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RESUMO

A resposta ao estresse mantém a homeostase em condigdes de ameaca real ou
percebida pelos individuos. Fatores estressantes ativam respostas do organismo de maneira
a manter a homeostase, tais como a ativacdo do eixo hipotalamo- hipofise-adrenal, cujo
produto € o aumento na liberagao de cortisol. A exposicéo prolongada ao estresse resulta na
elevacédo cronica do cortisol levando a uma série de anormalidades, entre elas prejuizos nos
processos de aquisicdo e consolidagcdo de memoria. A Passiflora incarnata Linneaus tem
sido utilizada como um fitoterapico adjuvante no tratamento de possiveis prejuizos por
apresentar efeito ansiolitico associado ao aumento dos niveis do GABA no cérebro. Para o
estudo, foram separados 3 grupos, sendo eles: grupos CRT, grupo DEXA, tratados com
corticéide (0,5 mg/kg) como uma simulacdo dos altos niveis do cortisol e grupo PASS,
tratados com P. incarnata L. (300 mg/kg), apés 30 dias de tratamento foi realizado o teste de
sociabilidade e preferéncia por novidade social no aparato de trés camaras. Foi evidenciado
que no teste de sociabilidade nao houve diferenga significativa entre grupos CTR e DEXA, o
contrario do teste de preferéncia social, que mostrou prejuizos de memdéria nos animais
DEXA, mostrando que a simulagéo ao estresse por dexametasona é eficaz como um modelo
para prejuizos de memoria. Ademais, a P. incarnata L. parece prejudicar a sociabilidade,

mas nao a memoria de animais, pois no teste de preferéncia foi visto que foi benéfica.
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ABSTRACT

The stress answer maintains homeostasis under conditions of real or well noticed by
individuals. Stress factors activate the organism's responses in order to maintain
homeostasis, such as the activation of the hypothalamic-pituitary-adrenal axis, whose
product is the increase in cortisol release. Prolonged exposure to stress results in the chronic
elevation of cortisol leading to a series of abnormalities, including damages in the processes
of memory acquisition and consolidation. Passiflora incarnata Linneaus has been used as an
adjuvant phytotherapic in the treatment of possible damage due to its anxiolytic effect
associated with increased levels of GABA in the brain. For research, three groups were

separated, namely: CRT groups, DEXA group, treated with corticoid (0.5 mg/kg) as a
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simulation of high cortisol levels and PASS group, treated with P. incarnata L. (300 mg/kg),
after 30 days of treatment, the test of sociability and preference for social novelty was
performed in the three-chamber apparatus. It was evidenced that in the sociability test there
was no significant difference between CTR and DEXA groups, on the other hand the social
preference test, which showed memory damages in DEXA animals, showing that
dexamethasone stress simulation is effective as a model for damages in memory.
Furthermore, Passiflora incarnata Linneaus seems to harm sociability, but not the memory of

animals, as in the preference test it was seen to be beneficial.
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1. INTRODUGAO

O estresse € uma resposta do organismo a estimulos considerados estressores
(SANTOS; SANTOS, 2005), como ansiedade e infecgdes, que provocam a instabilidade da
homeostase (VALLE, 2011) e que ativam mecanismos compensatoérios (GOLDSTEIN, 1995).
Parte da resposta compensatéria ao estresse €é a ativacdo do eixo
hipotalamo-hipéfise-adrenal (HPA) que se inicia com a liberacao de corticotrofina (CRH) pelo
hipotalamo que estimula a sintese e liberagdo do horménio adrenocorticotréfico (ACTH) pela
adeno-hipoéfise que, por sua vez, cai na corrente sanguinea estimulando a sintese e
liberagdo dos horménios glicocorticoides (HERMAN et al.,, 2012). A liberagdo dos
glicocorticoides é considerada uma resposta ao enfrentamento ao estresse, cujo principal

representante é o cortisol.

No entanto, quando o estresse se torna crbnico, a ativacdo do eixo
hipotalamo-hipéfise-adrenal leva a liberagdo de cortisol em grandes quantidades por
periodos prolongados levando a diversas anormalidades, tais como prejuizos nos processos

de aquisicdo de memoria (SILVA, 2015).

A fitoterapia é uma ferramenta capaz de auxiliar no tratamento do estresse e de seus
prejuizos. Essa terapéutica ganhou espago na medicina e cada vez mais pessoas utilizam
plantas medicinais para o tratamento de doencas, pois essas podem promover beneficios e
bem-estar com baixos riscos a saude (ENDIN; DUNFORD, 2001). E comprovada a eficacia
da planta medicinal Passiflora incarnata Linneaus (P. incarnata L) , como ansiolitico, a planta
proporciona  efeito  calmante decorrente do aumento da liberacdo de
acido-gama-aminobutirico (GABA), que causa a diminuicdo da excitagcdo neuronal,
proporcionando relaxamento e efeito sedativo (CHAVES, 2018). E possivel que a Passiflora
incarnata L. pelo seu potencial fitoterapico terapéutico possa trazer beneficios a memoéria de
individuos, por atuar nas vias de sinalizagdo do Sistema Nervoso Central envolvidas no
estresse (CHAVES, 2018).

1.1 Problema de pesquisa

Este projeto pretendeu responder a seguinte pergunta: Os prejuizos na memoria
resultantes da elevagdo cronica dos niveis sistémicos de cortisol podem ser corrigidos ou

melhorados pelo uso da Passiflora incarnata L.?
1.2 Justificativa

Atualmente, parte significativa da populagdo enfrenta problemas relacionados ao
estresse, decorrente da ativagdo do eixo HPA por agentes estressores, com isso, prejuizos a
memoéria podem ser desenvolvidos por essas pessoas. O presente estudo é relevante pois

pode trazer evidéncias de efeito direto da Passiflora incarnata L. em reverter total ou
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parcialmente as alteragcbes de memoria provocadas pelo estresse. Os dados obtidos neste
projeto podem fornecer maior suporte cientifico para tratamentos alternativos como a

fitoterapia.
1.3 Objetivo

Avaliar o efeito da Passiflora incarnata L. na memoéria declarativa de

camundongos tratados com corticoides.

2. REFERENCIAL TEORICO
2.1 Estresse

O estresse € uma preparagdao do organismo para lidar com fatores considerados
estressores (SANTOS; SANTOS, 2005). O estresse pode ser tanto fisico quanto mental,
podendo ser causado por agentes externos e internos. Os agentes externos estdo atrelados
a situagdes ameacadoras geradas pelo ambiente, enquanto os agentes internos podem ser
fatores ligados a patologias, tais como infecgdes e ansiedade (VALLE, 2011). Quando uma
ameacga interrompe a homeostase, o0 organismo detecta essa mudanga e dispara
mecanismos compensatorios que levam ao estado de estresse (GOLDSTEIN, 1995). A
ansiedade e o medo, que geram o estresse, sao resultado das reagbes de defesa, que
ocorrem em resposta aos perigos encontrados no meio em que se vive. Quando nos
deparamos com uma ameaga a nossa integridade fisica, ou até mesmo a sobrevivéncia,
experimentamos uma série de respostas comportamentais que caracterizam a reacao de
medo (MARGIS et al., 2003).

O eixo hipotalamo-hipofise-adrenal (HPA) desempenha um papel importante na
resposta ao estresse (CHECKEY, 1996). Quando ha ativagdo do eixo HPA, um conjunto de
neurdnios do hipotalamo sao excitados com consequente liberagdo do horménio liberador de
corticotrofina (CRH) que, por sua vez, vai estimular a liberacdo do horménio
adrenocorticotrofico (ACTH) pela adeno-hipéfise. O ACTH atua no cortex da glandula
adrenal estimulando a sintese e liberagcdo na corrente sanguinea dos hormonios
glicocorticoides, cujo principal representante é o cortisol (HERMAN et al., 2012). Os
corticéides, conhecidos também como corticosterdides, sdao hormdnios secretados pelo
cortex adrenal, esses horménios sao sintetizados a partir do colesterol esteroide e
apresentam formulas quimicas semelhantes. Os principais tipos desses hormbnios sao os
glicocorticoides, que exercem importantes efeitos que aumentam a concentragdo sanguinea
de glicose (GUYTON; HALL, 2011).
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Em animais, o glicocorticoide liberado € chamado de corticosterona (CORT) (LATT et
al., 2018). Consequente a liberacdo de cortisol, ha o aumento dos niveis de glicose na
corrente sanguinea pela quebra e produgéo do glicogénio no figado, chamado glicogendlise
e neoglicogénese, causando a diminuicdo de sensibilidade a insulina. Dessa forma, a
liberagdo do cortisol em resposta ao estresse leva a hiperglicemia além da reducao da
sensibilidade a insulina (WILMORE; COSTILL, 2001; ROJAS VEGA et al, 2006;
PENTEADO; OLIVEIRA, 2009). Contudo, o cortisol também apresenta papel
anti-inflamatorio significativo, pois estabiliza a membrana de lisossomos impedindo
inflamacgoes (SILVA, 2005).

Quando o estresse se torna cronico, o cortisol continua sendo liberado em altos
niveis, resultando em alteragdes no sistema imunolégico e alteragdes no funcionamento do
Sistema Nervoso Central (SNC), como desenvolvimento de problemas de memoria e
alteragbes na cognicdo (HENRIQUES; SANTOS, 2004; ZUARDI, 2010; SILVA, 2015). O
estresse gera também alteracbes em algumas regides do cérebro, tais como o hipocampo
(SILVA, 2015). Situado no coértex temporal, o hipocampo, um importante componente do
sistema limbico, é responsavel pelo processamento da memdria (KRUSZIELSKI, 2019). O
aumento dos niveis de cortisol causa a diminuicado do volume do hipocampo, ou seja, altos

niveis do cortisol podem provocar prejuizos na memoaria do individuo (LUPIEN et al. 1998).
2.2 Meméria

A memodria é a capacidade de armazenamento de informagdes, responsavel pela
nossa identidade pessoal e esta relacionada a fungdes corticais importantes, tais como a
funcdo executiva e o aprendizado (MOURAQO; FARIA, 2015). De acordo com seu tempo de
duracao, a memoria pode ser classificada como memdéria de curto prazo (MCP), que dura de
minutos a horas, e memodria de longo prazo (MLP), que armazena as informacoes e
conhecimentos durante periodos maiores. Ja segundo seu conteudo, ha trés tipos de

memodria: procedimental, semantica e episddica (MOTA, 2000; PINTO, 2001).

O tipo procedimental, também chamado de memdéria implicita, trata-se dos habitos,
habilidades e regras, fungbes que memorizamos sem sentir e utilizamos sem tomar
conhecimento, por exemplo, tocar instrumentos e andar de bicicleta (SILVA, 2009). O tipo de
memoéria semantica esta relacionado a conhecimentos nao relacionados a tempo e espaco
especifico, trata-se de uma memoria que ndo guarda momentos, mas sim fatos (MOURAO;
FARIA, 2015). Ja o tipo de memdria episddica esta relacionado a capacidades perceptivas e
motoras que durante o tempo e com a pratica se transformaram em rotinas e habitos (SILVA,
2016).
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Tanto a memoéria semantica como a episddica estao ligadas a meméria declarativa,
também conhecida como explicita, que € uma forma consciente referente a fatos e eventos,
a informacdes e conhecimentos especificos, como emogdes, lugares e acontecimentos que
podem ser vivenciados e adquiridos, ou seja, memarias relacionadas a experiéncias de vida
em um tempo cronolégico (SQUIRE; ZOLA-MORGAN, 1998).

A meméria de trabalho (MT) é um sistema de manutengao temporaria de informacgao
durante a execucdo de tarefas cognitivas, como por exemplo, a resolugcdo de problemas,
compreensao, aprendizagem em geral, € nao so6 relativo a memorizagao (MOTA, 2000). Os
tipos de memdrias executivas e visuoespacial sdo componentes ligados a memoria de
trabalho, o componente visuoespacial tem uma limitada capacidade de armazenamento,
armazena informagdes visuais, espaciais e provavelmente cinestésicas, que sao
relacionadas a percepg¢ao do movimento, ja o componente executivo faz a interagdo entre a
informacdo que estd sendo processada e a que estd na memdédria de longo prazo
(BADDELEY, 2000).

O hipocampo é uma das regides do cérebro em que ocorre a formagéao de novos
neurénios e tem grande relevancia para os processos de formacdo de memoria e
aprendizado. A consolidacdo de memdrias esta estritamente relacionada ao hipocampo,
local de ocorréncia do potencial de longa duracdo, considerado a base da consolidagao
das memdrias (IZQUIERDO; MEDINA, 1997). Essa fungado é modulada por alguns fatores

secretados pelos neurdnios, tais como as neurotrofinas (NTs) (STANGL; THURET, 2009).
2.3 Cognigao e estresse

A cognicdo determina a capacidade de se adquirir um conhecimento. Esta
relacionada & percepcao, atencao, linguagem e memaria (PARANA, 2020). Em situagdo de
estresse crénico ocorrem prejuizos cognitivos, como falta de concentracio, lapsos de
memoria e dificuldade de tomar decisdes. Dependendo da intensidade e da duracédo do
estresse, desenvolve-se também mudangas de comportamento, alteragcbes de
personalidade e esquizofrenia (HENRIQUES; SANTOS, 2004).

O estimulo estressante ativa o talamo que sinaliza para a amigdala que, por sua vez,
ativa o hipotalamo levando a ativagao do eixo HPA com consequente aumento da liberacéo
do cortisol pelo coértex da supra-renal. O cortisol € capaz de atravessar a barreira
hematoencefalica e interage com estruturas relacionadas a memoria e a cognigéo, tais como
0 hipocampo e o cértex pre-frontal (LEDOUX, 1996; MCEWEN; MORRISON, 2013). No
hipocampo altos niveis de cortisol promovem a internalizagdo e redu¢ao na expressao dos
receptores glutamatérgicos, prejudicando a capacidade de armazenamento de memodria
(LUPIEN et al., 2009).
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2.5 Fitoterapia

A fitoterapia é o estudo dos conjuntos de métodos e aplicagdes por meio do uso de
plantas medicinais com a finalidade de trazer beneficios para o individuo. Atualmente,
plantas medicinais sdo comumente usadas por possuirem principios ativos capazes de
trazer acao terapéutica e atuarem no organismo ajudando na cura de doengas (BRAGA,
2011). A fitoterapia pode ser definida como o estado e a aplicacdo dos efeitos terapéuticos
de drogas vegetais e derivados dentro de um contexto holistico, ou seja, pode ser definida
como procedimentos naturais com plantas medicinais que promovem beneficios e bem-estar
(ELDIN; DUNFORD, 2001).

A planta P. incarnata L., de nome popular Maracuja ou Flor-da-paixdo, Familia
Passifloraceae, € indicada como um ansiolitico e sedativo leve (FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 2016), ou seja, € um medicamento natural, ndo necessitando de prescrigéo
médica por apresentar baixos riscos. Por ter grande importancia terapéutica e atividade
ansiolitica, sendo um calmante e relaxante natural, a P. incarnata L. é comumente usada
para o tratamento de estresse pela sua composicdo rica em compostos ativos, como
flavonoides (PEREIRA, 2014). Além de agir como antioxidante natural gragas ao seu

potencial bioativo no combate ao estresse (MIRANDA, 2015).

Devido ao aumento dos niveis de acido-gama-aminobutirico, mais conhecido como
GABA, no cérebro, a P. incarnata L. é considerada um calmante, ja que o GABA é um
neurotransmissor que reduz a atividade cerebral, pois causa a abertura de um canal,
auxiliando a entrada de ions cloreto nas células neuronais, ocasionando a hiperpolarizagao
neuronal, dificultando a despolarizagdo e diminuindo a condugdo neuronal, que por
consequéncia, ajuda no relaxamento e efeito sedativo em caso de estresse (CHAVES,
2018).

Considerando que o estresse pode impactar negativamente os processos de memoaria
dos individuos, formulamos a hipétese de que o uso do extrato da P. incarnata L. pode

reverter ou melhorar os prejuizos na memoria induzidos pelo estresse.

3. PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS
3.1 Aspectos éticos:

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade
Presbiteriana Mackenzie (UPM), (Processo CEUA/UPM 014-10-2021).

3.2 Modelos experimentais:
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Para a realizagdo do estudo foram utilizados camundongos selvagens da linhagem
C57BI/6 fornecidos pelo Centro de Desenvolvimento de Modelos Experimentais para
Medicina e Biologia (CEDEME) da Universidade Federal de Sao Paulo (Unifesp) que foram
mantidos no biotério central da Universidade Presbiteriana Mackenzie - Campus
Higiendpolis, sendo realizados os experimentos. Os animais foram mantidos em gaiolas
coletivas, contendo cinco animais em cada, com ciclo artificial claro/escuro de 12 horas
diarias, a uma temperatura ambiente constante de 24°C e com livre acesso a agua e comida
durante todo o periodo de realizagdo do estudo. Os camundongos foram separados
aleatoriamente em quatro grupos, sendo o primeiro, grupo controle (n= 5) (CTR), o segundo
grupo, submetidos a administragdo de dexametasona (DEXA) (n=5), o terceiro grupo,
submetidos a aplicagdo de P. incarnata L. (n=5) (PAS) e o quarto grupo, submetidos a

aplicagdo de dexametasona e de P. incarnata L. (DEXPAS) (n=5).
3.3 Indugao ao estresse e tratamentos com P. incarnata L.
- Tratamento com Dexametasona:

O modelo estudado foi o tratamento com dexametasona de modo a simular os altos
niveis de cortisol observados em situagao de estresse crénico (GOMEZ; LEON; ZENTENO,
2014). A dex (0,5 mg/kg) foi administrada na agua de beber dos camundongos por um

periodo de 7 semanas, sendo feitos os testes ao completar 30 dias de tratamento.
- Tratamento com P. incarnata L.:

A Passiflora incarnata L. foi diluida na agua de beber dos camundongos (300mg/kg).

Os animais foram tratados por 7 semanas, realizado testes com 30 dias de tratamento.
3.4 Avaliag6es comportamentais

Antes da realizacédo dos testes, os animais foram deixados na sala em que os testes
de comportamento foram realizados pelo periodo de uma hora para habituacdo no ambiente
de realizacao dos testes. Todos os testes foram realizados em uma sala com luz controlada

e com um intervalo de pelo menos 48h entre os testes.

O aparato utilizado foi limpo com alcool 5%, sendo essa assepsia refeita a cada
término de sessao para a alocagao do animal seguinte no aparato de teste para se evitar a
interferéncia de pistas olfativas. Foi realizado o Teste de Sociabilidade e Preferéncia por
Novidade Social no aparato de trés camaras (three-chamber social approach task) para a

avaliacdo da sociabilidade e da memaria social (MT).
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Teste de sociabilidade e preferéncia por novidade social no aparato de trés

camaras:

Este teste permitiu a avaliagdo da sociabilidade e da memdria de reconhecimento social
de curto prazo. Ele foi realizado em um aparato retangular de acrilico (63x42x23cm) dividido
em trés compartimentos (21x42x23cm) interligados por portas (10,2x5,4cm) que permitiu a

passagem do animal de um compartimento ao outro.

Anteriormente ao inicio do teste, o animal ficou no compartimento central do aparato,
com as portas fechadas, durante 10 minutos, nos outros dois compartimentos havia duas
gaiolas de acrilico que permitiu que os animais estabelecessem contato visual, olfativo,
auditivo e tatil. Apés este periodo, as portas foram retiradas e o animal péde andar
livremente entre os trés compartimentos. Na segunda etapa todas as portas foram abertas
permitindo o livre acesso a todos os compartimentos e as gaiolas dos compartimentos

laterais permaneceram vazias.

Na terceira etapa todas as portas foram abertas permitindo o livre acesso a todos os
compartimentos e um animal desconhecido/ndo-familiar foi colocado na gaiola do
compartimento lateral direito (teste de sociabilidade). Na quarta etapa um segundo animal
desconhecido/ndo-familiar foi colocado na gaiola vazia (teste de preferéncia por novidade

social).

Para o inicio de cada fase, as portas foram fechadas e o camundongo avaliado foi
colocado no compartimento central. Os parametros avaliados nas 3 fases foram: numero de
entradas e tempo de permanéncia em cada compartimento; frequéncia e tempo de contato

em cada gaiola.
3.5 Eutanasia:

Apos a realizagdo do teste comportamental os camundongos foram encaminhados para
a eutanasia com uma injecdo intraperitoneal de solucédo de Xilazina (15mg/kg) e Cetamina
(70mg/kg).

3.6 Anadlise Estatistica:

Os quatro grupos foram comparados em relagdo as variaveis pela ANOVA de 2 vias,
com teste post-hoc de Tukey. Se as variaveis néo tiverem distribuigdo normal, usaremos o

teste estatistico ndo paramétrico de Kruskall-Wallis, com teste post-hoc de Dunn. O nivel de

significancia dos testes sera de 5%.
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4. RESULTADO E DISCUSSAO
4.1 Tratamento com dexametasona prejudica a sociabilidade dos animais

Quando avaliamos a capacidade de sociabilidade dos animais, observamos que o
grupo DEXA nao demonstrou preferéncia pela gaiola que continha um animal, interagindo
tempo semelhante com a gaiola vazia e com a gaiola contendo um co-especifico. Esse dado
mostra que o tratamento com cortisol levou a prejuizos a sociabilidade dos animais, ao

contrario do que se observou nos animais do grupo CTR (FIGURA 1).

Observamos que o grupo PAS, assim como o DEXA interagiu tempos semelhantes
com gaiola vazia e contendo um animal, evidenciando no teste de sociabilidade que a P.

incarnata L. prejudicou a sociabilidade em animais, pois nao houve diferenga significativa.

O modelo evidenciou que a simulagéo do estresse a longo prazo pela dexametasona
causou problemas de memdéria nos animais tratados (GOMEZ; LEON; ZENTENO, 2014). Os
animais do grupo CTR passaram mais tempo na cadmara com um animal, resultado contrario

ao grupo DEX, que passaram tempos iguais nas duas camaras.

FIGURA 1 - Teste de Sociabilidade

SOCIABILIDADE (%)

Bl Camara Vazia

* ns ns
60 |—l |—| |_| = Animal
L

0- |
CTR DEXA PAS

Porcentagem de tempo em camaras vazia e com animal entre grupos CTR, DEXA E PAS.

Fonte: Autoria prépria
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4.2 Tratamento com dexametasona prejudica a preferéncia social dos animais

Ao compararmos os grupos no Teste de Preferéncia Social, o grupo CTR passou
tempos maiores com um animal desconhecido do que com o animal familiar, ja os animais
do grupo DEXA passaram maiores tempos com o animal familiarizado, evidenciando

problemas de memaria no grupo, como mostra a FIGURA 2.

Considerando que o hipocampo é uma das regides do cérebro com relevancia para
os processos de formacao de memoaria e aprendizado (IZQUIERDO; MEDINA, 1997), os
resultados obtidos com nossas avaliagdes comportamentais evidenciaram que houve
modificagdes hipocampais nos animais do grupo DEXA. No teste de Preferéncia Social, os

animais ficaram maiores tempos com um animal desconhecido do que familiar.

FIGURA 2 - Teste de Preferéncia Social.

PREFERENCIA (%)

8B ns g
Bl Animaldesconhecido
60 | ‘ \ B3 Animal familiar
—
—

| 1
CTR DEXA PAS

Porcentagem de tempo em camaras com animal desconhecido e familiar entre grupos CTR, DEXA e
PAS.

Fonte: Autoria propria.
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4.3 P. incarnata L. e reducgao da atividade cerebral no teste de preferéncia social

Segundo a literatura, a P. incarnata L. possui efeito ansiolitico e relaxante, sendo
considerada um calmante devido ao GABA no cérebro (CHAVES, 2018). Considerando os
resultados obtidos, é consideravel que o resultado do grupo PAS no teste de Preferéncia
Social esta relacionado a reducédo da atividade cerebral causada pela utilizacdo da P.
incarnata L., evidenciando que o uso da P, incarnata L. foi benéfica aos animais tratados
no teste de preferéncia social.Os dados obtidos também mostram que o uso de P.

incarnata L. ndo leva a prejuizos de memoria.

O grupo DEXPAS nao pbde ser avaliado devido a problemas enfrentados no decorrer

dos tratamentos, como sinais de letargia e perda de peso, sendo retirados do protocolo.

5. CONSIDERAGOES FINAIS

Considerando os resultados obtidos durante as avaliagbes comportamentais, foi
comprovado que decorrente ao estresse crénico, ha risco de individuos desenvolverem
problemas de meméria. O uso de P. incarnata L. parece prejudicar a sociabilidade, mas nao

a memoria de animais, como foi evidenciado segundo analise dos testes comportamentais.
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