diazepam (2mg/Kg,
i.p.) e veiculo (1mg/Kg, i.p.).As colunas representam média + erro padrdo da média
(EPM), analisados através da ANOVA seguido por Student Newman Keusl (post hoc).
Valores significativos: a, b, ¢ vs CONT, DZP, EHFPC 200 e EHFPC 400,
respectivamente, quando p<0,05. (a)CONT = salina 0,9% - 1 mg/Kg, (b)DZP =
Diazepam 2 mg/Kg, i.p.; (c)EHFPC 200 = EHFPC 200 mg/kg, i.p., (d)EHFPC 400 =
EHFPC 400 mg/kg, i.p.
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Nado forcado: o efeito tipo antidepressivo do EHFPC foi avaliado no teste de nado
forcado, através da andlise do tempo de imobilidade (em segundos) do animal no
cilindro com agua (Figura 17). As drogas antidepressivas padrées Imipramina 30 mg/kg
(33,1 £ 5,6), Fluoxetina 10mg/Kg (65,0 * 5,6), Bupropiona 20mg/Kg (67,6 = 8,8) e 0
EHFPC 25, 50 e 100 mg/kg (83,1 = 7,4; 70,8 = 7,9 e 58,3 = 9,5, respectivamente)
reduziram de forma significativa o tempo de imobilidade dos animais tratados em
70,1%, 41,2%, 38,7%, 24,7%, 35,8% e 47,2%, respectivamente, quando comparado ao
grupo controle (110,4 £ 5,1). Quando comparados entre si, 0s grupos tratados com 25 e
100 mg/k do EHFPC apresentam diferenca significativa, indicando uma possivel
relacdo dose-efeito.

No estudo de potencializacdo (Figura 18), as drogas antidepressivas
Imipramina 1 e 30 mg/kg (75,0 £ 8,3 e 12,3 £ 5,4), Fluoxetina 1 e 10mg/Kg (79,0 £ 6,0
e 27,4 + 4,0), Bupropiona 1 e 20mg/Kg (82,0 + 8,2 e 18,6 £ 3,9) e 0 EHFPC 1 e 100
mg/kg (94,0 £ 8,5 e 41,2 + 4,2) apresentaram diferencas significativas entre as doses em
83,6%, 65,3%, 77,3 e 56,1% respectivamente. Por sua vez, quando comparadas aos
grupos isolados, isto é, Imipramina 1 mg/kg, Fluoxetina 1 mg/kg e Bupropiona 1 mg/kg,
as associagfes EHFPC 1 + IMIP 1 (50,3 = 7,4); EHFPC 1 + FLU 1 (31,0 £ 5,2);
EHFPC 1 + BUP 1 (38,4 + 8,5) reduziram de forma significativa o tempo de

imobilidade dos animais tratados em 32,9%, 60,7% e 53,1% respectivamente.
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Figura 24: Efeito do EHFPC (25, 50 e 100 mg/Kg, i.p.) sobre a Laténcia de
Imobilidade. Os animais foram divididos em grupos de 9 animais e pré-tratados com o
Extrato Hidroalcoolico das Folhas de Passiflora cincinnata - EHFPC (25, 50, 100
mg/Kg, i.p.), Imipramina 30 (30 mg/Kg, i.p.), Fluoxetina 10 (10mg/Kg, i.p.),
Bupropiona 20 (20mg/Kg, i.p.) e salina (Img/Kg, i.p.).As colunas representam média *
erro padrdo da média (EPM), analisados através da ANOVA seguido por Student
Newman Keusl (post hoc). Valores significativos: a, b, ¢, d, e, f versus cont, Imip 30,
Fluox 10, Bup 20, EHFPC 25, EHFPC 50, EHFPC 100, respectivamente, quando p <
0,05. (a)Cont = salina 0,9% - 1 mg/Kg, i.p.; (b)Imip 30 = Imipramina 30mg/kg, i.p.;
(c)Fluox 10 = Fluoxetina 10mg/kg, i.p.; (d)Bup 20 = Bupropiona 20mg/kg, i.p.;
(e)EHFPC 25 = EHFPC 25mg/kg, i.p.; (EHFPC 50 = EHFPC 50 mg/kg, i.p.;
(9)EHFPC 100 = EHFPC 100 mg/kg, i.p.
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Figura 25: Efeito do EHFPC (1 e 100 mg/Kg, i.p.) em associagdo com
antidepressivos padrdes sobre a Laténcia de Imobilidade. Os animais foram
divididos em grupos de 9 animais e pré-tratados com o Extrato Hidroalcéolico das
Folhas de Passiflora cincinnata - EHFPC (1 e 100 mg/Kg, i.p.), Imipramina (1 e 30
mg/Kg, i.p.), Fluoxetina (1 e 10 mg/Kg, i.p.), Bupropiona (1 e 20 mg/Kg, i.p.) e salina
(Img/Kg, i.p.).As colunas representam média * erro padrdo da média (EPM), analisados
através da ANOVA seguido por Student Newman Keusl (post hoc). Valores
significativos: a, b, ¢, d, e, f, g, h, i, j, k, | vs controle, Imi 1, Imi 30, Fluox 1, Fluox 10,
Bup 1, Bup 20, EHFPC 1, EHFPC 100, EHFPC 1 "+ Imi 1, EHFPC 1 + Fluox 1,
EHFPC 1 + Bup 1, respectivamente, quando p < 0,05. (a)CONT = Controle (veiculo),
(b)Imi 30 = Imipramina 30mg/kg, i.p.; (c)Fluox 10 = Fluoxetina 10mg/kg, i.p.,; (d)Bup
20 = Bupropiona 20mg/kg, i.p.; (¢)EHFPC 100 = EHFPC 100 mg/kg, i.p.; ()Imi 1 =
Imipramina 1mg/kg, i.p.,; (g)Fluox 1 = Fluoxetina 1mg/Kkg, i.p.,; (h)Bup 1 = Bupropiona
1mg/kg, i.p.; ()EHFPC 1 = EHFPC 1 mg/kg, i.p.; )EHFPC 1 + IMI 1 = EHFPC 1
mg/kg, i.p. + Imipramina 1mg/kg, i.p.; (K)EHFPC 1 + FLUOX 1 = EHFPC 1 mg/Kg, i.p.
+ Fluoxetina 1mg/kg, i.p.; (DEHFPC 1 + BUP 1 = EHFPC 1 mg/kg, i.p. + Bupropiona
1mg/kg, i.p.
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Acinesia induzida com reserpina: de acordo com a figura 19, a administracdo dos

antidepressivos Imipramina 30 mg/kg, Fluoxetina 10 mg/kg e Bupropiona 20 mg/kg
aumentou o nimero de cruzamentos dos animais pré-tratados com reserpina em 58,8 +
9,7, 76,3 + 6,2 e 81,8 + 4,7 respectivamente quando comparados ao grupo tratado
somente com reserpina (24,6 + 3.3). A administragdo do EHFPC nas doses de 25, 50 e
100 mg/kg, reduziu de forma significativa e mostrou ser dose-dependente pelo nimero
de cruzamentos dos animais (52,0 £ 1,7; 45,8 £ 4,3; 40,5 £ 3,9, respectivamente), porém
os valores obtidos ainda foram superiores e estatisticamente diferentes daquele do grupo
tratado somente com reserpina (24,6 + 3.3). Em termos percentuais, 0 EHFPC nas doses
de 25, 50 e 100 mg/Kg aumentou 0 NC em 111,3%; 86,1%; 64,6%; respectivamente,
em relacdo ao grupo reserpina. Os animais tratados com a Imipramina, a Fluoxetina, a
Bupropiona, também apresentaram o aumento deste pardmetro com percentual em

139,0%; 210,1% e 232,5% em relagdo tambem em relagdo mesmo grupo reserpina.

Em relacdo ao grupo controle (69,1 + 3.3) tratados somente com solugédo
fisioldgica (0,9%, 10mg/Kg, i.p.) o grupo reserpina reduziu em 64,3% o nimero de
cruzamentos, o grupo tratado com imipramina (30mg/Kg, i.p.) reduziu em 14,9% o NC.
Ja em relacdo ao grupo bupropiona (20mg/Kg, i.p.) e fluoxetina (10mg/Kg, i.p.),
observou um aumento do NC em 17,6% e 10,4%, respectivamente. Quando comparados
ao grupo controle, os grupos do EHFPC (25, 50 e 100 mg/Kg, i.p.) reduziram em
24,1%, 33,7% e 41,3%, respectivamente.
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Figura 26: Efeito do EHFPC (25, 50 e 100 mg/Kg, i.p.) sobre o numero de
cruzamentos na acinesia induzida por reserpina. Os animais foram divididos em
grupos de 6 animais e pré-tratados com o Extrato Hidroalcéolico das Folhas de
Passiflora cincinnata - EHFPC (25, 50, 100 mg/Kg, i.p.), Imipramina 30 (30 mg/Kg,
i.p.), Fluoxetina 10 (10mg/Kg, i.p.), Bupropiona 20 (20mg/Kg, i.p.) e salina (1mg/Kg,
i.p.).As colunas representam média + erro padrdo da media (EPM), analisados através
da ANOVA seguido por Student Newman Keusl (post hoc). Valores significativos: a, b,
c, d, e, f, g, h versus Cont, Res 10, Imip 30, Fluox 10, Bup 20, EHFPC 25, EHFPC 50,
EHFPC 100, respectivamente, quando p < 0,05. (a)Cont = salina 0,9% - 1 mg/Kg, i.p.;
(b)Res 10 = Reserpina 10 mg/Kg, i.p.; (c)Imip 30 = Imipramina 30mg/kg, i.p.; (d)Fluox
10 = Fluoxetina 10mg/kg, i.p.; (¢)Bup 20 = Bupropiona 20mg/kg, i.p.; ()EHFPC 25 =
EHFPC 25mg/kg, i.p.; (9)EHFPC 50 = EHFPC 50 mg/kg, i.p.; (h)EHFPC 100 =
EHFPC 100 mg/kg, i.p.
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Convulsdes induzidas por Pentilenotetrazol: no teste da convulsdo induzida por PTZ 80

mg/kg foram avaliadas a laténcia para aparecimento da primeira convulsdao (LC) e a
laténcia de morte (LM), ambos em segundos. Na figura 20, a administracdo do EHFPC
50 mg/kg ndo promoveu qualquer alteracdo sobre a laténcia de primeira convulsdo
(101,1 £ 5,1) em relacdo ao grupo controle. Por outro lado, a administracdo do EHFPC
100 mg/kg (161,7 = 19,9) promoveu um aumento da laténcia para primeira convulsao
em 56,0%, em relacdo ao controle (103,6 £ 5,6). Quando comparadas entre si, as doses
apresentam diferenca estatistica e, consequentemente, relacdo dose-efeito. O diazepam 1
mg/Kg (18004 0,00) aumentou de forma significativa a laténcia para primeira convulsao

em 1.637%, em relacdo ao grupo controle.

Um efeito semelhante foi observado em relacdo ao parametro de Laténcia de
Morte (LM) (figura 21). A administracdo do EHFPC 50 mg/kg ndo promoveu qualquer
alteracdo sobre a laténcia de morte (794, 7 + 97,1) em relacdo ao grupo controle. A
administracdo do EHFPC 100 mg/kg (1.343,0 = 147,3) promoveu um aumento da
laténcia de morte de 152,9%, em relacdo ao controle (531,0 + 70,4). Da mesma forma,
qguando comparadas entre si, as doses apresentam diferenca estatistica e a relagdo dose-
efeito € mais uma vez observada. O DZP 1 mg/Kg (1800 + 0,00) também aumentou de

forma significativa a laténcia de morte em 238,9%, em relacéo ao grupo controle.
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Figura 27: Efeito do EHFPC (50 e 100mg/Kg, i.p.) sobre a laténcia da primeira
convulsdo em camundongos tratados com pentilenotetrazol (PTZ). Os animais
foram divididos em grupos de 9 animais e pré-tratados com o Extrato Hidroalcdolico
das Folhas de Passiflora cincinnata - EHFPC (50 e 100 mg/Kg, i.p.) Diazepam
(Img/Kg, i.p.) e salina (1mg/Kg, i.p.). As colunas representam média + erro padrdo da
média (EPM), analisados através da ANOVA seguido por Student Newman Keusl (post
hoc). Valores significativos: a, b, ¢ versus controle, DZP1, EHFPC 50, EHFPC 100,
respectivamente, quando p<0,05. (a)Cont = salina 0,9% - 1 mg/Kg, i.p., (b)DZP 1 =
Diazepam 1mg/kg, i.p.; (c)EHFPC 50 = EHFPC 50 mg/kg, i.p., (d)EHFPC 100 =
EHFPC 100 mg/kg, i.p.
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Figura 28: Efeito do EHFPC (50 e 100mg/Kg, i.p.) sobre a laténcia da primeira
convulsdo em camundongos tratados com pentilenotetrazol (PTZ). Os animais
foram divididos em grupos de 9 animais e pré-tratados com o Extrato Hidroalcéolico
das Folhas de Passiflora cincinnata - EHFPC (50 e 100 mg/Kg, i.p.) Diazepam
(Img/Kg, i.p.) e salina (1mg/Kg, i.p.). As colunas representam média + erro padrdo da
média (EPM), analisados através da ANOVA seguido por Student Newman Keusl (post
hoc). Valores significativos: a, b, ¢ versus controle, DZP1, EHFPC 50, EHFPC 100,
respectivamente, quando p<0,05. (a)Cont = salina 0,9% - 1 mg/Kg, i.p., (b)DZP 1 =
Diazepam 1mg/kg, i.p.; (c)EHFPC 50 = EHFPC 50 mg/kg, i.p., (d)EHFPC 100 =
EHFPC 100 mg/kg, i.p.
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Convulses induzidas por Pilocarpina: No teste da convulsdo induzida por pilocarpina

400 mg/kg, também foram avaliadas a laténcia para aparecimento da primeira convulséo
(LC) e a laténcia de morte (LM), ambos em segundos. A analise da LC (figura 22)
mostrou que o grupo tratado com Atropina 10 mg/kg (3600 + 0,0) aumentou de forma
significativa a LC em 499,2%, em relacdo ao grupo controle. No entanto, ndo foi
observada qualquer diferenca significativa entre os grupos tratados com Atropina 0,1
mg/kg (696,7 + 46,9), e EHFPC 5, 25 e 50 mg/kg (570, 5 + 23,8, 532,7 + 45,8 € 789,3 =
80,9 respectivamente) em relagdo ao grupo controle (600,8 = 26,2). No estudo de
potencializacdo, a associacdo EHFPC 5 mg/kg + Atropina 0,1 também n&o apresentou

diferenga entre os grupos controle, EHFPC 5 mg/kg e Atropina 0,1 mg/kg.

Na figura 23 observa-se um aumento significativo da LM nos grupos
tratados com Atropina 10 mg/kg (3600,0 + 0,0) e EHFPC 25 e 50 mg/kg (2186 + 516,7
e 3285 £ 315,2, respectivamente) em relagdo ao grupo controle (815,2 £ 92,9). Em
termos percentuais, estes valores representam um aumento de 341,6%, 168,1% e
302,9%, respectivamente, no tempo de morte. N&o foi observado aumento significativo
da LM nos grupos tratados com Atropina 0,1 mg/kg (1015 + 73,2) e EHFPC 5 mg/kg
(964,0 £ 71,0). Entretanto, no estudo de potencializagéo, a associacdo EHFPC 5 mg/kg
+ Atropina 0,1 mg/kg apresentou um aumento significativo (3600 = 0,0) na LM em

relacdo aos grupos controle, EHFPC 5 mg/kg e Atropina 0,1 mg/kg.
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Figura 29: Efeito do EHFPC (25, 50 e 100 mg/Kg, i.p.) sobre a laténcia da primeira
convulsdo de camundongos tratados com pilocarpina (400 mg/kg, i.p.). Os animais
foram divididos em grupos de 9 animais e pré-tratados com o Extrato Hidroalcéolico
das Folhas de Passiflora cincinnata - EHFPC (25, 50, 100, 200 e 400 mg/Kg, i.p.)
Diazepam (1mg/Kg, i.p.) e veiculo (1mg/Kg, i.p.). As colunas representam média + erro
padrdo da média (EPM), analisados através da ANOVA seguido por Student Newman
Keusl (post hoc). Valores significativos: a, b, ¢, d, e, f, g versus controle, ATR 0,1, ATR
10, EHFPC 5, EHFPC 25, EHFPC 50, ATR 01 + EHFPC 5, respectivamente, quando
p<0,05. (a)Controle = salina 0,9% - 1mg/Kg, i.p., (b)Imip 30 = Imipramina 30mg/kg,
i.p.,; (c)Fluox 10 = Fluoxetina 10mg/kg, i.p.,; (d)Bup 20 = Bupropiona 20mg/kg, i.p.,
(e)EHFPC 25 = EHFPC 25mg/kg, i.p., (HEHFPC 50 = EHFPC 50 mg/kg, i.p.,
(9)EHFPC 100 = EHFPC 100 mg/kg, i.p.
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Figura 30: Efeito do EHFPC (25, 50 e 100 mg/Kg, i.p.) sobre a laténcia de morte
em camundongos tratados com pilocarpina (400 mg/kg, i.p.). Os animais foram
divididos em grupos de 9 animais e pré-tratados com o Extrato Hidroalcéolico das
Folhas de Passiflora cincinnata - EHFPC (25, 50, 100 mg/Kg, i.p.) Diazepam (1mg/Kg,
i.p.) e veiculo (Img/Kg, i.p.). As colunas representam média + erro padrdo da média
(EPM), analisados através da ANOVA seguido por Student Newman Keusl (post hoc).
Valores significativos: a, b, c, d, e, f, g versus controle, ATR 0,1, ATR 10, EHFPC 5,
EHFPC 25, EHFPC 50, ATR 01 + EHFPC 5, respectivamente, quando p<0,05.
(@)Controle = salina 0,9% - 1mg/Kg, i.p., (0)ATR 0,1 = Atropina 0,1mg/Kg, i.p.;
(c)ATR 10 = Atropina 10 mg/Kg, i.p.; (d)EHFPC 5 = EHFPC 5 mg/Kg, i.p.; (¢)EHFPC
25 = EHFPC 25mg/kg, i.p., (JEHFPC 50 = EHFPC 50 mg/kg, i.p., ATR 01 + EHFPC 5
= Atropina 0,1 mg/Kg + EHFPC 5 mg/kg, i.p.
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Tremores induzidos por oxotremorina: no teste realizado, o pardmetro avaliado foi a

intensidade do tremor induzido pela oxotremorina (OXO 0,5 mg/Kg, i.p.). A figura 24
mostra que o EHFPC (25, 50, 100) reduziram de forma significativa os tremores
ocasionados pela oxotremorina. Onde no primeiro intervalo de tempo (10 minutos) a
atropina reduziu em 100% e 13,4%, 20% e 46,7% para o EHFPC (25, 50 e 100 mg/Kg,
I.p.), respectivamente em relacdo ao controle: Controle (SF, 0,9%) = 3 + 0; Atropina
10mg/Kg = 0 £ 0; EHFPC 25mg/Kg = 2,6 + 0,1; EHFPC 50mg/Kg = 2,4 £ 0,1; EHFPC
100mg/Kg= 1,6 £ 0,1 . N&o havendo significancia do ponto de vista estatistico quando

comparado ao grupo EHFPC 25 e 50 em relagdo ao grupo controle.

No segundo intervalo de tempo (20 minutos) a atropina (10 mg/Kg, i.p.)
e 0 EHFPC (25, 50 e 100 mg/Kg, i.p.) reduziram a intensidade dos tremores em 96,7%;
40%; 60%; 53,4% em relacdo ao controle: Controle (SF 0,9%) 3 £ 0; Atropina 10mg/Kg
=0,1+0, 1; EHFPC 25mg/Kg = 1,8 + 0,1; EHFPC 50mg/Kg = 1,2 + 0,1; EHFPC
100mg/Kg = 1,4 + 0,1. Do ponto de vista estatistico hd uma diferenca siginifcativa em
relacdo ao grupo controle. E ndo ha siginificancia quando comparado 0s grupos extratos

entre si.

No terceiro e ultimo intervalo de tempo (30 minutos) foi observado que a
atropina e os EHFPC (25, 50 e 100mg/Kg, i.p.) reduziram em 91,4%; 21,7%; 56,5% e
52,1%, respectivamente, em relacdo ao controle: Controle (SF 0,9%) 2,3 = 0,1; Atropina
10mg/Kg = 0,2 + 0, 1; EHFPC 25mg/Kg = 1,8 £ 0,2; EHFPC 50mg/Kg = 1,3 = 0,1;
EHFPC 100mg/Kg = 1,2 + 0,1. Ndo ha diferenca estatistica entre 0s grupos dos extratos

(50 e 100) em relacdo ao grupo controle.
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Figura 31: Efeito do EHFPC (25, 50 e 100 mg/Kg, i.p.) sobre a intensidade dos
tremores em camundongos tratados com oxotremorina (0,5 mg/kg, i.p.). Os animais
foram divididos em grupos de 9 animais e pré-tratados com o Extrato Hidroalcdolico
das Folhas de Passiflora cincinnata - EHFPC (25, 50, 100 mg/Kg, i.p.) Atropina
(10mg/Kg, i.p.) e veiculo (salina 0,9%; 1mg/Kg, i.p.). As colunas representam meédia *
erro padrdo da média (EPM), analisados através da ANOVA seguido por Bonferroni.
Valores significativos de a, b, c, d, e para controle, ATR 10, EHFPC 25, EHFPC 50,
EHPFC 100, respectivamente, quando p< 0,05. (a)Controle = salina 0,9% - 1mg/Kg,
i.p., (b)Atropina 10 = Atropina 10mg/Kg, i.p. ()EHFPC 25 = EHFPC 25mg/Kkg, i.p.,
(d)EHFPC 50 = EHFPC 50 mg/kg, i.p., (¢)EHFPC 100 = EHFPC 100 mg/Kkg, i.p.
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Dosagem do conteddo de monoaminas e metabolitos em corpo estriado: a administragdo

do EHFPC 100 mg/kg promoveu aumento significativo nos niveis estriatais de NA
(5831,0 + 445,0) em 50% e DA (5085,0 + 739,6) em 37,8% e reducdo do contetdo de
DOPAC (1170,0 £ 143,3) em 30%, em relacdo aos seus respectivos controles (2912,0 £
179,3; 3159,0 + 157,3 e 1673,0 £ 122,2), como mostrado nas figuras (25, 26 e 27).
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Figura 32. Quantificacdo de catecolaminas (Dopamina) em corpo estriado de
camundongos tratados com EHFPC (100 mg/Kg, i.p.). Os animais foram divididos
em grupos de 4 animais pré-tratados com o EHFPC (100 mg/Kg, i.p.) e salina (1mg/Kg,
i.p.), em seguida foram decaptados e dissecados o cérebro para remoc¢do do corpo
estriado e preparo do homogenato, para quantificacdo de catecolaminas por CLAE. Os
dados representam a média * erro padrdo da média (EPM), analisados através do teste
T, seguido de Unpaired t test. CONT.: controle salina 0,9% - 1mg/Kg, i.p.; EHFPC 100

= Extrato Hidroalcoolico das folhas de P. cincinnata 100 mg/Kg.
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Figura 33. Quantificacdo do metabolito (Dopac) em corpo estriado de
camundongos tratados com EHFPC (100 mg/Kg, i.p.). Os animais foram divididos
em grupos de 4 animais e pré-tratados com o EHFPC (100 mg/Kg, i.p.) e salina
(Img/Kg, i.p.), em seguida foram decaptados e dissecados o cérebro para remocédo do
corpo estriado e preparo do homogenato, para quantificacdo de catecolaminas por
CLAE. Os dados representam a média + erro padrdo da média (EPM), analisados
através do teste T, seguido de Unpaired t test. CONT.: controle salina 0,9% - 1mg/Kg,
i.p.; EHFPC 100 = Extrato Hidroalcoolico das folhas de P. cincinnata 100 mg/Kg.
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Figura 34. Quantificacdo de catecolaminas (Noradrenalina) em corpo estriado de
camundongos tratados com EHFPC (100 mg/Kg, i.p.). Os animais foram divididos
em grupos de 4 animais e pré-tratados com o EHFPC (100 mg/Kg, i.p.) e salina
(Img/Kg, i.p.), em seguida foram decaptados e dissecados o cérebro para remocdo do
corpo estriado e preparo do homogenato, para quantificacdo de catecolaminas por
CLAE. Os dados representam a média + erro padrdo da média (EPM), analisados
através do teste T, seguido de Unpaired t test. CONT.: controle salina 0,9% - 1mg/Kg,
i.p.; EHFPC 100 = Extrato Hidroalcoolico das folhas de P. cincinnata 100 mg/Kg.
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6. DISCUSSAO

Passiflora € um género bastante conhecido por ser consumido como
alimento pela populacdo, um exemplo disto sdo o maracujd amarelo (P. edulis),
maracuja doce (P. alata) e o maracuja vermelho (P. incarnata), que por sua vez sdo
utilizadas para o tratamento de diversas patologias do SNC, tais como ansiedade,
nevralgia e distUrbios do sono (MULLER, 2006; SENA, 2009). A P. cincinnata é uma
espécie ainda pouco estudada e na constante busca por substancias com atividades
farmacologicas atuantes no SNC, foram fatores que incentivaram o desenvolvimento do
presente trabalho. Na regido do cariri, a P. cincinnata é muito utilizada pela populagao
local para o tratamento de doencas relacionadas ao sistema nervoso e afecc¢des do trato
respiratorio (PROVENSI, 2007). No entanto diferentemente daquelas, muito pouco se
sabe a respeito da composicdo quimica, sendo escassos 0s relatos na literatura cientifica

que avaliem e validem os efeitos centrais.

Com os achados na literatura, foi visto que ndo ha informacdes concretas
e suficientes a respeito da acdo central de plantas do género Passiflora e da espécie em
estudo, a P. cincinnata e despertou o interesse em estudar mais detalhadamente, a fim
de estabelecer parametros mais concretos em relacao a atividade neurofarmacoldgica e a
composicdo quimica correspondente desta espécie encontrada com facilidade na
Chapada do Araripe, no Cariri Cearense. Por ser de género com maioria dos frutos
comestiveis, ha uma grande quantidade de estudos de caracterizacdo quimica dos frutos,
e ndo das suas demais partes aéreas, tais como as folhas, caule, sementes, casca, flor,
onde ha poucos relatos na literatura em que se possa corroborar com os resultados
encontrados (MULLER, 2006). Desta forma, o presente trabalho estudou a possivel
utilidade de plantas da flora brasileira, como o maracuja-do-mato, no tratamento de
alguns transtornos comportamentais apresentando efeitos farmacoldgicos interessantes,

na qual a importancia seré discutida a seguir.

Véarios modelos experimentais podem ser utilizados para avaliar o efeito
de drogas sobre o comportamento. No presente estudo, a atividade ansiolitica, sedativa,
e anticonvulsivante que sdo popularmente atribuidas a Passiflora cincinnata foram
avaliadas por meio de testes comportamentais especificos. Para tanto, foi obtido um

extrato hidroalcoolico das folhas de Passiflora cincinnata (EHFPC) como descrito em
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capitulos anteriores e analisado quanto a composic¢do quimica. A analise fitoquimica do
EHFPC evidenciou as seguintes classes de metabdlitos secundarios:
leucoantocianidinas, antocianinas, antocianidinas, catequinas, fenois, taninos

(flobabénicos — condensados ou catéquicos), flavononas e flavonoides.

Os metabolitos secundarios € o que define a capacidade de sobreviver de
cada espécie em ecossistemas 0s quais se inserem. Produzidos por vias biossintéticas
diferentes, onde sdo caracterizadas pelo género em familia de cada espécie, esses
metabolitos sdo interligados aos metabolitos priméarios, uma vez que estes fornecem
moléculas de base para moléculas dos metabdlitos secundérios. Variados mecanismos
de evolucdo molecular foram propostos para justificar a ampla diversidade de
metabolitos secundarios encontrados na natureza. Pela forma de conducéo da evolucao
das estruturas moleculares, é que explica a diversificacdo de atividades biolégicas dos
vegetais e dos metabdlitos (COLETA, 2008). Os flavondides possuem capacidade de
modular atividades de enzimas, 0 que pode também afetar o comportamento de muitos
sistemas celulares, o que pode levar a efeitos anti-hepatotdxicos, anti-alérgico, anti-

inflamatorio, antiosteopordtico e até anti-tumoral (Carlo et al, 1999).

Os flavondides sdo importantes no controle de qualidade dos
fitoterapicos, além de representarem um dos grupos fenoélicos mais importantes e de
maior diversidade e encontrados com frequéncia em produtos de origem vegetal. Tem
funcdo de proteger contra raios ultravioleta, insetos, fungos, virus e bactérias que
atingem o vegetal. Atraem insetos com finalidade de polinizacdo, tem atividade
antioxidante, controle de acdo de hormonios vegetais e podem ser usados para
caracterizacdo taxonémica. Os de origem natural, de frequéncia oxigenados e também
conjugados com acUcares, também denominada de glicosideos sdo formados pela
ligagdo de um ou mais agUcares e grupos hidroxilas por ligacdes facilmente destruidas
por hidrdlise acida (MULLER, 2006).

Nos testes de prospecgédo fitoquimica, cromatografia de camada delgada
(CCD) e cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) realizada por Strasser (2011)
com Passiflora serratodigitata foram encontrados alcaldides tanto na droga vegetal,
quanto no extrato bruto. O teste de identificacdo de alcaldides do extrato das folhas de

Passiflora cincinnata, contrariamente, indicou auséncia dessa classe de metabdlitos.
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Este resultado corrobora com os estudos de Barbosa (2006), Muller (2006) e Coleta
(2008) ao afirmarem que os alcaldides ndo sdo os constituintes predominantes nas
especies de Passiflora. Por sua vez, em outras espécies de Passiflora, é comprovada a
presenca de metabdlitos secundarios como os alcaldides e flavonoides, um dos
principais constituintes quimicos que apresentam um efeito modulador do SNC
(PROVENSI, 2007).

A CLAE é um meétodo fisico-quimico de separa¢do que possui um
melhor desempenho para quantificacdo e detecgdo de compostos em menos tempo de
analise (VILLAS-BOAS, 2007). O perfil cromatografico do extrato de Passiflora
cincinnata quantificou e identificou outros compostos marjoritdrios como acidos
fenolicos e flavonoides, as quais se destacam &cido caféico, acido clorogénico, acido
galico e acido elagico. Em se tratando dos acidos fendlicos, sdo compostos que podem
ndo estar diretamente relacionada & atividades farmacoldgicas. No EHFPC foram
identificados outros compostos marjoritarios como os flavonoides, as quais se destacam

catequina, epicatequina, rutina, quercitrina, quercetina e caempeferol.

Os flavonoides representam um dos grupos de compostos fendlicos mais
importantes e de maior diversidade, encontrados com frequéncia em produtos de origem
vegetal. Esses compostos tem funcdo de proteger os vegetais contra raios ultravioleta,
insetos, fungos, virus e bactérias. Muitos deles tém atividade antioxidante e podem ser
encontrados com frequéncia na forma oxigenada ou conjugados com aglcares. Podem
ser usados para caracterizacdo taxondmica ou como marcadores de qualidade. A
Passiflora edulis, por exemplo, é caracterizada devido a grande quantidade de
flavonoides, tais como, vitexina, saponina, saponaretina, isorientina, quercetina e rutina
(LUTOMSKI E MALEK, 1975; MULLER, 2006). O flavonoide rutina, foi detectado
também nas espécies de Passiflora edulis, Passiflora alata, Passiflora incarnata
(MORAES, 1995; PIETTA et al, 1996). No presente trabalho, a técnica da CLAE
também identificou a presenca de rutina, além de quercetina e de outros flavondides na
composicdo do EHFPC. Isto reforca o fato de que os flavonoides parecem ser
componentes majoritarios nas espécies de Passiflora, responsaveis, pelo menos em

parte, pelos efeitos farmacoldgicos comumente associados a estas plantas.
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Nos Estudos de Coleta (2008), mostra resultado esperado para flavonoides
em P. edulis Sims na composicao do extrato das folhas secas da planta, uma vez que no
estudo com P. cincinnata verificou-se também a presenca desses metabo6litos no
EHFPC, onde estes sdo compostos predominantes nas variadas espécies do género

Passiflora.

As saponinas também representam uma classe de metabolitos
secundarios encontrada em varias espécies de Passifloras. Atualmente as saponinas
estdo sendo estudadas por possuirem atividades farmacoldgicas diversas (Villas-Boas,
2007). Orsini e colaboradores (2007) relataram pela primeira vez presenca de saponinas
em Passiflora quadrangulares. Bombardeli e colaboradores (1975) isolaram de
Passiflora edulis a saponina quadrangulosideo, que também foi identificada
posteriormente na Passiflora alata por Yoshikawa et al., (2000). Reginatto e
colaboradores (2001) também encontraram em Passiflora edulis a passiflorina, saponina
a qual os pesquisadores atribuem o efeito sedativo e ansiolitico do género Passiflora.
Uma vez que esse metabdlito ndo foi confirmado nos testes de prospeccao quimica com

a P. cincinnata.

O uso de produtos de origem natural é uma pratica muito comum, que
estd associada a cultura popular e a outros fatores, tais como o acesso facil, o baixo
custo e a crenca de que por ser natural, 0 composto € isento de toxicidade. Porém, isto
tem instigado alguns pesquisadores no intuito de investigarem o mecanismo de agéo e
identificar o potencial toxico dos fitoterapicos, pois muitos vegetais podem levar riscos
a saude humana (VEIGA JUNIOR, 2005). De forma semelhante, no presente trabalho
foi investigado o potencial toxico do EHFPC através da determinacdo da DLso, e do

perfil farmacoldgico (teste hipocratico de Malone) do extrato.

Para a determinacdo da DLsy foram utilizadas doses crescentes do
EHFPC, com limite de 5000 mg/kg, i.p. Neste teste, o extrato apresentou baixa
toxicidade, uma vez que ndo foram registradas mortes nos grupos testados, sugerindo
que a DLsp do EHFPC parece ser superior a 5000 mg/kg quando administrado via oral e
via intraperitoneal, ndo apresentando também quaisquer sinais de toxicidade e
letalidade. No entanto se faz necessario um estudo mais detalhado, observando o

material bioldgico em cortes histopatologicos e realizando uma analise bioquimica,
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melhorando os devidos esclarecimentos em relacéo a alteragdes fisiologicas. Lembrando
que optou-se por usar doses menores que 10% da DLsp a fim de minimizar efeitos

colaterais, onde a determinacdo da dose letal mediana foi importante nesse aspecto.

Os dados do teste hipocratico com o EHFPC apresentaram efeito depressor
do SNC. No entanto, foi preciso confirmar com testes em modelos animais para definir
estes achados. Foram utilizadas doses de 5000, 2000, 625, 195, 61 e 19 mg/Kg para o
teste hipocratico e identificar doses depressoras e efeitos tipo antidepressivo e para 0s
testes farmacoldgicos doses de 400, 200, 100 50 e 25 mg/Kg que estdo na faixa de baixa
toxicidade e que mostram efeitos significativo.

Esse resultado é corroborado por alguns trabalhos, como o de Rojas e
colaboradores (2006) ao indicarem que a DLs do extrato etandlico de P. edulis seria de
aproximadamente 10.000 mg/Kg, via oral. Nascimento e colaboradores (2009) também
observaram baixa toxicidade em um fitoterapico contendo P. incarnata, quando
administrado via oral. Neste trabalho, os autores concluiram que o fitoterapico é
bastante seguro e, mesmo em doses elevadas, 0 mesmo ndo promoveu mudangas nos

parametros clinicos, laboratoriais e eletrocardiograficos dos sujeitos do estudo.

A ansiedade é um termo utilizado para definir o estado emocional normal
associado ao estresse ou dificuldade psicolégica. O termo “neurose de ansiedade” foi
dado por Sigmund Freud ao apresentar estudos de caso como 0s primeiros relatos sobre
esse transtorno, que englobava os trés graus de ansiedade, sendo este termo usado até a
década de 1980, apds o lancamento do DSM — 111 — Manual de Diagndstico e Estatistico
de Transtornos Mentais (SANGER, 1991; KAPLAN & SADOK, 1999).

Para a busca de novos farmacos, sdo criados diversos modelos animais,
que estdo descritos na literatura, dentre esses modelos, esta 0 modelo de Labirinto em
Cruz Elevado (LCE) e o Campo Aberto (CA), estes sdo amplamente aceitos para
ensaios farmacologicos de estudo da ansiedade. No LCE a diferenca entre o nimero de
entradas nos bracos abertos e o numero de entrada nos bragos fechados, bem como a
razdo entre o tempo de permanéncia nos bragos abertos e o tempo de permanéncia nos
bracos fechados, serdo os pardmetros que irdo identificar substancias ansioliticas ou

ansiogénicas. Os roedores tem aversao natural por areas abertas, marcador usado para
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justificar o ensaio. Com o uso de ansioliticos clinicamente eficazes foi demonstrado um
aumento do numero de entrada nos bragos abertos, ja& com substancias ansiogénicas
esses parametros sdo diminuidos (COLETA, 2008). No CA, os parametros avaliados
sdo, 0 numero de cruzamentos, numero de hearing e numero de grooming. Estes

avaliam a atividade locomotora do animal.

Os testes de atividade locomotora e exploracdo em roedores séo
amplamente utilizados na avaliacdo de agentes psicotrépicos e novos farmacos que
atuam no SNC. Para avaliar os efeitos dessas drogas, muitos amparatos sao utilizados
como, por exemplo, o campo aberto (CA) (ARCHER, 1973). Este € um dos modelos
mais usados para a descoberta de medicamentos que agem no SNC, onde o animal é
inserido em um ambiente desconhecido, sem possibilidades de evadir-se pela existéncia
de paredes laterais que cercam o ambiente. O que possibilita avaliar a atividade
exploratoria do animal (BELZUM, 1999; WALSH et al, 1976)

No teste de CA, o EHFPC reduziu de forma significativa os grupos do
EHFPC (400 e 200 mg/Kg) e o diazepam (1 mg/Kg) os pardmetros de nimeros de
cruzamento, grooming e rearing. Segundo Perez e colaboradores (1998) esta redugéo
indica acdo sedativa do SNC, o que pode ser observada pela reducdo espontanea da
locomocdo, ou seja, diminuicdo da excitabilidade do SNC. Lembrando que nas doses de
100, 50 e 25 mg/Kg néo houve reducdo significativa da locomog¢&o no campo aberto. Os
benzodiazepinicos com seu potencial ansiolitico afetam nesse parametro diminuindo a
marcha, o que a dose mais efetiva do EHFPC (100 mg/Kg) nédo afetou locomocéo e o
namero de grooming e o nimero de rearing. Esses ultimos parametros, sdo do proprio
comportamento dos animais, que consiste em lamber as patas, a cabeca, as costas e a
genitdlia com movimentos repetitivos (VAN et al, 1994; MACFARLAND &
REENDER, 1974). Com a acdo dos benzodiazepinicos esses comportamentos séo
controlados pelos neurénios GABAérgicos (LUCETTI, 2010), pois a sensibilidade dos
receptores GABA estd reduzida ou hd uma discreta reducdo na funcdo desses
receptores, o que leva a uma hipotese de falha desse sistema. Pelo sistema
noradrenérgico, que esta relacionado com o sistema nervoso simpatico, implica em
investigacbes com as catecolaminas que estdo envolvidas na ansiedade. No sistema
serotoninérgico h&4 uma reducdo dos niveis de serotonina (BARBOSA, 2006; SENA,
2009).
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Entendendo a ansiedade via neurobiolédgica, compreendemos o que engloba
um circuito neuronal bastante complexo que envolve diversos neurotransmissores. O
primeiro sistema cogitado seria 0 GABAEérgico, pela teoria das desordens neuronais da
ansiedade. Porém, atualmente cogita-se em evidéncias do envolvimento dos outros
sistemas tais como o serotoninérgico, noradrenérgico, glutamatérgico e vias
neuroendodcrinas (eixo hipotdlamo — pituitaria — adrenal), que esta relacionado ao
estresse, pois libera o hormdnio adrenocorticotréfico através do fator de liberacdo de
corticotrofina. O hipotdlamo produz o CRF (fator ou horménio liberador de
coticotrofinas) (PROVENSI, 2007).

H& uma grande variedade de estudos farmacoldgicos com espécies do
género Passiflora, porém poucos mostram a relacdo dos efeitos com os constituintes
quimicos da planta, e relatam também relevantes resultados etnofarmacoldgicos e a
existéncia de farmacos que evidencia uso do género Passiflora na medicina popular e
natural como tranquilizante e ansioliticos (MULLER, 2006; COLETA, 2008; SENA,
2009).

Drogas ansioliticas quando administradas em ratos, reduzem o estado de
imobilidade, estado este que é produzido pelo animal quando ele é imposto em
ambiente ndo familiar, o rato tende a permanecer em alerta por algum tempo, o0 que

caracteriza a supressao comportamental (RANG et al, 2001) .

Muitos farmacos da classe dos benzodiazepinicos possuem atividade
ansiolitica e sedativa. Porém esses farmacos possuem efeitos colaterais indesejados, tais
como hipnose, relaxamento muscular, amnésia anterdgrada, prejuizo do desempenho
psicomotor, dependéncia e tolerancia ao alcool. A sedacdo também é observada em
drogas antipsicoticas, através do bloqueio dos receptores dopaminérgicos (GRAEFF,
1999). No intuito de diminuir tais efeitos indesejados, as pesquisas envolvendo animais
e produtos naturais estdo crescendo. Esses estudos seguem metodologias que foram
validadas para a busca de novos agentes ansioliticos tais como o labirinto em cruz

elevado e o campo aberto.

O tratamento da ansiedade como a evolucdo da farmacologia de ansioliticos

seletivos ou benzodiazepinicos, mas antigamente eram usados brometos e até mesmo
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barbitdricos (BARBOSA, 2006). Com o conhecimento especifico e detalhado sobre o
mecanismo de acdo dos farmacos ansioliticos, ainda ha lacunas sobre o fenémeno
fisioldgico em relacdo as defesas normais ou patologica observada nos animais. A via
mais estudada para o controle da ansiedade é a GABAérgica. Vérias drogas ansioliticas
usadas rotineiramente, principalmente os benzodiazepinicos, estdo entre as classes de
drogas que modulam alostericamente os receptores gabaérgicos do tipo A (OLSON,
2002).

O LCE (labirinto em cruz elevado) é um dos modelos mais usados para
detectar compostos que tenham acdo ansiolitica com o complexo
GABAA/Benzodiazepinico (RODGERS et al, 1997). Quando testado estas substancias
em camundongos e ha um aumento do nimero de entrada nos bracgos abertos do LCE e
consequentemente o aumento do tempo de permanéncia nos bracos abertos. Desta
forma, observamos os resultados com o EHFPC de maneira que houve significancia
para este modelo, onde os resultados serdo abordados a seguir.

No estudo realizado por Romanini e colaboradores (2006), observou um
efeito sedativo na fracdo aquosa (FA) e Extrato Fluido (EF) de Passiflora alata quando
administrado via oral, enquanto doses maiores do EF e da FA diminuiram a atividade
locomotora geral, quando observado nos testes de CA e LCE, o EF e a FA das folhas de
P. alata foi confirmada o efeito sedativo, pois o EF (300mg/Kg) e a FA (300 e
600mg/Kg) apresentaram significativa reducdo da atividade locomotora quando
analisados o nimero de cruzamentos e de rearing. Ja o ansiolitico padrdo (diazepam)
que apresentou efeito positivo no LCE néo alterou a locomog¢do dos animais no CA.
Romanini e colaboradores (2006) também investigaram a atividade antidepressiva em
camundongos, a partir da administracdo oral do EF (Extrato Fluido) e da FA (Fracdo
Aquosa) das folhas de P. alata, o que concluiram que ambos extratos aumentaram o
efeito sedativo.

Neste sentido, os dois modelos animais de ansiedade e atividade locomotora
(LCE e CA), no CA a dose de 400mg/Kg do EHFPC reduziu significativamente a
atividade locomotora, até mesmo quando comparada ao diazepam (ansiolitico padrao),
ja comparando as doses de 50 e 100mg/Kg o efeito da reducdo da atividade locomotora
ndo foi alterado. No modelo do LCE, considerando o nimero de entradas e o tempo de

permanéncia nos bragos abertos, a dose de 100mg/Kg do EHFPC aumentou



107

significativamente, quando comparado ao grupo controle negativo e ao grupo diazepam.
Tais resultados corroboram com os testes realizados por Romanini e colaboradores
(2006) em que nas doses mais elevadas (300 e 600mg/Kg) dos extratos de P. alata
observa-se uma reducdo da atividade locomotora assim como a concentracdo de
400mg/Kg do EHFPC também apresenta tal efeito. O efeito ansiolitico apresentado pelo
diazepam na dose de 1 mg/Kg em ambos ensaios farmacoldgicos foi positivo, efeito
semelhante ao encontrado no estudo de P. alata na concentracdo de 100 mg/Kg
(SALOMAO, 2003), 0 mesmo encontrado nos resultados com a P. cincinnata na
concentracdo de 100mg/Kg do extrato. Coleta (2008) estudando a P. edulis no teste de
LCE evidenciou uma atividade do tipo ansiolitica para a dose de 100mg/Kg,
corroborando com os resultados para teste de atividade ansiolitica nos ensaios

farmacoldgicos com a P. cincinnata também na concentracdo de 100mg/Kg.

No LCE, a administracdo do EHFPC na dose de 100 mg/Kg produziu um
efeito semelhante ao observado no diazepam (1 mg/Kg) ambos diminuindo o niumero de
entrada e o tempo de permanéncia nos bracos fechados, e aumentando o nimero de
entradas e o tempo de permanéncia nos bracos abertos. Para comprovar o mecanismo de
acao, se seria semelhante ao diazepam, foi associado o EHFPC ao flumazenil, o
antagonista benzodiazepinico, o que observou resultados positivos e semelhantes a
droga padrdo, revertendo os efeitos ansioliticos. O que possivelmente, o EHFPC tenha

mecanismo do tipo benzodiazepinico.

Analisando a atividade farmacoldgica do extrato da P. edulis, demonstra
que esta possui efeito do tipo ansiolitico (COLETA, 2008). Ainda o mesmo autor
utilizando infusbes da Fracdo de Flavonoides total da P. edulis evidenciou também
efeito ansiolitico, mas verificou também que induzia um relaxamento muscular e
descoordenacéo da atividade motora. Em contra partida, estudos realizados por Paladini
e colaboradores (1999) concluiram que os flavonoides ativam o SNC, e ensaios semi-
sintéticos modificando o nucleo das flavonas aumentam o potencial ansiolitico dessas
moléculas, o que nos leva a acreditar que os flavonoides atuam de forma direta no

sistema nervoso central, como um agente ansiolitico..

Em estudos clinicos realizados por Akhondzadeh (2001), foi verificado o

efeito ansiolitico de uma tintura de P. incarnata, e que esta apresentou menos efeito
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adverso que o ansiolitico sintético oxazepam. Com a P. caerulea, foi isolado o
flavondide crisina, e foi descrito por Wolfman e colaboradores (1994) que o mesmo
seria um agonista parcial dos receptores benzodiazepinicos, por demonstrar agédo
ansiolitica sem efeito sedativo e relaxante muscular. Também em estudos
comportamentais realizados por Soulimani e colaboradores (1997) com extrato
hidroalcdolico de P. incarnata (400mg/Kg; i.p.) apresentaram atividade ansiolitica e o
extrato aquoso (400 e 800 mg/Kg; i.p.) apresentou efeito sedativo quando administrado
em camundongos. Acredita-se que a mudanca de solvente na producdo do extrato

interfere nos efeitos desejados.

Extrato de P. alata, foi investigado farmacologicamente por Salomé&o
(2003) e constatou-se um efeito ansiolitico (na dose de 100mg/Kg) quando submetidos
ao teste de Labirinto em Cruz Elevado (LCE). Observou também um efeito sedativo,
onde diminuiu 0 numero de cruzamentos e levantamentos quando colocados no campo
aberto. Ainda com o mesmo extrato, foi visto 0 aumento do tempo de sono induzido por
barbitaricos, além de induzir catalepsia nos animais, quando testado com haloperidol.
As folhas de P. edulis também possuem atividade ansiolitica quando testada em animais
de laboratério, diminuindo a atividade locomotora e aumentando o tempo de sono
(PETRY et al, 2001). Santos e colaboradores (2005) viu que as folhas de P. actnia

também possuia acdo sedativa.

O modelo do campo aberto (CA) é eficaz ao discutir a especificidade de
uma droga caso ela seja estimulante, sedativa, ansiolitica ou ansiogénica (LISTER,
1987). O aumento da atividade locomotora horizontal no campo aberto pode ser
considerado um efeito estimulante, sendo que a diminuicdo da atividade vertical
(numero de rearing) e horizontal (nimero de cruzamento) estdo relacionados a sedacéo
(PRUT et al, 2003). A atividade sedativa pode ser definida pela reducéo da atividade
locomotora e reducdo da vigilancia, o que minimiza a excitacdo excessiva
(GUIMARAES, 1999).

As classes mais comuns de farmacos ansioliticos sdo 0s agonistas
serotoninérgicos, que sdo capazes de produzir atividade ansiolitica com pouca sedacao.
Os barbitdricos sdo agentes ansioliticos, sedativos, antagonistas dos receptores [-

adreneérgicos, pois reduzem os sintomas fisicos da ansiedade (tremor, palpitacdo). A
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classe mais utilizada sdo os benzodiazepinicos, porém possuem muitos efeitos
indesejaveis que vdo desde efeitos toxicos até tolerancia e dependéncia e sedacdo
(VILLAS — BOAS, 2007; CARLINI, 2003; RANG et al, 2001).

Os barbitdricos potencializam a inibicdo sinaptica mediada pelos receptores
GABAérgicos promovendo sedacdo/hipnose (FUJIMORI & COBB, 1995). A acgdo
sedativa do EHFPC também foi evidenciada no teste de campo aberto reduzindo os
parametros nas doses de 400 e 200 mg/Kg, o que essa sedacdo foi melhor investigada
nos testes de potencializagdo do sono com pentobarbital, o que obtivemos resultados
positivos, diminuindo a laténcia e a duragdo do sono, quando comparados ao grupo do
diazepam (2 mg/Kg), sendo o EHFPC com efeito similar. Maiores investigacGes, quanto
ao mecanismo de acdo e ao metabolismo seriam necessarias, uma vez que a
biotransformacdo do pentobarbital é via hepatica, o EHFPC possa retardar o
metabolismo do barbitdrico levando a um resultado falso-positivo (GOLUBKOVA et
al, 1998). Quando associado com barbitdricos, o EHFPC (400 mg/Kg) aumentou a
laténcia de sono e prolongou o tempo de sono em camundongos pre-tratados com o
extrato. Em suma, a literatura confirma que a diminuic¢do da laténcia e 0 aumento da
duracdo da perda do reflexo postural sdo observados em drogas depressoras do SNC
(WILLIANSON et al, 1996).

O extrato hidroetandlico de P. actnia apresenta efeito sedativo em
camundongos via intraperitoneal (SANTOS et al, 2003). Outros estudos também
mostram efeito ansiolitico do extrato hidroetandlico quando administrado via oral nas
doses de 300 e 600 mg/kg e aumentou o tempo de sono induzido por pentobarbital,
indicando um efeito sedativo (PROVENSI, 2007).

Extrato de P. incarnata quando administrado intraperitoneal, apresentou
efeito sedativo/ansiolitico, pois prolongou o tempo de sono induzido por barbitdricos,
quando testado em camundongos e possui efeito neuroprotetor em convulsées induzidas
por pentilenotetrazol e afetou a atividade locomotora (SPERONI E MINGUETT]I, 1988;
PROVENSI, 2007).



110

Oga e colaboradores (1984) estudando extrato fluido e evaporado das
folhas de P. alata (75 e 159 mg/Kg; i.p.), observou que ouve uma reducdo da atividade

locomotora e a potencializa¢do do tempo de sono induzido por barbituricos.

A Passilfora alata Curtis, ainda pouco estudada é eleita pela farmacopéia
Brasileira como espécie oficial usada como fitoterapico (MULLER, 2006; SENNA,
2009). A P. alata, a administracéo i.p. do extrato prolongou o tempo de sono induzido
por pentobarbital, reduzindo a atividade motora espontanea e discreto efeito
anticonvulsivante em camundongos demonstrando acdo depressora do SNC (OGA et al,
1984).

Em se tratando de atividade antidepressiva, os acidos fenolicos séo
compostos que podem néo estar diretamente relacionados a atividades farmacoldgicas
antidepressivas, mas podem atuar contribuindo na estabilidade de outras moléculas
contribuindo para tais efeitos farmacoldgicos. Onde quercetina, rutina, quercitrina e
caempferol encontrados em P. cincinnata, corroboram com os flavonédides encontrados
na H. perforatum, que se pensam ser complacente com a atividade antidepressiva
estudada por Coleta (2008), que considera a H. perforatum uma planta medicial em
potencial por apresentar atividades farmacoldgicas comprovadas por meio de testes
laboratoriais. Os principais &cidos fendlicos encontrados da H. perforatum sdo o &cidos
clorogénico, neoclorogénico, acido caféico além do criptoclorogénico, protocatequico, 3
— O - [Z] — p — cumaroilquinico e 0 3 — O — [E] — p — cumaroilquinico (COLETA,
2008). Em comum a espécie H. perforatum, a P. cincinnata apresenta o acido caféico e
0 acido clorogénico, que podem contribuir nos resultados encontrados na atividade
antidepressiva apresentada nos ensaios farmacoldgicos do presente estudo.

Estudos apontam que diversos farmacos usados na depressao atuam
aumentando a concentracdo de monoaminas na fenda sinaptica, principalmente a
serotonina e noradrenalina. Estas sdo removidas por sinapses ap6s sua liberacdo através
da recaptacdo do neurbnio pre-sinaptico, logo apo6s sdo destruidas pelas enzimas
monoaminoxidase (MAO) e catecol — O — metiltransferase (COMT), ou sé&o novamente
armazenada em vesiculas para posteriormente serem liberadas na fenda sinaptica
(STAHL, 1998; TOIGO, 2011). Esta interacdo das monoaminas tem sido base para

entender a fisiopatologia dessa doenca e o desenvolvimento de novos farmacos
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(PRYOR et al, 1991). Os agentes antidepressivos atualmente oferecem melhores
resultados terapéuticos e menores taxas de efeitos colaterais para a maioria dos
pacientes, mas eles ainda sdo designados a aumentar agudamente a transmissdo de
monoaminas (BERTON; NESTLER, 2006).

Pesquisas em ratos mostram que a administracdo de antidepressivos por
duas semanas produz reducdo no numero de receptores (down-regulatation)
adrenérgicos. Este achado gera uma nova teoria de que as alteracfes na sensibilidade de
receptores monoaminérgicos, observadas apos administracdo crénica de medicamentos,
estéo relacionadas ao mecanismo de acdo antidepressiva (STAHL, 1998). No entanto,
ndo ha nenhuma teoria convicente que explique a atuacdo dos receptores
monoaminégicos na depressao. Outra hipoOtese é a reducdo da atividade elétrica dos
neurbnios como causa principal, onde esta atividade € o fator limitante da concentracdo
de monoaminas (KISS, 2008). As pesquisas atuais procuram buscar um ponto em

comum entre estas evidéncias.

Os estudos comportamentais realizados com a P. cincinnata confirmam a
hipotese de que plantas do género Passiflora possuem atividade sobre o SNC,
principalmente quando se trata de um ansiolitico, sedativo e neuroprotetor. No entanto,
a espécie estudada também demonstrou possivel atividade antidepressiva, o que
diferenciou de outras espécies até entdo pesquisadas. Estes conjuntos de resultados
apresentados no presente trabalho sugerem estabelecer parametros mais concretos sobre
a atividade farmacoldgica e a composi¢do quimica, elucidando mecanismos de acao, até

entdo, ndo definidos.

Na fisiopatologia da depressdo, as monoaminas (noradrenalina, dopamina e
serotonina) estdo envolvidas nesse processo quando ha um desequilibrio (KAPLAN &
SADOK, 1997; ELHWUEGI, 2004). Em animais, ndo é possivel obter resultados sobre
a patogénese da depressao, uma vez que em humanos fatores genéticos e psicossociais
possam levar a esse desequilibrio do humor (PORSOLT et al, 1987; TUNER &
LLOYD, 1999). Os modelos animais de depressdo séo baseados na exposi¢do dos ratos
ao estresse, tais como o teste de nado forcado, teste da acinesia induzida por reserpina e

0 teste da suspensdo da cauda. Esses testes sdo bastante sensiveis para as classes dos
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antidepressivos triciclicos, inibidores de recaptacdo de serotonina, os inibidores da
MAO e os atipicos (STERU et al, 1985; PORSOLT et al, 1977).

No teste de nado forcado, também conhecido como teste de Porsolt, os
animais sdo forcados a nadar em um espac¢o confinado, podendo tornar-se imovel apos
uma fase de extensa imobilidade e varias tentativas de escape (PORSOLT et al, 1977).
As drogas antidepressivas reduzem os parametros de imobilidade nos animais. O que foi
possivel observar nos animais testados com o EHFPC na dose de 100mg/Kg. Porém em
testes realizados com espécies do género Passiflora, observou um efeito sedativo, o que

contradiz com os testes observados na P. cincinnata.

No teste de acinesia induzida por reserpina, os parametros avaliados sao 0s
parametros comportamentais visto no campo aberto (NC, NG, NR), onde a reserpina
reduz significativamente estes parametros (GOODWIN et al, 1971). Tratando os
animais com o EHFPC, observou o aumento desses parametros dos camundongos ja
pré-tratados com reserpina, 0 mesmo resultado foi observado em animais tratados com
imipramina, fluoxetina e bupropiona. O EHFPC na dose de 25mg/Kg, reverteu o efeito
depressivo da reserpina de forma significativa. O que nos leva a uma possivel atividade
antidepressiva do extrato, atuando pela via monoaminérgica, onde na dosagem de
catelocaminas, foi visto um aumento de dopamina e noradrenalina no corpo estriado dos

animais tratados com o EHFPC na concentragdo de 100mg/Kg.

Estudos realizados com P. alata por Muller e Rossol (1994) com extrato
metanolico LI1-160 (0,3% de hipericina e 6% de flavondides — Lichter Pharma)
mostraram 0s primeiros relatos sobre possivel interferéncia com o sistema
serotoninérgico, sobre a expressao desses recptores. Perovic e Muller (1995) ao estudar
0 mesmo extrato (LI-160) observaram que o extrato causa 50% de inibicdo da
recaptacdo de serotonina (5-HT), concluindo que esta inibicdo poderia ser um dos
possiveis mecanismos responsaveis pela atividade antidepressiva. Mais a frente, estudos
realizados por Rolli e colaboradores (1995) confirmaram tal atividade, e acrescentou a
recaptacao sinaptosomica da noradrenalina (NA) inibida, semelhante do mecanismo de
acdo semelhante a outros farmacos antidepressivos, como os antidepressivos triciclicos

e os inibidores de recaptacdo da 5-HT (ISRS’s).
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Os flavondides também sdo constituintes presentes na espécie de Hypericum
perforatum L. e justifica sua atividade farmacoldgica no envolvimento da atividade
antidepressiva. A maioria dos flavondides identificados da H. perforatum sao derivados
dos glicosilados da quercetina (COLETA, 2008). O que corrobora com flavonodides do
tipo quercetina na CLAE da P. cincinnata e possivel atividade antidepressiva observada
no teste de nado forcado em camundongos.

As convulsdes sdo caracterizadas como manifestaces clinicas resultantes
de descarga neuronais anormais, produzindo uma superexcitacdo dos neurdnios,
ocorrendo o desequilibrio dos neurotransmissores excitatorios e inibitérios (ZOUHAR,
1989). No teste de convulsdo induzida por pentilenotetrazol, o EHFPC apresentou efeito
neuroprotetor, principalmente na laténcia de morte. Nos testes realizados com
pilocarpina, houve uma significancia maior, no aumento da laténcia para a primeira
convulsdo e na laténcia de morte. Na potencializagdo, os resultados foram mais
significativos, mostrando uma possivel via de a¢do do EHFPC, podendo elucidar a via

colinérgica. Havendo uma necessidade de maior investigacao dessa via.

Em se tratando de efeito anticonvulsivante, hd uma necessidade de busca de
novos farmacos, e para isto, sdo criados diversos modelos de convulsGes que estdo
descritos na literatura. Estes também chamados modelos agudos sdo aqueles em que o
animal exibe eventos convulsivos somente durante a acdo do agente indutor. Estes
agentes indutores podem ser quimicos, no qual compostos sdo administrados por via
topica ou injetavel, interferindo no balango neuroquimico, ou elétrico em que é aplicado
um choque eletroconvulsivo no animal (SCHWARTZKROIN, 1997). A propriedade
principal destes modelos € a apresentacdo de um fator incidente conhecido, capaz de
induzir a epileptogénese, e apos certa laténcia, ocorrem crises epilépticas automaticas
(NAFFAH-MAZZACORATTI & ARGANARAZ et al, 1999; NAFFAH-
MAZZACORATTI & FUNKE et al, 1999).

Nassiri-als e colaboradores (2007) utilizou o extrato hidroalcodlico de P.
incarnata, e verificou a atividade anticonvulsivante no teste de convulsdo induzida por
pentilenotetrazol. Foi realizado também testes antagonistas com receptores opidides
(naloxona) e de receptores benzodiazepinicos (flumazenil), o que pode-se constatar

ambos resultados satisfatdrios, sugerindo que 0 mecanismo de acéo pode ser tanto pelos
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receptores GABA, quanto pelos receptores opidides e correlacionam tal atividade a

presenca de flavondides.

No modelo de convulsdo por pilocarpina (agonista colinérgico muscarinico)
permite investigar o envolvimento de diferentes sistemas de neurotransmissores na
epilepsia (MARINHO, 1998). H& uma ativagdo da via glutamatérgica, através dos
receptores muscarinicos e também envolvendo a participacdo do sistema colinérgico,
noradrenérgico, dopaminérgico e serotoninérgico. Onde podemos corroborar com 0s
resultados da CLAE, na dosagem de monoaminas, observamos um aumento da

dopamina e noradrenalina quando administrado o EHFPC em camundongos.

Entretanto, acreditamos que o EHFPC possa ter efeito similar aos receptores
GABA, pois o efeito neuroprotetor nos teste de convulsdo com PTZ foi significativo,
sendo que quando avaliado no teste de convulsdo com PILO, o EHFPC potencializou o
efeito da atropina, um agonista colinérgico, elevando a um resultado satisfatorio em
relacdo a via de atuacao do extrato. Os flavonoides existentes no EHFPC podem ser os

mentores de tal efeito pela via colinérgica.

Podemos destacar que o EHFPC foi eficaz em reverter parcialmente as
crises convulsivas induzidas pela pilocarpina, onde este efeito foi potencializado com a
juncdo da atropina um antagonista muscarinico. Vendo pelo lado de que a possivel via
de atuacdo do extrato seja pela transmissdo colinérgica, foi realizado o teste de tremores
induzidos por oxotremorina, um agonista muscarinico, que por sua vez o0 EHFPC na

dose de 100 mg/Kg reverteu significativamente o efeito dos tremores.

Confimando a hipotese do possivel mecanismo de a¢do do EHFPC atuar na
via colinérgica, foi visto no teste de oxotremorina, que a dose de 100 mg/Kg, ip. do
EHFPC exerceu um efeito antagonista sobre o sistema colinérgico, capaz de reverter 0s
tremores induzidos pela oxotremorina. Através da estimulacdo do sistema colinérgico, a
oxotremorina atua como agonista dos receptores muscarinicos, produzindo atividade
tremorogénica (BEBBINGTON et al, 1966).

As catecolaminas estdo associadas a patogénese de uma série de doencas

mentais. A dopamina esta relacionada nas psicoses e assim, 0 mecanismo de agdo dos
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antipsicoticos estdo ligados ao bloqueio dos receptores dopaminérgicos. A serotonina
estd envolvida em varias neuroses, incluindo a ansiedade e transtorno do panico,
também esta envolvida na depressdo juntamente com a noradrenalina e dopamina. A
desordem destes neurotransmissores € o que nos leva ao entendimento da fisiopatologia
das doencgas do SNC (ELHWUEIGI, 2004).

Diante do conhecimento atual sobre farmacos do género Passiflora que
indica seu potencial para o desenvolvimento de ansioliticos e hipnotico-sedativos,
existem ainda poucos estudos, até mesmo escassos com a P. cincinnata, tanto em
aspectos quimicos como farmacoldgicos. A investigagdo com essa espécie averigou
possivel efeito ansiolitico, hipndtico/sedativo, antidepressivo e neuroprotetor para o

extrato hidroalcéolico em camundongos.

Os estudos comportamentais realizados com a P. cincinnata confirmam a
hipétese de que plantas do género Passiflora possuem atividade sobre o SNC
principalmente quando se trata de um ansiolitico, sedativo e neuroprotetor.
Diferentemente das outras espécies, a espécie estudada demonstrou possivel atividade
antidepressiva, que diferenciou de outras espécies até entdo pesquisadas, que estdo
mencionadas na tabela descrita na revisao deste trabalho (OGA et al, 1984; COLETA,
2008; MULLER, 2006). Com o conjunto de resultados apresentados no decorrer desta
dissertagdo sugerem estabelecer parametros mais concretos sobre mecanismo de acdo e

a composicdo quimica.

Espera-se dessa maneira, que os resultados idealizados possam satisfazer a uma
demanda académica ao passo em que ndo se poderia esquecer 0 mérito pretendido pelo

carater inovador do estudo.
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Conclusao
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7. CONCLUSAO

Baseado nos resultados obtidos a partir dos testes comportamentais e neuroquimicos,

conclui-se que:

O EHFPC apresentou baixa toxicidade e sua DLsy foi superior a 5000 mg/kg,
i.p.;

O EHFPC apresentou efeito depressor central no teste hipocratico de Malone;

O efeito depressor do EHFPC foi confirmado no teste do campo aberto, onde o

extrato reduziu o NC, o NG e o NR, mostrando um importante efeito sedativo;

O EHFPC apresentou efeito ansiolitico no LCE, o qual foi parcialmente
revertido pelo flumazenil (um antagonista benzodiazepinico), sugerindo que o

efeito em questdo parece envolver a participacdo do receptor GABA,;

O EHFPC potencializou o efeito hipnético do pentobarbital, possivelmente por
interagir na neurotransmissdo GABAérgica. No entanto, sdo necessarios outros

testes para a confirmacéo do efeito hipnético do extrato;

O EHFPC apresentou efeito neuroprotetor contra crises convulsivas induzidas
por PTZ e PILO. Acredita-se que, no primeiro caso, a a¢do anticonvulsivante do
extrato seja decorrente da interacdo de um ou mais componentes com o receptor
GABAA. No segundo caso, o efeito do EHFPC foi potencializado na presenca de
atropina (um antagonista muscarinico), sugerindo o envolvimento do sistema

colinérgico no efeito do extrato frente as convulsées induzidas por pilocarpina;

O EHFPC apresentou efeito do tipo antidepressivo no NF. Neste teste, o efeito
do extrato foi potencializado na presenca de antidepressivos classicos, como a

imipramina, fluoxetina e bupropiona. O EHFPC também apresentou efeito do
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tipo antidepressivo no teste da acinesia induzida por reserpina (droga que
depleta o contetldo de monoaminas no sistema nervoso central). Tomados em
conjunto, esses resultados sugerem que a acdo do tipo antidepressiva do EHFPC
parece ser decorrente, pelo menos em parte, do aumento dos niveis estriatais de

monoaminas (NA e DA), como foi confirmado pela técnica da CLAE.
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Remetente: N° 07.2012

HERBARIO CARIRIENSE DARDANO DE ANDRADE-LIMA (HCDAL/URCA)
Contato: Dra. Maria Arlene Pessoa da Silva (herbario@urca.br)
Universidade Regional do Cariri - URCA

Departamento de Ciéncias Biologicas

Rua: Cel. Antonio Luiz, 1161

Campos do Pimenta - Crato - CE

CEP: 63.105-100

Destinatario: Data: 22.06.2012

Laboratério de Farmacologia

Larissa Oliveira

Universidade Regional do Cariri - URCA
Departamento de Ciéncias Biologicas

N° Amostras: 01 Tipo de Operagéo: Nimero de Herbario

IDENTIFICAGAO BOTANICA

01 8284 Maracuja Passifloraceae  Passiflora cf. cincinnata Mast.  Ana Morais-Mendonca fen v

AAUN e

,ﬁm’. Maria Arlene Pessoa da Silva
Curadora do HCDAL
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ANEXO 4
TABELA DE MALONE(1977) ADPTADA PARA TESTE HIPOCRATICO

Acéo Pardmetros Controle | 10> | 30° 1h 2h 3h | 4h 6h 12h 24h

Estimulante 1.Aumento da
SNC motilidade

2 Aumento da FR

3 Piloerecéo

4 Exoftalmia

5 Mov. esteriotipados
(tremores, bater a

cabeca, moder-se)

6 Lamber patas

7 Cogar focinho

8 Morder cauda

9 Convulséo clénica

10 Convulséo tonica

11 Tremores finos

12 Tremores

grosseiros
Depressor 1. Diminuigdo da
SNC motilidade

2.Diminuigdo da FR

3. Catatonia

4.Ptose palpebral

5 Analgesia

6 Anestesia

7 Perda reflexo

corneano
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8. Ataxia (
incoordenacao de

mov. musculares)

9. Dispneia

10 Alienacdo ao

ambiente

11. Ténus das costas

12. Perda de apreens.
Pata

13. Exoftalmia

14. Paralisia do trem

posterior

15 Sedacéo

16. Salivagéo

Outros sinais

1 Orelha
Palidez

Cianose

Hiperemia

2 Miccédo
Aumentada

Diminuida

Coloracdo

3 Diarréia

4.Contorcéo

abdominal

5 Reacdo de fuga
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6 Passividade

7.Agressividade

8. Grunhidos

9. Sialorreia

10 Fasciculagdes

11 Midriase

12. Erecéo de cauda

13.Tremor de cauda

14.Didmetro pupilar

15 Pélos arrepiados

16 Amontoados no

canto (Hipotermia)

17. Cromadocriorréia

18.Secrecdo bronquica

19.Sudorese (sinal

colinérgico)

20. Letargia

21. Coma

22 Catalepsia

23.AlteracGes

circulatdrias

24.0utras

manifestacdes

25. Morte
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Coluna Estatistica do efeito do EHFPC (25, 50, 100, 200 e 400 mg/Kg, i.p.) sobre o

numero de cruzamentos (NC) em camundongos submetidos ao campo aberto.

EHPC-CA pzf-Col. stats of Data 1 - Tue Nov 05 10:57:10 2013

A B C ) E F G
Col.sale CONT | DZP1 EHFPC 25 EHFPC 50 EHFPC 100EHFPC 200 EHFPC 400
Y Y v Y Y Y Y
1 [Number of values 9 9 9 9 9 9 9
2
3 [Minimum 5200 [2300 |2200 [4300  |4200  |1300  |4.000
4 |25% Percentile 5750  |[2950 |30.50 |50.00  |4400 1850  |8.000
5 [Median 6200|3200 |4300 |5400  |4600  |50.00 14.00
6 |75% Percentile 7400|3850 |4450 |59.50 5200  |6150  |20.00
7 [Maximum 7900  |[4000 |5600 |[67.00  [6800  |65.00  |39.00
3
9 [Mean 6478  |3311 [38.78 |5467  [4911  |4189  [15.89
10 |Std. Deviation 9536  [5.487 |1034 [7.124 8038 [2063  [1031
11 [Std. Error 3179 [1.829 [3447 2375 |2679  |6877  |3438
12
13 |Lower 95% Cl of mean |57.45  |2889  |30.83 |4919  |4293  |26.03  |7.962
14 |Upper 95% Cl of mean [72.11  |37.33 _ |46.73  |60.14 5520  |57.75  |23.82
15
16 |Sum 5830  [2980 |349.0 |4920  |4420  |3770  |1430
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Anélise ANOVA do efeito do EHFPC (25, 50, 100, 200 e 400 mg/Kg, i.p.) sobre o
numero de cruzamentos (NC) em camundongos submetidos ao campo aberto.

EHPC-CA.pzf: 1way ANOVA of Data 1 - Tue Nov 05 10:54:42 2013

1way ANOVA

1 |Table Analyzed Data 1

2

3 |One-way analysis of variance

4 | Pvalue P<0.0001

5 | P value summary Sy

6 Are means signif. different? (P < 0.05) |Yes

7 | Number of groups 7

8 E 17.98

9 | Rsquared 0.6582

10

11 |Bartlett's test for equal variances

12 | Bartlett's statistic (corrected) 18.31

13 | Pvalue 0.0055

14 | P value summary x¢

15 | Do the variances differ signif. (P < 0.05) |Yes

16

17 |ANOVA Table Sss df MS

18 | Treatment (between columns) 13490 6 2248

19 | Residual (within columns) 7003 56 125.0
20 | Total 20490 62
21
22 |Newman-Keuls Multiple Comparison Test |Mean Diff. |q Significant? P < 0.05? Summary
23 | EHFPC 400 vs CONT -48.89 13.12 Yes e
24 | EHFPC 400 vs EHFPC 50 -38.78 10.40 Yes e
25 | EHFPC 400 vs EHFPC 100 -33.22 8.913 Yes =
26 | EHFPC 400 vs EHFPC 200 -26.00 6.975 Yes s
27 | EHFPC 400 vs EHFPC 25 -22.89 6.141 Yes #E
28 | EHFPC 400 vs DZP 1 -17.22 4620 Yes 5
29 | DZP 1vs CONT -31.67 8.495 Yes oo
30 | DzP 1 vs EHFPC 50 -21.56 5783 Yes e
31 | DzP 1 vs EHFPC 100 -16.00 4292 Yes *
32 | DZP 1 vs EHFPC 200 -8.778 2.355 No ns
33 | DZP 1 vs EHFPC 25 -5.667 = No ns
34 | EHFPC 25 vs CONT -26.00 6.975 Yes ik
35 | EHFPC 25 vs EHFPC 50 -15.89 4.263 Yes *
36 | EHFPC 25 vs EHFPC 100 -10.33 2772 No ns
37 | EHFPC 25 vs EHFPC 200 -3.111 = No ns
38 | EHFPC 200 vs CONT -22.89 6.141 Yes e
39 | EHFPC 200 vs EHFPC 50 -12.78 3.428 Yes *
40 | EHFPC 200 vs EHFPC 100 -7.222 === No ns
41 | EHFPC 100 vs CONT -15.67 4.203 Yes i
42 | EHFPC 100 vs EHFPC 50 -5.556 1.490 No ns
43 | EHFPC 50 vs CONT -10.11 2713 No ns
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Coluna Estatistica do efeito do EHFPC (25, 50, 100, 200 e 400 mg/Kg, i.p.) sobre o

namero de grooming (NG) em camundongos submetidos ao campo aberto.

EHPC-CA pzf.Col. stats of Data 2 - Tue Nov 05 10:56:05 2013

A B c D E F G
kit CONT | DZP1 |EHFPC 25 EHFPC 50 EHFPC 100 EHFPC 200 EHFPC 400

Y Y Y Y Y Y Y

1 [Number of values 9 9 9 9 9 9 9

2

3 [Minimum 9.000 [2.000  [3.000 4.000 1.000 4.000 0.0

4 |25% Percentile 9500 |4.000  |3.000 4.500 5.000 4.000 0.0

5 |Median 1200 4000  |5.000 5.000 5.000 5.000 1.000

6 |75% Percentile 13.00 |5.000 |7.000 9.000 11.50 8.500 4.500

7 |Maximum 1500 |5.000  |8.000 10.00 14.00 9.000 5.000

8

9 [Mean 1144|4111 5111 6.444 7411 6.000 2.000

10 [Std. Deviation 2128 |0.9280 |1.965 2.351 4226 2121 2121

11 [Std. Error 0.7093 |0.3093 |0.6550 |0.7837 1.409 0.7071 0.7071

12

13 |Lower 95% Cl of mean |9.809  [3.398  |3.601 4637 3.863 4.369 0.3694

14 |Upper 95% CI of mean |13.08 4.824 6.622 8.252 10.36 7.631 3.631

15

16 |Sum 103.0 [37.00 |46.00 58.00 64.00 54.00 18.00




148

Anélise da ANOVA do efeito do EHFPC (25, 50, 100, 200 e 400 mg/Kg, i.p.) sobre o
numero de grooming (NG) em camundongos submetidos ao campo aberto.

EHPC-CA pzf:1way ANOVA of Data 2 - Tue Nov 05 10:57:50 2013

1way ANOVA

1 |Table Analyzed Data 2

2

3 |One-way analysis of variance

4 P value P<0.0001

5 | P value summary s

6 | Are means signif. different? (P <0.05) |[Yes

7 | Number of groups 7

8 F 12.97

9 | Rsquared 0.5815

10

11 |Bartlett's test for equal variances

12 | Bartlett's statistic (corrected) 16.57

13 | Pvalue 0.0110

14 | P value summary 2

15 | Do the variances differ signif. (P < 0.05) |Yes

16

17 |ANOVA Table SS df MS

18 | Treatment (between columns) 462.8 6 7714

19 | Residual (within columns) 333.1 56 5.948
20 | Total 795.9 62
21
22 |Newman-Keuls Multiple Comparison Test |Mean Diff. |q Significant? P < 0.05? |Summary
23 | EHFPC 400 vs CONT -9.444 11.62 Yes e
24 | EHFPC 400 vs EHFPC 100 -5.111 6.287 Yes o
25 | EHFPC 400 vs EHFPC 50 -4.444 5.467 Yes =
26 | EHFPC 400 vs EHFPC 200 -4.000 4.920 Yes *
27 | EHFPC 400 vs EHFPC 25 -3.11 3.827 Yes *
28 | EHFPC 400 vs DZP 1 2111 2.597 No ns
29 | DZP 1vs CONT -7.333 9.020 Yes e
30 | DZP 1 vs EHFPC 100 -3.000 3.690 No ns
31 | DzP 1 vs EHFPC 50 -2.333 = No ns
32 | DZP 1 vs EHFPC 200 -1.889 — No ns
33 | DZP 1 vs EHFPC 25 -1.000 — No ns
34 | EHFPC 25vs CONT -6.333 7.790 Yes e
35 | EHFPC 25 vs EHFPC 100 -2.000 — No ns
36 | EHFPC 25 vs EHFPC 50 -1.333 —_ No ns
37 | EHFPC 25 vs EHFPC 200 -0.8889 — No ns
38 | EHFPC 200 vs CONT -5.444 6.697 Yes ke
39 | EHFPC 200 vs EHFPC 100 <1151 == No ns
40 | EHFPC 200 vs EHFPC 50 -0.4444 = No ns
41 | EHFPC 50 vs CONT -5.000 6.150 Yes ot
42 | EHFPC 50 vs EHFPC 100 -0.6667 — No ns
43 | EHFPC 100 vs CONT -4.333 5.330 Yes e
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Coluna Estatistica do Efeito do EHFPC (25, 50, 100, 200 e 400 mg/Kg, i.p.) sobre o
namero de rearing (NR) em camundongos submetidos ao campo aberto.

EHPC-CA.pzf:Col. stats of Data 3 - Tue Nov 05 10:58:57 2013

A B (c3 D E F G

col sties CONT = DZP1 | EHFPC 25 EHFPC 50 EHFPC 100 EHFPC 200 EHFPC 400
Y Y Y Y Y Y Y

1 [Number of values 9 9 9 9 9 9 9

2

3 [Minimum 9.000 |0.0 0.0 1.000 0.0 0.0 0.0

4 |25% Percentile 9000 |00 0.0 2.000 0.5000 0.0 0.0

5 |Median 1200 |00 1.000 3.000 2.000 0.0 0.0

6 |75% Percentile 1850 |2.000 |2.000 4.500 3.500 3.000 0.0

7 |Maximum 19.00 |2.000 |3.000 6.000 5.000 6.000 1.000

8

9 |Mean 1311 06667 |1.111 3.333 2.000 1.444 0.1111

10 [Std. Deviation 4512 |1.000 [1.054 1658 1732 2.351 0.3333

11 |Std. Error 1504 |0.3333 |0.3514 05528 |0.5774 0.7837 0.1111

12

13 |Lower 95% Cl of mean |9.643  |-0.1020 |0.3009  |2.059 0.6686 03628  |-0.1451

14 |Upper 95% Cl of mean |16.58  |1.435 |1.921 4608 3.331 3252 |0.3673

15

16 [Sum 1180 [6.000 |10.00 30.00 18.00 13.00 1.000
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Anélise ANOVA do Efeito do EHFPC (25, 50, 100, 200 e 400 mg/Kg, i.p.) sobre o

numero de rearing (NR) em camundongos submetidos ao campo aberto.

EHPC-CA pzf:1way ANOVA of Data 3 - Tue Nov 05 10:59:11 2013

1way ANOVA

1 |[Table Analyzed Data 3

2

3 |One-way analysis of variance

4 P value P<0.0001

5 | P value summary aE

6 | Are means signif. different? (P < 0.05) |Yes

7 Number of groups 74

8 | F 38.15

9 | Rsquared 0.8035

10

11 |Bartlett's test for equal variances

12 | Bartlett's statistic (corrected) 48.05

13 | Pvalue P<0.0001

14 | P value summary =

15 | Do the variances differ signif. (P < 0.05) |Yes

16

17 |ANOVA Table SS df MS

18 | Treatment (between columns) 1107 6 184.6

19 | Residual (within columns) 270.9 56 4.837
20 | Total 1378 62
21
22 |Newman-Keuls Multiple Comparison Test |Mean Diff. |q Significant? P < 0.05? |Summary
23 | EHFPC 400 vs CONT -13.00 17.73 Yes e
24 | EHFPC 400 vs EHFPC 50 -3.222 4.395 Yes *
25 | EHFPC 400 vs EHFPC 100 -1.889 2576 No ns
26 | EHFPC 400 vs EHFPC 200 -1.333 e No ns
27 | EHFPC 400 vs EHFPC 25 -1.000 — No ns
28 | EHFPC 400 vs DZP 1 -0.5556 5 No ns
29 | DZP 1vs CONT -12.44 16.97 Yes
30 | DZP 1 vs EHFPC 50 -2.667 3.637 No ns
31 | DzP 1 vs EHFPC 100 -1.333 - No ns
32 | DZP 1 vs EHFPC 200 -0.7778 - No ns
33 | DZP 1 vs EHFPC 25 -0.4444 — No ns
34 | EHFPC 25 vs CONT -12.00 16.37 Yes -
35 | EHFPC 25 vs EHFPC 50 -2.222 — No ns
36 | EHFPC 25 vs EHFPC 100 -0.8889 — No ns
37 | EHFPC 25 vs EHFPC 200 -0.3333 — No ns
38 | EHFPC 200 vs CONT -11.67 15.91 Yes =
39 | EHFPC 200 vs EHFPC 50 -1.889 e No ns
40 | EHFPC 200 vs EHFPC 100 -0.5556 — No ns
41 | EHFPC 100 vs CONT -11.11 15.16 Yes E
42 | EHFPC 100 vs EHFPC 50 -1.333 — No ns
43 | EHFPC 50 vs CONT -9.778 13.34 Yes =
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Coluna Estatistica do Efeito do EHFPC (50 e 100 mg/Kg, i.p.) e Associacdo EHFPC +
FLU (100mg/Kg + 10 mg/Kg, i.p.) sobre o numero de entradas em bragos abertos

(NEBA) em camundongos submetidos ao Labirinto em Cruz Elevado.

EHFPC -LCE pzf:Col. stats of Data 1 - Tue Nov 05 11:04:55 2013

A B c b E F
SoL e CONT _DzP1 EHPC 50 EHPC 100 DZP 1 + FLU 10 EHPC 100 + FLU 10

Y Y Y Y Y Y

1 |Number of values 9 9 9 9 6 6

2

3 [Minimum 1000 [6.000 |2000 [2000  [3.000 1.000

4 |25% Percentile 1000 |7500 |2000 |3.000  [3.000 3250

5 |Median 2000 |9.000 3000 |5000  |4.000 2,500

6 |75% Percentile 2500 [1150 |5.000 |7.500  |6.250 6.000

7 [Maximum 3000 |1400 |7.000 |9.000  |7.000 6.000

)

9 [Mean 1778 |9444 3556 |5111  |4.500 2333

10 [Std. Deviation 08333 [2555 |1878 [2522  |1.761 1.862

11 |Std. Error 02778 |08517 |06261 |0.8407 |0.7188 0.7601

12

13 [Lower 95% Cl of mean |1.137  |7.481 2112|3472 |2.652 2379

14 |Upper 95% Cl of mean 2418|1141 |4999 |7.050  |6.348 6287

15

16 |sum 1600 [8500 |3200 |46.00  |27.00 26.00
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Anélise ANOVA do Efeito do EHFPC (50 e 100 mg/Kg, i.p.) e Associacdo EHFPC +
FLU (100mg/Kg + 10 mg/Kg, i.p.) sobre o numero de entradas em bragos abertos

(NEBA) em camundongos submetidos ao Labirinto em Cruz Elevado.

EHFPC -LCE.pzf: 1way ANOVA of Data 1:Tabular results - Tue Nov 05 11:05:22 2013

1way ANOVA
Tabular results

1 [Table Analyzed Data 1

2

3 |One-way analysis of variance

4 | Pvalue P<0.0001

5 | P value summary st

6 | Are means signif. different? (P < 0.05) |Yes

7 | Number of groups 6

8 | F 14.50

9 | Rsquared 0.6332

10

11 |Bartlett's test for equal variances

12 | Bartlett's statistic (corrected) 9.260

13 | Pvalue 0.0991

14 | P value summary ns

15 | Do the variances differ signif. (P < 0.05) |No

16

17 |ANOVA Table SS df MS

18 | Treatment (between columns) 292.9 S 58.59

19 | Residual (within columns) 169.7 42 4.041

20 | Total 462.7 47

21
22 |Newman-Keuls Multiple Comparison Test {Mean Diff. |q Significant? P < 0.05? Summary
23 | CONTvs DZP 1 -7.667 11.44 Yes i
24 | CONT vs EHPC 100 -3.333 4.975 Yes =
25 | CONTvs DZP 1+ FLU 10 -2.722 3.634 No ns
26 | CONT vs EHPC 100 + FLU 10 -2.556 — No ns
27 | CONT vs EHPC 50 -1.778 — No ns
28 | EHPC 50 vs DZP 1 -5.889 8.788 Yes
29 | EHPC 50 vs EHPC 100 -1.556 2.321 No ns
30 | EHPC 50 vs DZP 1 + FLU 10 -0.9444 — No ns
31 | EHPC 50 vs EHPC 100 + FLU 10 -0.7778 — No ns
32 | EHPC 100 + FLU 10 vs DZP 1 -5.111 6.822 Yes e
33 | EHPC 100 + FLU 10 vs EHPC 100 -0.7778 = No ne
34 | EHPC 100 + FLU 10 vs DZP 1 + FLU 10 [-0.1667 = No ns
35 | DZP 1+ FLU 10 vs DZP 1 -4.944 6.600 Yes
36 | DZP 1 + FLU 10 vs EHPC 100 -0.6111 — No ns
37 | EHPC 100 vs DZP 1 -4.333 6.467 Yes
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Coluna Estatistica do Efeito do EHFPC (50 e 100 mg/Kg, i.p.) e Associacdo EHFPC +
FLU (100mg/Kg + 10 mg/Kg, i.p.) sobre o nimero de entradas em bragos fechados

(NEBF) em camundongos submetidos ao Labirinto em Cruz Elevado.

EHFPC -LCE.pzf:Col. stats of Data 2 - Tue Nov 05 11:06:05 2013

A ] B | [ ] D [ E l F
Seal.stocs CONT @ DZP 1 EHFPC 50 EHFPC 100 DZP 1 + FLU 10 EHFPC 100 + FLU 10

‘} Y Y Y Y Y Y

1 [Number of values 9 9 9 9 6 6

2

3 |Minimum 8.000 |1.000 (4.000 3.000 7.000 9.000

4 |25% Percentile 9.500 ([3.500 |4.000 4.000 7.750 9.000

5 |Median 11.00 |4.000 |5.000 6.000 9.500 9.000

6 |75% Percentile 12.00 |5.000 |8.000 7.500 12.25 10.25

7 |Maximum 13.00 |6.000 |9.000 8.000 13.00 11.00

8

9 [Mean 1067 |4.000 |5.778 5.778 9.833 9.500

10 |Std. Deviation 1.581 [1.414 |2.048 1.856 2.483 0.8367

11 |Std. Error 0.5270 |0.4714 (0.6827 0.6186 1.014 0.3416

12

13 |Lower 95% Cl of mean |9.451 |2.913 [4.204 4.351 7.227 8.622

14 |Upper 95% Cl of mean |11.88 |5.087 |7.352 7.204 12.44 10.38

15

16 |Sum 96.00 |36.00 |52.00 52.00 59.00 57.00
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Anélise ANOVA do Efeito do EHFPC (50 e 100 mg/Kg, i.p.) e Associagdo EHFPC +
FLU (100mg/Kg + 10 mg/Kg, i.p.) sobre o nimero de entradas em bragos fechados

(NEBF) em camundongos submetidos ao Labirinto em Cruz Elevado.

EHFPC -LCE.pzf: iway ANOVA of Data 2:Tabular results - Tue Nov 05 11:06:37 2013

1way ANOVA

Tabular results
1 |[Table Analyzed Data 2
2
3 |One-way analysis of variance
4 | Pvalue P<0.0001
5 | P value summary o
6 Are means signif. different? (P < 0.05) |Yes
7 | Number of groups 6
8 | F 19.76
9 | Rsquared 0.7017
10
11 |Bartlett's test for equal variances
12 | Bartlett's statistic (corrected) 6.015
13 | Pvalue 0.3048
14 | P value summary ns
15 | Do the variances differ signif. (P < 0.05) |No
16
17 |ANOVA Table Ss df MS
18 | Treatment (between columns) 309.2 5 61.84
19 | Residual (within columns) 131.4 42 3.130
20 | Total 440.7 47
21
22 [Newman-Keuls Multiple Comparison Test [Mean Diff. |q Significant? P < 0.05? Summary
23 | DZP 1 vs CONT -6.667 1131 Yes G
24 | DZP 1vs DZP 1+ FLU 10 -5.833 8.848 Yes G
25 | DZP 1vs EHFPC 100 + FLU 10 -5.500 8.342 Yes S
26 | DZP 1 vs EHFPC 100 -1.778 3.015 No ns
27 | DZP 1 vs EHFPC 50 -1.778 — No ns
28 | EHFPC 50 vs CONT -4.889 8.291 Yes i
29 | EHFPC 50 vs DZP 1+ FLU 10 -4.056 6.151 Yes e
30 | EHFPC 50 vs EHFPC 100 + FLU 10 -3.722 5.646 Yes -
31 | EHFPC 50 vs EHFPC 100 0.0000 — No ns
32 | EHFPC 100 vs CONT -4.889 8.291 Yes il
33 | EHFPC 100 vs DZP 1+ FLU 10 -4.056 6.151 Yes
34 | EHFPC 100 vs EHFPC 100 + FLU 10 |-3.722 5.646 Yes
35 | EHFPC 100 + FLU 10 vs CONT -1.167 1.770 No ns
36 | EHFPC 100 + FLU 10 vs DZP 1 + FLU 1(-0.3333 = No ns
37 | DZP 1+ FLU 10 vs CONT -0.8333 = No ns
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Coluna Estatistica do Efeito do EHFPC (50 e 100 mg/Kg, i.p.) e Associacdo EHFPC +
FLU (100mg/Kg + 10 mg/Kg, i.p.) sobre o tempo de permanéncia nos bracos abertos

(TPBA) em camundongos submetidos ao Labirinto em Cruz Elevado.

EHFPC -LCE.pzf.Col. stats of Data 3 - Tue Nov 05 11:07:12 2013

A 1 B | c | D [ E | F
ca). diuts CONT | DZP 1 ' EHFPC 50 EHFPC 100 DZP 1 + FLU 10 EHFPC 100 + FLU 10

Y Y Y Y Y Y

1 |Number of values 9 9 9 9 6 6

2

3 [Minimum 20.00 |{143.0 |13.00 66.00 20.00 5.000

4 |25% Percentile 25.00 (1615 |38.00 72.00 31.25 24.50

5 |Median 64.00 |187.0 |65.00 94.00 55.50 43.00

6 |75% Percentile 7150 |200.0 |1165 141.0 76.25 69.00

7 |Maximum 85.00 (216.0 |184.0 158.0 80.00 72.00

8

9 [Mean 5141 |1821 |77.89 106.1 53.50 43.67

10 [Std. Deviation 2504 (2392 |55.11 35.81 2297 2522

11 |Std. Error 8.346 |[7.975 |18.37 11.94 9.376 10.29

12

13 |Lower 95% Cl of mean |31.87 |163.7 |35.53 78.59 29.40 17.20

14 |Upper 95% Cl of mean |70.36 |200.5 [120.3 133.6 77.60 70.13

15

16 |Sum 460.0 (1639 |701.0 955.0 321.0 262.0
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Anélise ANOVA do Efeito do EHFPC (50 e 100 mg/Kg, i.p.) e Associacdo EHFPC +
FLU (100mg/Kg + 10 mg/Kg, i.p.) sobre o tempo de permanéncia nos bragos abertos

(TPBA) em camundongos submetidos ao Labirinto em Cruz Elevado.

EHFPC -LCE.pzf: 1way ANOVA of Data 3:Tabular results - Tue Nov 05 11:08:50 2013

1way ANOVA

Tabular results
1 |Table Analyzed Data 3
2
3 |One-way analysis of variance
4 P value P<0.0001
5 | P value summary Za
6 Are means signif. different? (P <0.05) |Yes
7 | Number of groups 6
8 | F 19.25
9 | Rsquared 0.6962
10
11 |Bartlett's test for equal variances
12 | Bartlett's statistic (corrected) 9.523
13 | Pvalue 0.0899
14 | P value summary ns
15 | Do the variances differ signif. (P < 0.05) [No
16
17 |ANOVA Table Ss df MS
18 | Treatment (between columns) 114500 5 22900
19 | Residual (within columns) 49960 42 1190
20 | Total 164500 47
21
22 |Newman-Keuls Multiple Comparison Test [Mean Diff.  |q Significant? P < 0.05? Summary
23 | EHFPC 100 + FLU 10 vs DZP 1 -138.4 10.77 Yes )
24 | EHFPC 100 + FLU 10 vs EHFPC 100  |-62.44 4.858 Yes i
25 | EHFPC 100 + FLU 10 vs EHFPC 50 -34.22 2.662 No ns
26 | EHFPC 100 + FLU 10 vs DZP 1 + FLU 1(-9.833 . No ns
27 | EHFPC 100 + FLU 10 vs CONT 7444 — No ns
28 | CONTvsDZP 1 -131.0 11.39 Yes e
29 | CONT vs EHFPC 100 -55.00 4784 Yes -
30 | CONT vs EHFPC 50 -26.78 = No ns
31 | CONTvsDZP 1 +FLU 10 -2.389 e No ns
32 | DZP 1+ FLU 10 vs DZP 1 -128.6 10.01 Yes S
33 | DZP 1+ FLU 10 vs EHFPC 100 -52.61 4.093 Yes *
34 | DZP 1+ FLU 10 vs EHFPC 50 -24.39 — No ns
35 | EHFPC 50 vs DZP 1 -104.2 9.065 Yes
36 | EHFPC 50 vs EHFPC 100 -28.22 2.455 No ns
37 | EHFPC 100 vs DZP 1 -76.00 6.610 Yes i
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Coluna Estatistica do Efeito do EHFPC (50 e 100 mg/Kg, i.p.) e Associa¢do EHFPC +
FLU (100mg/Kg + 10 mg/Kg, i.p.) sobre o tempo de permanéncia nos bracos fechados

(TPBF) em camundongos submetidos ao Labirinto em Cruz Elevado.

EHFPC -LCE.pzf:Col. stats of Data 4 - Tue Nov 05 11;10:41 2013

A B Cc D E F
ol st CONT DzZP1 ' EHFPC 50 EHFPC 100DZP 1 + FLU 10EHFPC 100 + FLU 10

Y Y Y Y Y Y

1 |Number of values 9 9 9 9 6 6

2

3 |Minimum 185.0 79.00 108.0 100.0 159.0 187.0

4 |25% Percentile 198.0 84.50 163.5 128.5 167.3 190.0

5 |Median 231.0 96.00 207.0 148.0 183.5 200.5

6 |75% Percentile 242.0 109.5 220.0 179.5 210.0 219.5

7 [Maximum 246.0 129.0 238.0 193.0 246.0 224.0

8

9 [Mean 219.7 98.22 190.2 152.2 190.0 203.5

10 |Std. Deviation 23.47 1615 41.08 30.93 30.50 14.84

11 [Std. Error 7.823 5.382 13.69 10.31 12.45 6.059

12

13 |Lower 95% Cl of mean |201.6 85.81 158.6 128.4 158.0 187.9

14 |Upper 95% ClI of mean |237.7 110.6 221.8 176.0 2220 219.1

15

16 |Sum 1977 884.0 1712 1370 1140 1221
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Anélise ANOVA do Efeito do EHFPC (50 e 100 mg/Kg, i.p.) e Associacdo EHFPC +
FLU (100mg/Kg + 10 mg/Kg, i.p.) sobre o tempo de permanéncia nos bragos fechados

(TPBF) em camundongos submetidos ao Labirinto em Cruz Elevado.

EHFPC -LCE pzf:1way ANOVA of Data 4:Tabular results - Tue Nov 05 11:11:30 2013

1way ANOVA

Tabular results
1 |[Table Analyzed Data 4
2
3 |One-way analysis of variance
4 | Pvalue P<0.0001
5 | P value summary i
6 | Are means signif. different? (P < 0.05) |Yes
7 | Number of groups 6
8 | F 21.08
9 | Rsquared 0.7150
10
11 |Bartlett's test for equal variances
12 | Bartlett's statistic (corrected) 9.442
13 | Pvalue 0.0927
14 | P value summary ns
15 | Do the variances differ signif. (P < 0.05) |No
16
17 |ANOVA Table SSs df MS
18 | Treatment (between columns) 83800 5 16760
19 | Residual (within columns) 33400 42 7951
20 | Total 117200 47
21
22 |Newman-Keuls Multiple Comparison Test |Mean Diff. |q Significant? P < 0.05? Summary
23 | DZP 1vs CONT -121.4 12.92 Yes e
24 | DZP 1 vs EHFPC 100 + FLU 10 -105.3 10.02 Yes =
25 | DZP 1 vs EHFPC 50 -92.00 9.788 Yes fa
26 | DZP 1vs DZP 1 +FLU 10 -91.78 8.733 Yes o
27 | DZP 1 vs EHFPC 100 -54.00 5.745 Yes =
28 | EHFPC 100 vs CONT -67.44 7175 Yes i
29 | EHFPC 100 vs EHFPC 100+ FLU 10 |-51.28 4.879 Yes 9
30 | EHFPC 100 vs EHFPC 50 -38.00 4.043 Yes ¥
31 | EHFPC 100 vs DZP 1 + FLU 10 -37.78 3.595 Yes i
32 | DZP 1+ FLU 10 vs CONT -29.67 2.823 No ns
33 | DZP 1+ FLU 10 vs EHFPC 100 + FLU 1(-13.50 T No ns
34 | DZP 1+ FLU 10 vs EHFPC 50 -0.2222 — No ns
35 | EHFPC 50 vs CONT -29.44 == No ns
36 | EHFPC 50 vs EHFPC 100 + FLU 10 -13.28 = No ns
37 | EHFPC 100 + FLU 10 vs CONT -16.17 — No ns
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Coluna Estatistica do Efeito do EHFPC (200 e 400 mg/Kg, i.p.) sobre a laténcia de sono

em camundongos submetidos a potencializa¢do do sono induzidas por barbituricos.

TS.pzf:Col. stats of Data 1 - Tue Nov 05 17:06:45 2013

A B Cc D
S CONT DZP2  EHFPC200 EHFPC 400
Y ¥ Y 04
1 |Number of values 9 9 9 9
2
3 |Minimum 132.0 47.00 123.0 103.0
4 |25% Percentile 141.0 55.50 129.5 106.0
5 |Median 151.0 69.00 165.0 129.0
6 |75% Percentile 176.5 86.00 187.5 144.0
7 |Maximum 197.0 108.0 2220 154.0
8
9 |Mean 159.9 71.44 164.0 127.6
10 |Std. Deviation 22.28 19.96 33.30 19.07
11 |Std. Error 7.428 6.654 11.10 6.358
12
13 |Lower 95% Cl of mean [142.8 56.10 138.4 112.9
14 |Upper 95% CI of mean |177.0 86.79 189.6 1422
15
16 |Sum 1439 643.0 1476 1148
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Anélise ANOVA do Efeito do EHFPC (200 e 400 mg/Kg, i.p.) sobre a laténcia de sono

em camundongos submetidos a potencializa¢do do sono induzidas por barbitdricos.

TS.pzf:1way ANOVA of Data 1:Tabular results - Tue Nov 05 17:07:23 2013

1way ANOVA
Tabular results

1 |Table Analyzed Data 1

2

3 |One-way analysis of variance

4 P value P<0.0001

5 | P value summary 5

6 | Are means signif. different? (P < 0.05) |Yes

7 | Number of groups 4

8 | F 27.78

9 | Rsquared 0.7226

10

11 |Bartlett's test for equal variances

12 | Bartlett's statistic (corrected) 3.274

13 | Pvalue 0.3513

14 | P value summary ns

15 | Do the variances differ signif. (P < 0.05) [No

16

17 |ANOVA Table SS df MS

18 | Treatment (between columns) 49340 3 16450

19 | Residual (within columns) 18940 32 592.0

20 | Total 68280 35

21

22 |Newman-Keuls Multiple Comparison Test |Mean Diff. |q Significant? P < 0.05? Summary
23 | DZP 2 vs EHFPC 200 -92.56 11.41 Yes S
24 | DZP 2 vs CONT -88.44 10.91 Yes
25 | DZP 2 vs EHFPC 400 -56.11 6.919 Yes e
26 | EHFPC 400 vs EHFPC 200 -36.44 4.494 Yes i
27 | EHFPC 400 vs CONT -32.33 3.987 Yes =
28 | CONT vs EHFPC 200 4111 0.5069 No ns
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Coluna Estatistica do Efeito do EHFPC (200 e 400 mg/Kg, i.p.) sobre a duragdo do sono
em camundongos submetidos a potencializa¢do do sono induzidas por barbitdricos.

TS.pzf:Col. stats of Data 2 - Tue Nov 05 20:02:27 2013

A B C D
Gokisots CONT DZP2 | EHPC200 | EHPC 400 |
Y Y Y Y
1 |Number of values 9 9 9 9
2
3 [Minimum 473.0 2241 312.0 3627
4 |25% Percentile 7025 5049 2584 4549
5 |Median 912.0 6596 3230 5845
6 |75% Percentile 1212 8065 3704 6546
7 [Maximum 1361 8565 3932 6722
8
9 |Mean 9443 6375 2903 5583
10 |Std. Deviation 2955 2057 1094 1151
11 |Std. Error 98.51 685.6 364.7 383.8
12
13 |Lower 95% Cl of mean |717.2 4794 2062 4698
14 |Upper 95% Cl of mean (1171 7956 3744 6468
15
16 |Sum 8499 57378 26129 50248
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Anélise ANOVA Efeito do EHFPC (200 e 400 mg/Kg, i.p.) sobre a dura¢do do sono em

camundongos submetidos a potencializa¢do do sono induzidas por barbitdricos.

TS.pzf:1way ANOVA of Data 2:Tabular results - Tue Nov 05 20:02:08 2013

1way ANOVA J
Tabular results
1 |Table Analyzed Data 2
2
3 |One-way analysis of variance
4 P value P<0.0001
5 | P value summary e
6 | Are means signif. different? (P <0.05) |Yes
7 | Number of groups 4
8 | F 32.77
9 | Rsquared 0.7544
10
11 |Bartlett's test for equal variances
12 | Bartlett's statistic (corrected) 20.38
13 | Pvalue 0.0001
14 | P value summary ‘il
15 | Do the variances differ signif. (P < 0.05) |Yes
16
17 |ANOVA Table SS df MS
18 | Treatment (between columns) 168100000 |3 56040000
19 | Residual (within columns) 54730000 |32 1710000
20 | Total 222800000 |35
21
22 |Newman-Keuls Multiple Comparison Test |Mean Diff.  |q Significant? P < 0.05? Summary
23 | CONTvsDZP 2 -5431 12.46 Yes i
24 | CONT vs EHPC 400 -4639 10.64 Yes e
25 | CONT vs EHPC 200 -1959 4.494 Yes =
26 | EHPC 200 vs DZP 2 -3472 7.965 Yes =
27 | EHPC 200 vs EHPC 400 -2680 6.148 Yes
28 | EHPC 400 vs DZP 2 -792.2 1.817 No ns
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Coluna Estatistica do Efeito do EHFPC (25, 50 e 100 mg/Kg, i.p.) sobre a laténcia de
imobilidade em camundongos submetidos ao Nado Forgado.

EHPC-NF.pzf:Col. stats of Data 1 - Tue Nov 05 17:01:01 2013

A B ] 2 | 8 | B | F [ B
tol.stls CONT | IMI 30 FLUOX 1C BUP 20 EHFPC 25 EHFPC 50 EHFPC 100
Y Y Y Y Y Y Y
1 [Number of values 8 9 9 9 9 9 9
2
3 [Minimum 96.00 [4.000 [43.00 |[1200 [65.00 [45.00  |24.00
4 [25% Percentile 9825 [1200 |4550 |3050 [7050  |58.00  |29.00
5 [Median 1115 |28.00 |71.00 [70.00 [86.00 |84.00  |63.00
6 |75% Percentile 121.0 [45.00 |78.00 |[77.00 [1120  |99.50  |85.50
7 [Maximum 141.0 |5200 |89.00 |[84.00 [131.0 140.0  |97.00
8
9 [Mean 1124 |27.44 |6500 |56.22 [9233 |82.78  |58.33
10 |Std. Deviation 1529 |17.23 |1699 |[25.94 [23.06 |2889  |28.71
11 |Std. Error 5405 |5742 |5664 |8645 [7.687 [9629  [9.571
12
13 [Lower 95% Cl of mean |99.50 |14.20 |51.94 [3629 |74.61 6057  |36.26
14 |Upper 95% Cl of mean |125.2 |40.69 |78.06 76.16 110.1 105.0 80.40
15
16 |Sum 899.0 [247.0 |5850 |506.0 |831.0  |7450 |5250
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Anélise ANOVA do Efeito do EHFPC (25, 50 e 100 mg/Kg, i.p.) sobre a laténcia de

imobilidade em camundongos submetidos ao Nado Forgado.

EHPC-NF_pzf: iway ANOVA of Data 1 - Tue Nov 05 17:01:34 2013

1way ANOVA

1 |Table Analyzed Data 1

2

3 |One-way analysis of variance

4 P value P<0.0001

5 | P value summary e

6 | Are means signif. different? (P < 0.05) [Yes

7 | Number of groups 78

8 | F 12.48

9 | Rsquared 0.5765

10

11 |Bartlett's test for equal variances

12 | Bartlett's statistic (corrected) 5.984

13 | P value 0.4249

14 | P value summary ns

15 | Do the variances differ signif. (P < 0.05) |No

16

17 |ANOVA Table SS df MS

18 | Treatment (between columns) 39780 6 6630

19 | Residual (within columns) 29230 55 531.4

20 | Total 69010 61
21

22 |Newman-Keuls Multiple Comparison Test |Mean Diff. |q Significant? P < 0.05? Summary
23 | |MI 30 vs CONT -84.93 10.72 Yes =
24 | |MI 30 vs EHFPC 25 -64.89 8.445 Yes i
25 | [MI 30 vs EHFPC 50 -55.33 7.201 Yes e
26 | |MI 30 vs FLUOX 10 -37.56 4.887 Yes e
27 | |MI 30 vs EHFPC 100 -30.89 4.020 Yes i
28 | |MI 30 vs BUP 20 28.78 3.745 Yes e
29 | BUP 20 vs CONT -56.15 7.090 Yes i
30 | BUP 20 vs EHFPC 25 -36.11 4.699 Yes i
31 | BUP 20 vs EHFPC 50 -26.56 3.456 No ns
32 | BUP 20 vs FLUOX 10 -8.778 — No ns
33 | BUP 20 vs EHFPC 100 2411 = No ns
34 | EHFPC 100 vs CONT -54.04 6.823 Yes e
35 | EHFPC 100 vs EHFPC 25 -34.00 4.425 Yes *
36 | EHFPC 100 vs EHFPC 50 24.44 — No ns
37 | EHFPC 100 vs FLUOX 10 -6.667 S No ns
38 | FLUOX 10 vs CONT -47.38 5.981 Yes d
39 | FLUOX 10 vs EHFPC 25 -27.33 3.857 Yes &
40 | FLUOX 10 vs EHFPC 50 -17.78 = No ns
41 | EHFPC 50 vs CONT -29.60 3.737 Yes i
42 | EHFPC 50 vs EHFPC 25 -9.556 1.244 No ns
43 | EHFPC 25 vs CONT -20.04 2.530 No ns
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Coluna Estatistica do Efeito do EHFPC (1 e 100 mg/Kg, i.p.) e associa¢des ( EHFPC 1
+ IMIP 1; EHFPC 1 + FLU 1; EHFPC 1 + BUP 1) sobre a laténcia de imobilidade em

camundongos submetidos ao teste de potencializacdo do Nado Forgado.

EHPC-NF (potencializagao).pzf:Col. stats of Data 1 - Tue Nov 05 16:57:17 2013

A B T D E 3 G A i
(ks CONT | IMI1 | IMI 30 FLUOX 1FLUOX 10 BUP 1| BUP 20 EHFPC 1EHFPC 100

Y Y Y Y Y Y Y Y Y

1 [Number of values 9 9 9 9 9 9 9 9 9

2

3 [Minimum 6400 4700 |00 |5400 [9000 [4600 |00 4700 |18.00

4 [25% Percentile 9450 |5650 |00  [6450 |2000 6050 [1050 |79.00 |31.00

5 |Median 1200 |65.00 |8.000 [81.00 [2600 [79.00 |19.00 |96.00 |47.00

6 |75% Percentile 1435 [96.00 [2550 |96.00 |37.00 |1060 [2300 |1040 |50.50

7 |Maximum 1540 |121.0 |4200 |1050 [4900 |1180 |4200 [1430 |55.00

)

9 [Mean 1158 [75.00 |[1233 7900 |2744 [8200 |1867 |9400 [4122

10 [Std. Deviation 2929 |2519 |1648 |1812 |1202 [2482 |[1181 25676 |1265

11 |Std. Error 9764 |8398 |5492 [6.039 [4007 [8273 |3937 [8588 |4216

12

13 |Lower 95% Cl of mean [93.26 |55.63 |-0.3322 |65.07 |1820 |6292 |9588 |7420 |3150

14 |Upper 95% Cl of mean |138.3 [9437 [25.00 |9293 |3669 |1011 |27.75 |113.8 |50.94

15

16 |Sum 1042|6750 |111.0 |711.0 |2470 |7380 |1680 [8460 [371.0

EHPC-NF (potencializag&o).pzf:Col. stats of Data 1 - Tue Nov 05 16:57:17 2013

J K L
EHFPC 1 + IMI 1=HFPC 1 + FLUOX 1EHFPC 1 + BUP 1

Y Y Y

1 19 9 9

2

3 |13.00 0.0 2.000

4 |32.00 23.00 15.00

5 [55.00 30.00 42.00

6 |68.00 42.00 61.00

7 |79.00 55.00 73.00

8

9 |50.33 31.00 38.44

10 [22.35 15.81 25.51

11 |7.450 5.270 8.503

12

13 |33.15 18.85 18.84

14 |67.51 43.15 58.05

15

16 [453.0 279.0 346.0
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Anélise ANOVA do Efeito do EHFPC (1 e 100 mg/Kg, i.p.) e associagdes ( EHFPC 1 +
IMIP 1; EHFPC 1 + FLU 1; EHFPC 1 + BUP 1) sobre a laténcia de imobilidade em
camundongos submetidos ao teste de potencializacdo do Nado Forgado.

(continuacdo) Analise ANOVA do Efeito do EHFPC (1 e 100 mg/Kg, i.p.) e

EHPC-NF (potencializag&o). pzf:1way ANOVA of Data 1 - Tue Nov 05 16:58:18 2013

1way ANOVA J

1 |Table Analyzed Data 1

2

3 |One-way analysis of variance

4 | Pvalue P<0.0001

5 P value summary o

6 | Are means signif. different? (P <0.05) |Yes

7 Number of groups 12

8 F 22.36

9 R squared 0.7193

10

11 |Bartlett's test for equal variances

12 | Bartlett's statistic (corrected) 16.61

13 | Pvalue 0.1200

14 | P value summary ns

15 | Do the variances differ signif. (P < 0.05) [No

16

17 |ANOVA Table SS df MS

18 | Treatment (between columns) 106900 1 9719

19 | Residual (within columns) 41730 96 4347

20 | Total 148600 107
21
22 |Newman-Keuls Multiple Comparison Test [Mean Diff. |q Significant? P < 0.05? Summary
23 | |MI 30 vs CONT -103.4 14.88 Yes £
24 | |MI 30 vs EHFPC 1 -81.67 1175 Yes i
25 | |MI 30 vs BUP 1 -69.67 10.02 Yes #ax
26 | IMI 30 vs FLUOX 1 -66.67 9.593 Yes TS
27 | IMI 30 vs IMI 1 6267 9.017 Yes =
28 | |MI 30 vs EHFPC 1 + IMI 1 -38.00 5.468 Yes =
29 | |MI 30 vs EHFPC 100 -28.89 4157 Yes ¥
30 | IMI 30 vs EHFPC 1+ BUP 1 -26.11 3.757 No ns
31 IMI 30 vs EHFPC 1 + FLUOX 1 -18.67 e No ns
32 | |MI 30 vs FLUOX 10 -15.11 — No ns
33 | IMI30vs BUP 20 -6.333 — No ns
34 | BUP 20 vs CONT -97.11 13.97 Yes An
35 | BUP 20 vs EHFPC 1 -75.33 10.84 Yes =
36 | BUP 20 vs BUP 1 -63.33 9.113 Yes e
37 | BUP 20 vs FLUOX 1 -60.33 8.681 Yes Hxe
38 | BUP 20 vs IMI 1 -56.33 8.106 Yes e
39 | BUP 20 vs EHFPC 1 + IMI 1 -31.67 4.556 Yes %
40 | BUP 20 vs EHFPC 100 -22.56 3.245 No ns
41 | BUP 20 vs EHFPC 1 + BUP 1 -19.78 — No ns
42 | BUP 20 vs EHFPC 1 + FLUOX 1 -12.33 — No ns
43 | BUP 20 vs FLUOX 10 -8.778 - No ns
44 | FLUOX 10 vs CONT -88.33 12.71 Yes i ar
45 | FLUOX 10 vs EHFPC 1 -66.56 9.577 Yes i
46 | FLUOX 10 vs BUP 1 -54.56 7.850 Yes it
47 | FLUOX 10 vs FLUOX 1 -51.56 7.418 Yes e




167

associagfes ( EHFPC 1 + IMIP 1; EHFPC 1 + FLU 1; EHFPC 1 + BUP 1) sobre a

laténcia de imobilidade em camundongos submetidos ao teste de potencializacdo do

Nado Forcado

EHPC-NF (potencializagzo).pzf:iway ANOVA of Data 1 - Tue Nov 05 16:58:18 2013

1way ANOVA

48 | FLUOX 10vs IMI 1 -47.56 6.843 Yes =
49 | FLUOX 10vs EHFPC 1 + IMI 1 -22.89 3.293 No ns
50 | FLUOX 10 vs EHFPC 100 -13.78 = No ns
51 | FLUOX 10 vs EHFPC 1 + BUP 1 -11.00 5 No ns
52 | FLUOX 10 vs EHFPC 1 + FLUOX 1 -3.556 — No ns
53 | EHFPC 1 + FLUOX 1 vs CONT -84.78 12.20 Yes i
54 | EHFPC 1+ FLUOX 1 vs EHFPC 1 -63.00 9.065 Yes =
55 | EHFPC 1+ FLUOX 1 vs BUP 1 -51.00 7.338 Yes s
56 | EHFPC 1+ FLUOX 1 vs FLUOX 1 -48.00 6.907 Yes "
57 | EHFPC 1+ FLUOX 1 vs IMI 1 -44.00 6.331 Yes o
58 | EHFPC 1 + FLUOX 1 vs EHFPC 1 + IMI {-19.33 — No ns
59 | EHFPC 1+ FLUOX 1 vs EHFPC 100 -10.22 — No ns
60 | EHFPC 1+ FLUOX 1 vs EHFPC 1 + BUF|-7.444 == No ns
61 | EHFPC 1 + BUP 1 vs CONT -77.33 11.13 Yes e
62 | EHFPC 1 + BUP 1 vs EHFPC 1 -55.56 7.994 Yes S
63 | EHFPC 1+ BUP 1vs BUP 1 -43.56 6.267 Yes e
64 | EHFPC 1+ BUP 1 vs FLUOX 1 -40.56 5.835 Yes et
65 | EHFPC 1+ BUP 1 vs IMI 1 -36.56 5.260 Yes o
66 | EHFPC 1+BUP 1vs EHFPC 1 +IMI 1 [|-11.89 - No ns
67 | EHFPC 1 + BUP 1 vs EHFPC 100 -2.778 — No ns
68 | EHFPC 100 vs CONT -74.56 10.73 Yes i
69 | EHFPC 100 vs EHFPC 1 -52.78 7.594 Yes
70 | EHFPC 100 vs BUP 1 -40.78 5.867 Yes e
71 | EHFPC 100 vs FLUOX 1 -37.78 5.436 Yes =
72 | EHFPC 100 vs IMI 1 -33.78 4.860 Yes =
73 | EHFPC 100 vs EHFPC 1 + IMI 1 -9.111 — No ns
74 | EHFPC 1+ IMI 1 vs CONT -65.44 9.417 Yes =
75 | EHFPC 1+ IMI 1 vs EHFPC 1 -43.67 6.283 Yes =
76 | EHFPC 1+ IMI 1vs BUP 1 -31.67 4.556 Yes #
77 | EHFPC 1 + IMI 1 vs FLUOX 1 -28.67 4.125 Yes 9
78 | EHFPC 1+ IMI 1vs IMI 1 -24.67 3.549 Yes v
79 | IMI 1vs CONT -40.78 5.867 Yes o
80 | |MI 1vs EHFPC 1 -19.00 2734 No ns
81 | IMI1vsBUP 1 -7.000 = No ns
82 | Ml 1vs FLUOX 1 -4.000 — No ns
83 | FLUOX 1vs CONT -36.78 5.292 Yes o
84 | FLUOX 1vs EHFPC 1 -15.00 — No ns
85 | FLUOX 1 vs BUP 1 -3.000 - No ns
86 | BUP 1 vs CONT -33.78 4.860 Yes fo
87 | BUP 1vs EHFPC 1 -12.00 - No ns
88 | EHFPC 1 vs CONT -21.78 3.134 Yes >
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Coluna Estatistica do Efeito do EHFPC (25, 50 e 100 mg/Kg, i.p.) sobre o nimero de
cruzamentos em camundongos submetidos ao Campo Aberto no teste de acinesia

induzida por reserpina.

EHPC-RES. pzf:Col. stats of Data 2 - Fri Feb 07 12:47:02 2014

colst A [ B € D E F G H
- stats CONT RES10  IMI30 FLU10 BUP20 EHPC25 EHPC50 EHPC 100
Y Y Y Y Y Y Y Y
1 |Number of values 6 6 6 6 6 6 6 6
2
3 |Minimum 60.00 |16.00 18.00 61.00 66.00 47.00 35.00 28.00
| 4 |25% Percentile 61.50 16.75 42.00 63.25 69.75 4775 3725 32.50
5 [Median 67.50  |23.00 62.50 74.50 83.00 5200  |44.50 39.50
6 |75% Percentile 7900 |3375 75.50 88.00 93.00 55.25 52.25 49.00
7 |Maximum 79.00  [36.00 89.00 100.0 96.00 59.00 65.00 55.00
8
9 |Mean 69.17  |2467 58.83 76.33 81.83 52.00 4583 40.50
10 |Std. Deviation 8232 8.311 23.89 15.21 11.69 4382 10.53 9.649
11 [Std. Error 3.361 3393 9.755 6.211 4771 1.789 4.301 3.939
12 ; i '
13 |Lower 95% Cl of mean |60.53 15.95 33.76 60.37 69.57 47.40 34.78 30.37
14 |Upper 95% Cl of mean |77.81 33.39 83.91 92.30 94.10 56.60 56.89 50.63
15
16 |Sum 4150  |148.0 353.0 4580 491.0 3120 275.0 243.0
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Coluna Estatistica do Efeito do EHFPC (50 e 100 mg/Kg, i.p.) sobre a laténcia para

primeira convulsdo em camundongos submetidos a convulsbes induzida por
pentilenotetrazol (PTZ).
PTZ.pzf:.Col. stats of Data 1 - Tue Nov 05 17:07:55 2013
A B c D
S CONT DzP1  EHFPC50 EHFPC 100
¥ ¥ Y =
1 |Number of values 9 9 9 9
2
3 [Minimum 81.00 1800 73.00 91.00
4 [25% Percentile 92.50 1800 90.00 98.50
5 [Median 97.00 1800 100.0 154.0
6 |75% Percentile 122.0 1800 1155 230.0
7 |[Maximum 129.0 1800 118.0 236.0
8
9 [Mean 103.6 1800 101.1 161.7
10 [Std. Deviation 16.97 0.0 15.56 59.72
11 [Std. Error 5.657 0.0 5.187 19.91
12
13 |Lower 95% Cl of mean [90.51 1800 89.15 115.8
14 |Upper 95% Cl of mean [116.6 1800 113.1 2076
15
16 |Sum 932.0 16200 910.0 1455
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Anélise ANOVA do Efeito do EHFPC (50 e 100 mg/Kg, i.p.) sobre a laténcia para
primeira convulsdo em camundongos submetidos a convulsbes induzida por

pentilenotetrazol (PTZ).

PTZ.pzf:1way ANOVA of Data 1:Tabular results - Tue Nov 05 17:08:17 2013

1way ANOVA
Tabular results
1 |Table Analyzed Data 1
2
3 |One-way analysis of variance
4 P value P<0.0001
5 | P value summary g
6 | Are means signif. different? (P < 0.05) |Yes
7 | Number of groups 4
8 | F 6192
9 | R squared 0.9983
10
11 |Bartlett's test for equal variances
12 | Bartlett's statistic (corrected)
13 | Pvalue
14 | P value summary ns
15 | Do the variances differ signif. (P < 0.05) |No
16
17 |ANOVA Table SS df MS
18 | Treatment (between columns) 19020000 |3 6342000
19 | Residual (within columns) 32780 32 1024
20 | Total 19060000 (35
21
22 [Newman-Keuls Multiple Comparison Test [Mean Diff. |q Significant? P < 0.05? Summary
23 | EHFPC 50 vs DZP 1 -1699 159.3 Yes =
24 | EHFPC 50 vs EHFPC 100 -60.56 5.676 Yes i
25 | EHFPC 50 vs CONT -2.444 0.2291 No ns
26 | CONTvs DZP 1 -1696 159.0 Yes e
27 | CONT vs EHFPC 100 -58.11 5.447 Yes e
28 | EHFPC 100 vs DZP 1 -1638 153.6 Yes -
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Coluna Estatistica do Efeito do EHFPC (50 e 100 mg/Kg, i.p.) sobre a laténcia de morte

em camundongos submetidos a convulsdes induzida por pentilenotetrazol (PTZ).

PTZ.pzf:Col. stats of Data 2 - Tue Nov 05 17:08:30 2013

A B (> D
Gok.ame CONT DZP1  EHFPC50 EHFPC 100
Y Y Y Y
1 |Number of values 9 9 9 9
2
3 |Minimum 363.0 1800 475.0 733.0
4 |25% Percentile 405.5 1800 564.0 909.5
5 |Median 458.0 1800 656.0 1339
6 |75% Percentile 590.5 1800 1120 1800
7 [Maximum 1051 1800 1240 1800
8
9 |Mean 531.0 1800 794.7 1343
10 |Std. Deviation 211.3 0.0 291.5 441.8
11 |Std. Error 70.43 0.0 97.16 147.3
12
13 |Lower 95% Cl of mean |368.6 1800 570.6 1003
14 |Upper 95% Cl of mean |693.4 1800 1019 1682
15
16 |Sum 4779 16200 7152 12084
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Anélise ANOVA do Efeito do EHFPC (50 e 100 mg/Kg, i.p.) sobre a laténcia de morte
em camundongos submetidos a convulsdes induzida por pentilenotetrazol (PTZ).

PTZ.pzf:1way ANOVA of Data 2:Tabular results - Tue Nov 05 17:10:38 2013

| 1way ANOVA
Tabular results

1 |Table Analyzed Data 2

2

3 |One-way analysis of variance

4 | Pvalue P<0.0001

5 | P value summary T

6 | Are means signif. different? (P < 0.05) |[Yes

i/ Number of groups 4

8 | F 35.65

9 | Rsquared 0.7697

10

11 |Bartlett's test for equal variances

12 | Bartlett's statistic (corrected)

13 | Pvalue

14 | P value summary ns

15 | Do the variances differ signif. (P < 0.05) [No

16

17 |ANOVA Table SS df MS

18 | Treatment (between columns) 8682000 3 2894000

19 | Residual (within columns) 2598000 32 81190

20 | Total 11280000 |35
21
22 |Newman-Keuls Multiple Comparison Test |Mean Diff. |g Significant? P < 0.05? Summary
23 | CONTvs DZP 1 -1269 13.36 Yes e
24 | CONT vs EHFPC 100 -811.7 8.546 Yes s
25 | CONT vs EHFPC 50 -263.7 2776 No ns
26 | EHFPC 50 vs DZP 1 -1005 10.58 Yes
27 | EHFPC 50 vs EHFPC 100 -548.0 5.770 Yes -
28 | EHFPC 100 vs DZP 1 -457.3 4815 Yes -
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Coluna Estatistica do Efeito do EHFPC (5, 25 e 50 mg/Kg, i.p.) e potencializacéo

(EHFPC 5 + Atropina 0,1 mg/Kg) sobre a laténcia para primeira convulsdo em

camundongos submetidos a convulsdes induzida por pilocarpina (PILO).

PILO.pzf:Col. stats of Data 1 - Tue Nov 05 17:13:43 2013

A B e 8 | E [ F] G
Gok.stas CONT ATRO.1 ATR 10 EAFPC 5 EHFPC 25 EHFPC 50 ATRO, 1+EHFPC5
Y Y Y Y Y Y Y
1 |Number of values 6 6 6 6 6 6 6
)
3 [Minimum 4820 |5300 |3600 |487.0 |4200  |5850 [6220
4 |25% Percentile 5585 |611.8 |3600 |5043 |4313  |6105  [6280
5 |Median 6160 |6835 |3600 |5895 |5035  |7650  |736.0
6 |75% Percentile 6518 |8040 |3600 |6228 |6665  |9400  |9750
7 [Maximum 657.0 |858.0 |3600 |6250 |6680  |1123  |1050
)
9 [Mean 600.8 |696.7 |3600 |5705 |5327  |7893  |7873
10 |Std. Deviation 6431 |1151 |00  |5834 [1122  |1982 |1756
11 |Std. Error 2625 [4698 |00  |2382 |4582  |8090 |7169
12
13 |Lower 95% Cl of mean |533.3 |575.9 |3600 |509.3 |4149  [5814  |603.1
14 |Upper 95% Cl of mean [668.3 |817.4 |3600 [6317 |6505  |997.3  |9716
15
16 |sum 3605 |4180 [21600 [3423 [3196 4736|4724
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Anélise ANOVA do Efeito do EHFPC (5, 25 e 50 mg/Kg, i.p.) e potencializacéo
(EHFPC 5 + Atropina 0,1 mg/Kg) sobre a laténcia para primeira convulsdo em

camundongos submetidos a convulsdes induzida por pilocarpina (PILO).

PILO.pzf:1way ANOVA of Data 1:Tabular results - Tue Nov 05 17:14:13 2013

1way ANOVA

Tabular resuits
1 |[Table Analyzed Data 1
2
3 |One-way analysis of variance
4 P value P<0.0001
5 P value summary e
6 Are means signif. different? (P < 0.05) |Yes
74 Number of groups 73
8 F 504.4
9 R squared 0.9886
10
11 |Bartlett's test for equal variances
12 | Bartlett's statistic (corrected)
13 | Pvalue
14 | P value summary ns
15 | Do the variances differ signif. (P < 0.05) [No
16
17 [ANOVA Table S8 df MS
18 | Treatment (between columns) 44740000 |6 7456000
19 | Residual (within columns) 517400 35 14780
20 | Total 45250000 41
21
22 [Newman-Keuls Multiple Comparison Test [Mean Diff. |q Significant? P < 0.05? Summary
23 | EHFPC 25 vs ATR 10 -3067 61.80 Yes i
24 | EHFPC 25 vs EHFPC 50 -256.7 5.171 Yes *
25 | EHFPC 25 vs ATR 0,1 + EHFPC 5 -254.7 5.131 Yes “
26 | EHFPC 25 vs ATR 0,1 -164.0 3.304 No ns
27 | EHFPC 25 vs CONT -68.17 — No ns
28 | EHFPC 25 vs EHFPC 5 -37.83 -— No ns
29 | EHFPC 5 vs ATR 10 -3030 61.03 Yes i
30 | EHFPC 5 vs EHFPC 50 -218.8 4.409 Yes i
31 | EHFPC 5vs ATR 0,1 + EHFPC 5 -216.8 4.368 Yes *
32 | EHFPC 5vs ATR 0,1 -126.2 — No ns
33 | EHFPC 5 vs CONT -30.33 = No ns
34 | CONTvs ATR 10 -2999 60.42 Yes ja
35 | CONT vs EHFPC 50 -188.5 3.798 No ns
36 | CONTvs ATR 0,1 + EHFPC 5 -186.5 i No ns
37 | CONTvs ATR 0,1 -95.83 o No ns
38 | ATR0,1vs ATR 10 -2903 58.49 Yes il
39 | ATR 0,1 vs EHFPC 50 -92.67 — No ns
40 | ATR0,1vs ATR 0,1 + EHFPC 5 -90.67 - No ns
41 | ATR 0,1 + EHFPC 5 vs ATR 10 -2813 56.67 Yes e
42 | ATR 0,1 + EHFPC 5 vs EHFPC 50 -2.000 = No ns
43 | EHFPC 50 vs ATR 10 -2811 56.62 Yes i
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Efeito do EHFPC (5, 25 e 50 mg/Kg, i.p.) e potencializagdo (EHFPC 5 + Atropina 0,1
mg/Kg) sobre a laténcia de morte em camundongos submetidos a convulsdes induzida

por pilocarpina (PILO).

PILO.pzf:Col. stats of Data 2 - Tue Nov 05 17:15:34 2013

A B c b E F G

Sebsiat CONT ATR 0,1 ATR 10 EHEPC 5 EHFPC 25 EHFPC 50 ATRO,1+EHFPC5
Y Y % Y Y Y Y

1 [Number of values 6 6 6 6 6 6 6

2

3 |Minimum 4270 |8330 |3600 |689.0  [950.0  |1709 3600

4 |25% Percentile 6085 |8968 |3600 |836.0  |1048  |3127 3600

5 |Median 9020 |9740 |3600 |9585  |1944  |3600 3600

6 [75% Percentile 9668 |1118 |3600 |1133  [3600  |3600 3600

7 [Maximum 1053 [1353 [3600 [1173  |3600  |3600 3600

8

9 [Mean 8152 [1015 |3600 [9640 [2186  |3285 3600

10 |Std. Deviation 2276 |1793 |00  |1740 [1266  [7720 |00

11 |Std. Error 9290 [7321 [0.0  |71.08 [5167 [3152 |00

12

13 |Lower 95% Cl of mean |576.4 |827.0 |3600 7814  |858.1  |2475 3600

14 |Upper 95% Cl of mean |1054 |1203 |3600 |1147 _ |3515  |4095 3600

15

16 [Sum 2891 6091 |21600 |5784  [13118 |19708  |21600
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Anélise ANOVA do Efeito do EHFPC (5, 25 e 50 mg/Kg, i.p.) e potencializacéo
(EHFPC 5 + Atropina 0,1 mg/Kg) sobre a laténcia de morte em camundongos

submetidos a convulsdes induzida por pilocarpina (PILO).

PILO. p2f:1way ANOVA of Data 2:Tabular results - Tue Nov 05 17:15:38 2013

1way ANOVA

Tabular results
1 [Table Analyzed Data 2
2
3 |One-way analysis of variance
4 P value P<0.0001
5 P value summary el
6 Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
74 Number of groups 7§
9 JiF 30.11
9 R squared 0.8377
10
11 |Bartlett's test for equal variances
12 Bartlett's statistic (corrected)
13 P value
14 | P value summary ns
15 | Do the variances differ signif. (P < 0.05) [No
16
17 |ANOVA Table S8 df mMS
18 | Treatment (between columns) 59670000 6 9946000
19 Residual (within columns) 11560000 35 330300
20 Total 71240000 41
21
22 |Newman-Keuls Multiple Comparison Test |Mean Diff. q Significant? P < 0.05? Summary
23 | CONT vs ATR 0,1 + EHFPC 5 -2785 11.87 Yes e
24 | CONTvs ATR 10 -2785 11.87 Yes izl
25 | CONT vs EHFPC 50 -2470 10.53 Yes e
26 | CONT vs EHFPC 25 -1371 5.844 Yes e
27 | CONTvs ATR 0,1 -200.0 0.8524 No ns
28 | CONT vs EHFPC 5 -148.8 — No ns
29 | EHFPC 5vs ATR 0,1 + EHFPC 5 -2636 11.23 Yes -
30 | EHFPC 5 vs ATR 10 -2636 11.23 Yes s
31 | EHFPC 5 vs EHFPC 50 -2321 9.892 Yes e
32 | EHFPC 5 vs EHFPC 25 -1222 5.210 Yes e
33 | EHFPC 5 vs ATR 0,1 -51.17 --- No ns
34 | ATR 0,1 vs ATR 0,1 + EHFPC 5 -2585 11.02 Yes et
35 | ATR 0,1 vs ATR 10 -2585 11.02 Yes SR
36 | ATR 0,1 vs EHFPC 50 -2270 9.673 Yes il
37 ATR 0,1 vs EHFPC 25 -1171 4.992 Yes A
38 EHFPC 25 vs ATR 0,1 + EHFPC 5 -1414 6.025 Yes JoR
39 | EHFPC 25 vs ATR 10 =1414 6.025 Yes o
40 | EHFPC 25 vs EHFPC 50 -1099 4.682 Yes e
41 | EHFPC 50 vs ATR 0,1 + EHFPC 5 -315.2 1.343 No ns
42 EHFPC 50 vs ATR 10 -315.2 e No ns
43 ATR 10 vs ATR 0,1 + EHFPC 5 0.0000 e No ns




177

Coluna Estatistica e analise do Teste ‘t” do Efeito do pré-tratamento do EHFPC (100

mg/Kg, i.p.) sobre a concentracdo de monoaminas (Dopamina) e metabolitos em corpo

estriado de camundongos.

EHPC-CLAE.pzf.Col. stats of Data 1 - Tue Nov 05 11:00:45 2013

A B
_— CONT _ EHPC 100
Y Y
1 [Number of values 4 4
2
3  |Minimum 2778 3264
4 [25% Percentile 2840 3573
5 |Median 3214 5359
6 |75% Percentile 3424 6324
7 |Maximum 3431 6359
8
9 [Mean 3159 5085
10 |Std. Deviation 314.7 1479
11 |Std. Error 157.3 739.6
12
13 |Lower 95% CI of mean |2659 2732
14 |Upper 95% CI of mean |3660 7439
15
16 [Sum 12638 20342
EHPC-CLAE. pzft test of Data 1 - Tue Nov 05 11:01:07 2013
i ]
1 |Table Analyzed Data 1
2 |Column A CONT
3 |vs vs
4 |[Column B EHPC 100
5
6 |Unpaired t test
i(4 P value 0.0437
8 P value summary 2
9 Are means signif. different? (P < 0.05) |Yes
10 | One- or two-tailed P value? Two-tailed
1 t. ar t=2.547 df=6
12
13 |How big is the difference?

14 Mean + SEM of column A 3159 + 157.3 N=4
15 | Mean + SEM of column B 5085 + 739.6 N=4
16 Difference between means -1926 + 756.1

17 | 95% confidence interval -3776 to -75.76
18 | R squared 0.5195

19

20 |F test to compare variances

21 | F,DFn, Dfd 2209, 3,3

22 | P value 0.0302

23 | P value summary -

24 Are variances significantly different? Yes
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Coluna Estatistica e analise do Teste ‘t” do Efeito do pré-tratamento do EHFPC (100

mg/Kg, i.p.) sobre a concentracdo de monoaminas e metabodlitos (Dopac) em corpo

estriado de camundongos.

EHPC-CLAE.pzf:Col. stats of Data 2 - Tue Nov 05 11:01:24 2013

A B
o sims CONT | EHPC 100
Y Y
1 [Number of values 4 4
2
3 |Minimum 1328 990.6
4 |25% Percentile 1414 1003
5 [Median 1749 1045
6 |75% Percentile 1855 1461
7 |Maximum 1864 1598
8
9 |Mean 1673 1170
10 |Std. Deviation 2445 286.6
11 |Std. Error 1222 1433
12
13 |Lower 95% CI of mean |1284 713.7
14 |Upper 95% Cl of mean [2062 1626
15
16 |Sum 6691 4679
EHPC-CLAE pzft test of Data 2 - Tue Nov 05 11:01:46 2013
t test ——l
1 |Table Analyzed Data 2
2 [Column A CONT
3 |vs vs
4 |ColumnB EHPC 100
5
6 |Unpaired t test
& P value 0.0370
8 P value summary .
9 Are means signif. different? (P < 0.05) |Yes
10 One- or two-tailed P value? Two-tailed
11 | ¢, df t=2.670 df=6
12
13 |How big is the difference?
14 | Mean + SEM of column A 1673 + 122.2 N=4
15 | Mean + SEM of column B 1170 + 143.3 N=4
16 | Difference between means 503.0 + 188.4
17 | 95% confidence interval 41.99 to 963.9
18 | R squared 0.5430
19
20 |F test to compare variances
21 | F,DFn, Dfd 1.374, 3,3
22 | Pvalue 0.8001
23 | P value summary ns
24 | Are variances significantly different? No
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Coluna Estatistica e analise do Teste ‘t” do Efeito do pré-tratamento do EHFPC (100

mg/Kg, i.p.) sobre a concentracdo de monoaminas (Noradrenalina) e metabdlitos em

corpo estriado de camundongos.

EHPC-CLAE.pzf:Col. stats of Data 3 - Tue Nov 05 11:02:17 2013

A B
S CONT | EHPC 100
Y b i
1 [Number of values 4 4
2
3 |Minimum 2471 5067
4 |25% Percentile 2546 5101
5 |Median 2971 5633
6 |75% Percentile 3219 6759
7 |Maximum 3235 6991
8
9 |Mean 2912 5831
10 |Std. Deviation 358.6 890.1
11 |Std. Error 179.3 445.0
12
13 |Lower 95% Cl of mean (2341 4415
14 |Upper 95% CI of mean |3482 7247
15
16 |Sum 11647 23323
EHPC-CLAE. pzf:t test of Data 3 - Tue Nov 05 11:02:32 2013
N - ]
1 |Table Analyzed Data 3
2 |[Column A CONT
3 |vs vs
4 |[ColumnB EHPC 100
5
6 |Unpaired t test
7 P value 0.0009
8 P value summary o
9 Are means signif. different? (P < 0.05) |Yes
10 | One- or two-tailed P value? Two-tailed
11 | t, df t=6.084 df=6
12
13 |How big is the difference?
14 Mean + SEM of column A 2912+ 179.3 N=4
15 | Mean + SEM of column B 5831 + 445.0 N=4
16 | Difference between means -2919 + 479.8
17 | 95% confidence interval -4093 to -1745
18 | R squared 0.8605
19
20 |F test to compare variances
21 | F,DFn, Dfd 6160, 3 3
22 | Pvalue 0.1696
23 | P value summary ns
24 | Are variances significantly different? No




