UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
INSTITUTO DE CIENCIAS BASICAS DA SAUDE

PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM NEUROCIENCIAS

Lucas dos Reis lzolan

Estudo do efeito antiaditivo de extrato padronizado de Passiflora incarnata L.
em um modelo de dependéncia de morfina em camundongos.

Porto Alegre

2018



Lucas dos Reis lzolan

Estudo do efeito antiaditivo de extrato padronizado de Passiflora incarnata L.
em um modelo de dependéncia de morfina em camundongos.

Dissertagdo apresentada ao Programa de
Pos-Graduagéao em Neurociéncias
Neurociéncias do Instituto de Ciéncias
Béasicas da Saude da Universidade Federal do
Rio Grande do Sul, como requisito parcial
para obtencdo do titulo de Mestre em

Neurociéncias.
Orientadora: Profa. Dra. Mirna Bainy Leal

Co-Orientador: Prof Dr Eduardo Konrath

Porto Alegre

2018



AGRADECIMENTOS

Primeiramente a minha familia pelo amor e apoio incondicional, por acreditar

nos meus objetivos e que um dia eu saio do colégio.

A Juliana Cordeiro pelo companheirismo, apoio emocional e bragal nos
experimentos, por sua calma, paciéncia e pelo abraco apertado, pelas discussoes

que comecavam com “calma vai dar certo” e terminavam com ideias para o trabalho.

A minha orientadora Profa. Dra. Mirna Bainy Leal e coorientador Prof Dr.
Eduardo Konrath por terem aberto as portas da UFRGS a um estagiario

desconhecido, aceitado orientar-me e pela paciéncia despendida.

Ao Prof. Dr. Marcelo Dutra Arbo e a Profa. Dra. Eliane Dallegrave pela
consultoria estatistica, ideias trocadas e juntamente com seus orientados pela

essencial ajuda em dias de experimento;

Aos amigos que fiz na pés-graduacgao, em especial a Mellanie, Douglas, Marina

e Gabriela que estavam prontamente presentes nas horas de maior necessidade.

Ao pessoal do laboratério 33 em especial ao Prof. Dr. Carlos Alberto Saraiva
Gongalves pela parceria e a Dr. Caroline Zanotto e suas ajudantes pela eficiéncia e

rapidez apesar dos percal¢os da vida.

A aluna de iniciagéo cientifica Helena, pelo auxilio pratico e por ficar até o final

lavando os aparatos de laboratério.

Aos bioteristas do Instituto de Ciéncias Basicas da Saude, que me mantinham

informado da saude dos meus animais no alojamento, que costumavam brigar muito.



Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPq), a
Coordenacédo e Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) e a

PROPESQ/UFRGS pelo apoio financeiro.

E, por fim, agradeco a todos que de alguma forma contribuiram para a

realizagao deste trabalho.



APRESENTAGAO

Os resultados desta dissertagao de mestrado estdo apresentados sob a forma
de dois artigos cientificos a serem submetidos aos periddicos: Journal of
Ethnopharmacology e Pharmacology Biochemistry & Behavior, respectivamente. Os
itens Introducédo, Materiais e Métodos, Resultados e Discussdo encontram-se nos

préprios artigos.

Os itens Introducao e discussao desta dissertacao apresentam bases tedricas
e comentarios sobre os resultados contidos nos artigos cientificos. O item
Referéncias Bibliograficas se refere apenas as referéncias usadas nos tépicos

Introducdo e Discusséo.
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Resumo

A dependéncia em opioides envolve diversas areas encefalicas, principalmente
areas ligadas a memoria, recompensa, tomada de decisdo e formagdo de habitos,
tanto neurdnios quanto astrocitos sofrem alteragdes por uso cronico de drogas. O
atual tratamento para dependéncia de opioides € considerado ineficiente, pois
apresenta um indice de recaida de 80%. A sindrome de abstinéncia € a principal
responsavel por esse indice; a terapéutica aplicada € de substituicdo, utilizando
agonistas opioides como buprenorfina. A necessidade de novos farmacos nos
instiga a investigar produtos naturais que tem potencial aplicabilidade terapéutica. O
objetivo do primeiro artigo foi realizar buscas em bancos de dados por plantas com
atividade anti-dependéncia e/ou anti-sindrome de retirada. Foram encontradas 50
plantas na literatura e estudos tanto em humanos quanto em modelos animais.
Selecionou-se a Passiflora incarnata que apresenta estudos demonstrando
resultados de redugdo da abstinéncia a drogas, inclusive em humanos, porém, o
mecanismo de acg&do ainda permanece desconhecido. O objetivo do segundo artigo
foi investigar o efeito de um extrato comercial de Passiflora incarnata (Pl) no modelo
de “jumping” induzido por naloxona em camundongos dependentes a morfina. Das 3
doses testadas (PI 50, P1 100 e PI 200 mg/kg) as doses Pl 50 mg/kg e Pl 100 mg/kg
reduziram significativamente o “jumping” sem perda locomotora. Em busca do
mecanismo de agdo, os niveis dos marcadores astrogliais GFAP e S100B foram
investigados no hipocampo e coértex pré-frontal. Pl 100 mg/kg foi capaz de reduzir os
niveis de S100B somente no coértex pré-frontal, ademais a mesma dose do extrato

preveniu dano ao DNA em células sanguineas. Esses resultados sugerem que o
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extrato de P. incarnata pode ser um potencial adjuvante no tratamento da

dependéncia a opioides.

Abstract

Drug dependence involves several brain areas, especially areas linked to memory,
reward, decision-making, and habit formation, both neurons and astrocytes are
altered by chronic drug use. The current treatment of opioids is considered inefficient,
since they present a relapse rate of 80%. The abstinence syndrome is the main
responsible for this index; the applied therapy is replacement, using opioid agonists
such as buprenorphine. The need for new drugs instigates us to investigate natural
products. The objective of the first article was to perform searches in databases such
as PubMed, Science Direct, Lilacs, CAPES, SciELO and Google scholar by plants
with anti-dependence activity and/or anti-withdrawal syndrome. Were found 50 plants
in the literature, studies both in humans and animal models. We choose Passiflora
incarnata L., an herbal remedy that shows results reducing the signs of abstinence in
humans, however, its mechanism of action remains unknown. The objective of the
second article was to investigate the effect of the commercial extract of Passiflora
incarnata L. on the naloxone-induced jumping on morphine-dependent mice. From
the three tested doses (PI 50, Pl 100 and PI 200 mg / kg), PI 50 mg/kg and PI 100
mg/kg significantly reduced "jumping" behavior without locomotor activity loss. In
search of action mechanism, the levels of GFAP and S100B astroglial markers were
investigated on hippocampus and prefrontal cortex. PI 100 mg/kg was able to reduce
S100B levels only in the prefrontal cortex, and in addition, the same dose of the
extract prevented DNA damage in blood cells. These results sugest that P. incarnata
extract may be a potential adjunct in the treatment of opioid dependence.
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INTRODUGAO

Na histéria da humanidade, ha registro de que diversas sociedades faziam
uso de alguma substancia com a finalidade de alterar o humor, o pensamento e os
sentimentos (Graeff, 1990; Martinez et al., 2009; Meyer and Quenzer, 2013),
principalmente alucinégenos naturais, como € o caso da papoula com uso datado de
5.000 aC. (Martinez et al., 2009) e do alcool datado de 7.000 aC (McGovern et al.,
2004). Qualquer agente que altera o comportamento € passivel de ser ingerido em
excesso quando os efeitos comportamentais sdo agradaveis (O’Brien, 1997; Garcia-
Mijares and Silva, 2006)

Segundo Nestler (2005) “dependéncia é definida como a necessidade de uma
exposi¢cao continua a uma droga de modo a evitar a sindrome de abstinéncia
(disturbios fisicos e/ou psicolégicos) quando a droga é retirada”(Nestler, 2005).
Dependéncia segundo a OMS e o CID-10 (2010), “¢ um grupo de fendmenos
comportamentais, cognitivos e fisioldgicos que se desenvolvem apds repetido uso de
substancias e normalmente incluem forte desejo para usar drogas, dificuldade em
controlar o uso e persisténcia no uso apesar do prejuizo, dando alta prioridade ao
uso de drogas a outras atividades cotidianas, tolerancia e algumas vezes sintomas

fisicos de abstinéncia (World Health Organization, 2010).

Conforme definigho do Manual Diagndstico e Estatistico de Transtornos
Mentais - quinta edicdo (DSM-V-R, 2013), “o aspecto essencial da dependéncia &
um agrupamento de sintomas cognitivos, comportamentais e fisiolégicos que
indicam que o individuo continua usando a substancia apesar dos problemas

significativos relacionados a esta”(American Psychiatric Association and American
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Psychiatric Association, 2013). Conceito que foi resumido pelo Instituto Nacional no
Abuso de Drogas (NIDA) “é um estado em que o organismo funciona normalmente

apenas na presenca da droga”(NIDA, 2012a).

Dependéncia de substancia — ou sindrome de dependéncia — € atualmente a
terminologia técnica para o conceito de adicdo. Em 2013, o DSM V combinou o que
era antes conceitualizado como dois transtornos hierarquicamente separados (abuso
de substancia e dependéncia de substéncia) em um s construto, definindo os
transtornos de uso de substancia numa escala de suave a moderado a severo,
dependendo quantos critérios se aplicam (American Psychiatric Association and

American Psychiatric Association, 2013).

O que se pode observar € que a compulsao por ingerir uma droga, com
diminuicdo do controle para limitar a ingesta, sdo caracteristicas comuns a maioria
das definicbes de dependéncia e adi¢cdo. Este comportamento é o resultado da
associagao entre propriedades reforcadoras positivas e negativas obtidas com o uso
cronico de uma dada substancia (Goodman, 2008; Meyer and Quenzer, 2013). Este
estimulo reforgcador € o que confere as drogas sua capacidade de criar e manter
habitos e comportamentos, ou seja, essencial para induzir a dependéncia (Garcia-
Mijares and Silva, 2006). Reforco pode ser definido como a capacidade de uma
substancia de provocar efeitos positivos e/ou negativos que levam o usuario a
desejar ingeri-las novamente; isto €, um processo pelo qual o estimulo aumenta a
probabilidade de resposta (Koob, 1992; Koob and Volkow, 2010).

No cérebro existem sistemas reforcadores que normalmente medeiam o
reforco produzido por estimulos/comportamentos reforgadores naturais como

comida, sexo e interagcdo social. Evidéncias atuais demonstram que as drogas de
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abuso exercem seus efeitos de reforgco ativando e modulando estes circuitos no
encéfalo (Volkow and Morales, 2015a). Uma substéncia pode aumentar a
probabilidade de ser auto-administrada, quando é desejado o estimulo positivo da
substancia (reforgo positivo), ou quando espera-se o alivio ou a eliminagédo de algum
sintoma negativo da sindrome de abstinéncia (reforco negativo) (Meyer and
Quenzer, 2013; Koob and Volkow, 2016a).

A exposicao crbnica a drogas leva uma série de neuroadaptagdes, da qual
tolerdncia e sindrome de abstinéncia fazem parte. Tolerancia pode ser entendida
como a diminuicdo do efeito da droga pela repetida exposicdo a uma dose
constante, ou a necessidade de um aumento da dose para manter o mesmo efeito
(World Health Organization, 2004; Nestler, 2005; O’Brien, 2009). A sindrome de
abstinéncia constitui-se de um conjunto de alteragdes fisioldgicas e comportamentais
diretamente relacionadas a repentina retirada ou reducido da dose de uma
substancia psicoativa, a qual o organismo tinha sofrido exposi¢do continua, ou
ainda, a administragdo de antagonistas (O’Brien, 2005, 2009). Dentre os sinais da
sindrome de abstinéncia estdo: irritabilidade cronica, disforia, estresse, perda de
motivagédo para recompensadores naturais (sexo, alimento), entre outros (Koob and
Volkow, 2010)

A dependéncia a drogas aflige a humanidade ha séculos, porém os
mecanismos que levam a dependéncia e os fatores genéticos que tornam alguns
individuos potenciais dependentes ndo sao totalmente conhecidos (Volkow and

Morales, 2015a; Walker and Nestler, 2018).
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Neurobiologia da drogadigao

As propriedades reforcadoras das substancias estdo associadas a sua
capacidade de aumentar os niveis de alguns neurotransmissores em areas criticas
do cérebro. O sistema dopaminérgico mesolimbico é o principal substrato neural do
reforgo produzido por varias drogas, € também o mais estudado (Nutt et al., 2015a).
Ele é constituido de axdnios que se dirigem da area tegmental ventral (nucleo A10)
ao nucleo estriado ventral, nucleo accumbens, hipotalamo, hipocampo e outras
regides que compdem o sistema limbico; todas estas areas estdo envolvidas nos
mecanismos subjacentes a auto-administragcao de drogas (Koob and Volkow, 20163,

2010).

O uso cronico de drogas leva as aferéncias da area tegmental ventral ao
nucleo accumbens a sofrerem modulagdes pelo excesso da ativagao dopaminérgica,
também indiretamente por outros neurotransmissores como glutamato,
noradrenalina e serotonina (Nestler, 2005, 2012; Walker and Nestler, 2018). Dentre
as alteragcdes que este sistema pode sofrer estdo o aumento na liberagcdo de
dopamina, a diminuicdo de receptores para dopamina e diminuicdo da liberagdo de
neurotransmissores, estes ultimos geralmente associados ao desconforto que a falta

da droga pode produzir (Koob and Volkow, 2016a; Nutt et al., 2015a).

Tendo o sistema limbico sido exposto a alguma droga que gerou disparo
tébnico de dopamina em curto espaco de tempo, todo comportamento mecano/visual
envolvendo o uso da substancia sera associado ao uso, por estruturas corticais e
subcorticais responsaveis por tomada de decisdo e formacdo de comportamento

(partes do cortex pré-frontal, hipocampo, talamo, hipotalamo) (Volkow and Morales,
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2015a). A simples exposig¢ao a dicas comportamentais do uso de substancias eleva
os niveis de dopamina no nucleo accumbens mesmo antes do consumo, e no caso
de falha desta predigdo, o sistema limbico recruta estruturas como a amigdala
responsavel pelo mal estar e a sindrome de abstinéncia que o ndo uso da
substancia estd associado (Nestler, 2005, 2012; Walker and Nestler, 2018). A
sindrome de abstinéncia ou o mal estar desencadeado pela falha de predicdo do
sistema de recompensa varia conforme a droga e o nivel de dependéncia do
organismo, sendo estes efeitos negativos fortes estimulos para o consumo ou

recaida (Koob and Volkow, 2016a).

Epidemiologia

O abuso de drogas e problemas do uso descontrolado de substancias é datado
até mesmo na Biblia, e acentuou-se na era moderna (Room, 2006). A dependéncia
de drogas esta associada com inumeros transtornos psiquiatricos (depresséao,
esquizofrenia, transtorno de déficit de atengao/hiperatividade, ansiedade, etc),
doengas como o cancer e infeccao por HIV (Bouzyk-Szutkiewicz et al., 2012;
Degenhardt and Hall, 2012; Fink et al., 2016), problemas pessoais e sociais (alto
indice de acidentes, violéncia e problemas familiares) (Spezzia et al., 2013; Wu and

Blazer, 2014).

As drogas de abuso também geram altos gastos para a sociedade com
programas de prevengao, tratamento e reabilitacdo, e ainda grande fardo ao sistema
judicial criminal, incluindo prisées e julgamentos (Goodman, 2008; National Institute

on Drug Abuse, 2017). Em Porto Alegre o Centro de Informagao Toxicolégica no ano
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de 2015 registrou 100 ocorréncias de intoxicagao com drogas, das quais 65 foram

em decorréncia de abuso (Sebben et al., 2015)

As Nagdes Unidas no seu relatério mundial sobre drogas do ano de 2017
pontua que no ano de 2015, 5% da populacdo adulta com idade entre 15-64 anos
utilizou drogas pelo menos uma vez, uma média de 255 milhdes de pessoas, estima-
se que destas, 11%, ou seja, uma média de 29,5 milhdes de pessoas sejam
dependentes de drogas (United Nations Office on Drugs and Crime, 2017). No ano
de 2016, estimou-se que 10,6% da populagcdo norte americana acima de 12 anos
(28,6 milhdes de pessoas) eram usuarios de drogas ilicitas, destes, 86% (24 milhdes
de pessoas) eram usuarios de canabis (Substance Abuse and Mental Health

Services Administration., 2017).

No Brasil, a prevaléncia de uso de qualquer droga ilicita exceto alcool e tabaco
na vida era de 19,4% em 2001 e 22,8% em 2005 entre a populagdo com idade entre
12 e 65 anos, sendo a canabis (8,8%) a droga mais utilizada (SENAD, 2009). Sem
duvida canabis é a droga mais utilizada globalmente e também lidera o ranking de
busca por tratamento com 39% dos casos, seguido pelos opioides com 33% dos

casos de tratamento (United Nations Office on Drugs and Crime, 2017).

Os estudantes s&o a populagdo mais estudada. Segundo o VI levantamento
de 2010 sobre o consumo de drogas psicotropicas entre estudantes do ensino
fundamental e médio das redes publica e privada de ensino em 27 capitais,
realizado pelo Centro Brasileiro de Informagdes sobre Drogas Psicotrépicas
(CEBRID), a porcentagem de estudantes relatando uso de drogas em geral (exceto

tabaco e alcool), variou de 22,6% no ano de 2004 para 24,2% no ano de 2010. Os
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solventes foram as substancias mais usadas (8,1%), seguida pela maconha (5,8%) e
ansioliticos (4,6%). Numa comparacéo feita entre os resultados de dois
levantamentos realizados entre 2004 e 2010 pelo CEBRID, observa-se que dentre
as drogas mais usadas, o uso da cocaina, bem como dos ansioliticos tiveram
crescimento significativo, j@ o uso de &lcool e tabaco decresceram no mesmo
periodo (CEBRID, 2010). Outra pesquisa realizada na cidade de Porto Alegre por
Frantz et al. (2011) entre jovens (12-18 anos), avaliando varios aspectos
relacionados ao uso de alcool, mostrou que a prevaléncia do uso de alcool é alta
(73%), especialmente entre os mais velhos (90,4%) (Frantz et al., 2011). Entre todas
as substancias, o alcool é a que tem merecido maior atengéo nas investigagdes
epidemioldgicas. Estima-se que a prevaléncia do alcoolismo seja em torno de 12,3%

da populagao brasileira com mais de 14 anos (Galdurdéz et al., 2007).

O custo para a sociedade norte-americana, incluindo os gastos com
tratamento da dependéncia, consequéncias médicas, perda de emprego, crimes e
acidentes ligados diretamente ao consumo de drogas foi calculado, no ano de 2011,
pelo National Institute on Drug Abuse (NIDA) e National Institutes of Health (NIH),
em U$ 740 bilhdes. Destes, U$ 193 bilhdes envolveram drogas ilicitas, sendo o
restante (U$ 547 bilhdes) decorrente do uso do alcool etilico, do tabaco e opioides

prescritos (NIDA, 2012a).

Globalmente o uso descontrolado de opioides, incluindo heroina, foi
responsavel por mais de 100 mil mortes no ano de 2015, sendo considerada a
classe de drogas com as piores consequéncias a saude em decorréncia de abuso
ou dependéncia (United Nations Office on Drugs and Crime, 2017). Nos Estados

Unidos da América (EUA) estima-se que no ano de 2016, 11,8 milhdes de pessoas
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acima de 12 anos fez abuso de opioides incluindo heroina, destes, 97,4% fez abuso
de opioides prescritos para alivio da dor (Substance Abuse and Mental Health
Services Administration., 2017). No mesmo periodo contabilizou-se mais de 42 mil
mortes devido ao abuso de opioides (Seth et al., 2018). Estes dados refletem o
abuso de opioides, geralmente prescritos para dores crénicas ou de severa a

moderada intensidade.

Abuso e dependéncia de opioides

Os opioides, incluindo heroina, foram responsaveis por mais de 100 mil
mortes pelo mundo no ano de 2015 , sendo considerada a droga com as piores
consequéncias a saude em decorréncia de abuso ou dependéncia (United Nations
Office on Drugs and Crime, 2017). O prejuizo relacionado ao abuso de opioides
prescritos em 2007 nos EUA pode ter chegado ao valor de 55,7 bilhdes de ddlares,
divididos entre cuidados meédicos, justica criminal e falta ao trabalho (Birnbaum et al.,
2011). Estes dados refletem o abuso de opioides, geralmente prescritos para dores

cronicas ou de severa a moderada intensidade.

Opioide é um termo que se refere a qualquer substancia natural ou sintética
que se liga ao receptores opioides (Julien, 2013). Estes receptores estédo
amplamente distribuidos no encéfalo e estido relacionados com condicionamento de
estimulo de recompensa (Shippenberg et al., 2009). Ligantes opioides enddgenos
ocorrem naturalmente e sao chamados endorfinas, que desempenham papel
importante estabelecendo habitos e respostas para a sobrevivéncia, bem como no
alivio da dor (Veilleux et al., 2010). Opioides induzem a liberacado de dopamina

indiretamente diminuindo a inibigdo gabaérgica na area tegmental ventral (VTA) e
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também diretamente nos receptores opioides no nucleo accumbens (NAcc)
(Ballantyne and LaForge, 2007). O aumento do consumo de opioides exdgenos gera

neuroadaptacao e consequente tolerancia a substancias sintéticas ou naturais.

Além da neuroadaptagcdo da VTA e NAc, outra area afetada € o locus
ceruleus (LC), liberador de noradrenalina e responsavel pelo uso descontrolado de
opioides na sindrome de retirada, caracterizada por forte compulsdo por consumir
novamente a substancia, além de consequéncias fisicas como diarréia, dores

musculares, cansacgo (Kosten and George, 2002).

Abordagem farmacolégica na dependéncia de opioides

As abordagens terapéuticas em geral sao dirigidas a usuarios compulsivos e
dependentes, e o planejamento das medidas terapéuticas € orientado pelo quadro
clinico do paciente. Estas abordagens terapéuticas dividem-se em medidas de
desintoxicagao, controle do uso compulsivo e tratamento das complicacbes médicas
(Christopher Pierce et al., 2012; NIDA, 2012a). A desintoxicagdo € um processo nao
controverso, rapido e de facil entendimento; usualmente envolve prescricdo de
farmacos da mesma categoria da droga de dependéncia para atenuar sintomas da
sindrome de abstinéncia e aliviar outros problemas consequentes da auséncia da
droga (O’Brien, 2005, 2008). Porém, a dependéncia de drogas é um tipico transtorno
crébnico caracterizado por sucessivos periodos de abstinéncia e de recaidas,
exigindo meses ou até anos para a reabilitagdo (Le Moal and Koob, 2007; O’Brien,

2008; NIDA, 2012a).

Terapia de reposigcdao ou substituicdo, como por exemplo, com metadona
(agonista p-opioide) no tratamento da dependéncia de opioides, visa substituir um
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opioide de curta duragdo (morfina) por um de longa duragdo e por vias de
administracao diferentes, desassociando o efeito da droga com o contexto do uso;
embora efetiva enquanto mantida, apresenta indice de recaida de 80% quando o
tratamento é interrompido (O’Brien, 2005, 2008; Bart, 2012).

Outra abordagem envolve o uso de antagonistas farmacolégicos (O’Brien,
1997, 2005, 2008; NIDA, 2012a). No tratamento da dependéncia de opioides, o
antagonista naltrexona é o mais usado, embora sua aceitagao pelos pacientes seja
muito limitada pelos efeitos negativos tipo de abstinéncia (Gastfriend, 2011;
Krupitsky et al., 2013; Tanum et al., 2017); buprenorfina também tem sido utilizada
juntamente a naltrexona a fim de reduzir os sintomas da sindrome de abstinéncia de
opioides (McCance-Katz, 2004; Center for Substance Abuse Treatment, 2004; Fiellin
et al.,, 2006; Tanum et al.,, 2017). Mais recentemente, naltrexona tem sido usada
para tratar alcoolismo, ja que o sistema opioide pode estar envolvido na agao

reforcadora do alcool (Goodman, 2008; O’Brien, 2005).

Uso potencial de plantas no tratamento da dependéncia: a Passiflora incarnata

L.

Historico de uso da P. incarnata

A investigacao de plantas com alegado uso tradicional € uma estratégia valiosa
para a obtencao de novos farmacos, uma vez que o uso prévio em humanos confere
uma ideia preliminar da atividade e toxicidade dos seus compostos ativos
(Elisabetsky et al., 1995; Alves and Fraga, 2009; Newman and Cragg, 2012). A
busca de novas moléculas farmacologicamente ativas baseando-se nas

propriedades terapéuticas, alegadas por usuarios da medicina tradicional, parece ser
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particularmente util em doencgas nas quais as bases fisiopatoldgicas nao estado
completamente esclarecidas, como no caso da dependéncia de substancias. A
Medicina Tradicional Chinesa ha séculos é usada para tratar dependéncia de drogas
(Shi et al., 2006; Min et al., 2007). No Ocidente, embora menos comum, também tem
sido encontrado relatos de uso popular de plantas para tratar dependéncia de
drogas (Rezvani et al., 2003; Carlini et al., 2006a; Badal et al., 2017). Exaustiva é a
lista de farmacos utilizados hoje que possuem origem vegetal. Além disso,
moléculas protétipos de varias classes de farmacos possuem origem vegetal,
demonstrando a importancia de estudos utilizando produtos naturais (Elisabetsky et
al., 1995; Gilani and Rahman, 2005; Newman and Cragg, 2012).

Nesse contexto, destaca-se a Passiflora incarnata L., a qual possui varios usos
tradicionais em diversos paises, muitos destes coincidentes. A espécie P. incarnata
L. pertence a familia Passifloraceae e é formada por aproximadamente 520 espécies
de plantas dicotiledéneas (Wohlmuth et al., 2010). A palavra Passiflora surgiu do
latim “passio” porque em 1620 no Peru, um padre jesuita espanhol quando viu a
planta e sua flor a descreveu como simbolo da flagelagédo, coroagcéo de espinhos e
crucificagdo de Jesus (Kinghorn, 2001). Esta planta é encontrada principalmente na
América Central e do Sul e algumas espécies ocorrem na América do Norte,
Sudeste da Asia e Australia (Ulmer and MacDougal, 2004). E nativa da América do
Norte, mais especificamente do leste dos Estados Unidos, porém, € cultivada em
varias regides da Europa, Asia, Africa e Australia como uma planta ornamental, bem
como pelos seus usos medicinais (Dhawan et al., 2004). A espécie Passiflora
incarnata é utilizada na medicina tradicional principalmente para tratar transtornos de

ansiedade e insbnia, mas também possui uma série de outros usos, tais como:
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sedativo (América do Norte e Africa) (Dhawan et al., 2004, Neuwinger,
2000)(Neuwinger, 2000; Dhawan et al., 2004), analgésico, antiespasmadico,
antiasmatico, vermicida (Brasil) (Taylor, 1996), anticonvulsivante, tratamento da
dismenorreia, da neuralgia (Turquia) e, interessantemente, para tratamento da
dependéncia de opioides (india) (Ingale and Hivrale, 2010), entre outros usos

(Miroddi et al., 2013).

Constituicdo quimica de P. incarnata

Em relacdo a constituicdo quimica da droga vegetal (folhas), muitos
pesquisadores consideram que os seus compostos ativos ainda ndo tenham sido
completamente identificados, mas considera-se que os flavonoides e, possivelmente
os alcaloides sejam importantes no aspecto da concepgdo de um medicamento
fitoterapico (Barnes et al., 2012). Os resultados da literatura demonstram que os
varios constituintes ativos podem contribuir para os efeitos clinicos, ocorrendo
mecanismos de sinergia (Miroddi et al., 2013). Os alcaloides inddlicos que incluem:
harmano, harmol, harmina, harmalol e harmalina sdo os constituintes minoritarios
desta planta, muitas vezes nem sendo detectaveis em certas amostras, e podem
atuar como inibidores da monoamino-oxidase (Rehwald et al., 1994; Sampath et al.,
2011). Os flavonoides apresentam uma variagao qualitativa e quantitativa bastante
consideravel na composi¢cao quimica da matriz vegetal, dependendo de sua origem
geografica. No entanto, estes devem representar ndo menos que 1,5% dos
compostos presentes nas folhas de P. incarnata, geralmente expressos como
vitexina (Barnes et al., 2012). Dentre outros flavonoides presentes, especialmente C-
glicosideos, podemos citar: isovitexina, orientina, isoorientina, canferol, apigenina,

crisina, vicenina e lucenina.
27



Efeitos farmacolégicos de P. incarnata

Apesar do longo histérico de uso, o0 mecanismo de acdo desta planta ainda
permanece pouco esclarecido. Alguns autores sugerem efeito do extrato sobre
receptores GABA no SNC, sendo este o principal responsavel pelo efeito depressor
(Elsas et al.,, 2010). No entanto a literatura disponivel sugere que os flavonoides
presentes também tenham efeitos no SNC, por exemplo, para o flavonoide
isoorientina € sugerida capacidade antioxidante e controle da liberagcdo de citosina
inflamatodria (Yuan et al.,, 2016b), junto com o flavonoide orientina, além de
antioxidante e anti-inflamatoério, € descrito efeito anti-idade, neuroprotetor e efeito
tipo antidepressivo (Lam et al., 2016). Para os flavonoides vitexina e isovitexina s&o
descritos efeitos neuroprotetor (Abbasi et al., 2012; Santos et al., 2016), antioxidante
(Fang An et al., 2015; Kim et al., 2005; Lee et al., 2015; Lopez-Alarcon and Denicola,
2013; Srinivasan, 2014; Valko et al., 2007), anti-inflamatorio (Borghi et al., 2013;
Flores et al., 2012; Huang et al., 2005; Kang et al., 2015; Lin et al., 2005; Melo et al.,
2005; Reis et al., 2014), antineoplasico (Bhardwaj et al., 2015; Choi et al., 2006; Lee
et al., 2012; Rinaldo and Field, 2003; Shochet et al., 2015; Vincent and Love, 2012),
protetor contra doengas neuroldgicas e psiquiatricas (Can et al., 2013; Choi et al.,
2014; Helms et al., 2011; Min et al., 2015; Wang et al., 2015), protetor cardiovascular
(Dong et al., 2013; Ji Hoon Jeong et al., 2014; Lu et al., 2013), protetor contra
doencgas enddécrinas e metabdlicas (Choo et al., 2012; Schloms and Swart, 2014;
Wei et al., 2015), efeito antiviral e antibidtico (Knipping et al., 2012; Quilez et al.,
2010). No Brasil, diversos medicamentos fitoterapicos simples contendo extratos
padronizados desta espécie e em associagdo com outras espécies vegetais, com

indicacdo para o tratamento de insOGnia e transtornos de ansiedade, estido
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registrados no Ministério da Saude pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(Ministério da Saude e Anvisa, 2015), como: Sintocalmy® Aché, Seakalm® Natulab,
Tensart® Ativus, Ritmoneuran® Kley Hertz, Pazine® Areze, Pasalix® Marjan,
Calman® Ativus. Neste sentido, um extrato metandlico de Passiflora incarnata sera
empregado neste trabalho como amostra para testar o potencial antiaditivo desta

planta.

Astrocitos

O SNC é constituido de diferentes células: neurdnios e células da glia. S&o
categorias amplas, as quais apresentam muitos tipos celulares que se diferenciam

em sua estrutura, quimica e funcgao (Bear et al., 2007).

A existéncia de sinalizacdo bidirecional entre astrécitos e neurdnios, revelou
um papel importante e ativo dos astrécitos na fisiologia do sistema nervoso. Assim,
um novo tipo de sinapse € descrito, a sinapse ftripartite, onde os astrécitos trocam
informacdes com elementos pré e pds-sinapticos, participando como elementos
reguladores dindmicos na neurotransmissao, sendo considerados como o terceiro
elemento da sinapse (Perea and Araque, 2005; Perea et al., 2014).

Os astrocitos possuem um alto grau de plasticidade, cabendo-lhes inUmeras
funcbes: modulagdo da plasticidade e direcionamento sinaptico durante o
desenvolvimento; producido de proteinas da matriz extracelular e de moléculas de
adesdo no SNC; modulagcdo da transmissao sinaptica, exercendo papel no
processamento de informagdes no encéfalo; influenciam na formagao e manutencéao
da barreira hematoencefalica; podem atuar como suporte energético neuronal, pelo

estoque de glicogénio, que pode ser degradado fornecendo lactato aos neurénios;
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tamponam niveis de ions, como K" e Na* e lactato, preservando a atividade
neuronal; participam da remocao de neurotransmissores na sinapse, como GABA e
glutamato; podem sintetizar e liberar glutationa; participam da resposta imune-

encefalica (Jessen, 2004; Miguel-Hidalgo, 2009; Araque and Navarrete, 2010).

Proteina glial fibrilar acida

A proteina glial fibrilar acida (GFAP, do inglés glial fibrilar acidic protein) é
uma proteina de filamentos intermediarios do tipo Ill do citoesqueleto glial (Rodnight
et al., 1997), com peso molecular aparente de 50kDA. Em sua estrutura, observam-
se trés regides distintas: uma cabeg¢a amino-terminal (basica), uma cauda carboxi-
terminal (responsavel pela ligacdo entre os monémeros) e uma porgdo central
composta por uma extensa a-hélice, cuja sequéncia de aminoacidos € conservada
em relagédo a outros tipos de proteinas componentes dos filamentos intermediarios
(Eng et al., 2000).

A GFAP é um marcador especifico de astrécitos, sendo um dos principais
antigenos utilizados para a identificagdo e estudo do comportamento astrocitico. E
envolvida na diferenciacdo celular e na formacédo de fibras, na regulagdo da
estabilidade estrutural e das respostas a lesbes, e na plasticidade neuronal (Araque
and Navarrete, 2010). Mudangas no conteudo da GFAP sao observadas quando ha
uma ativagao glial em resposta a injuria (astrogliose), apresentando-se aumentada
no tecido, pode ser interpretado como um sinal de astrogliose associada a condi¢des

de dano cerebral (Eng et al., 2000; Weber et al., 2013).

O tratamento crénico com drogas de abuso demonstrou afetar negativamente

os astrécitos, resultando no aumento da expressdo de GFAP ou alargamento dos
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astrécitos (astrogliose) na AVT (Beitner-Johnson et al.,, 1993), NAcc, cortex pré-
frontal, LC e nucleo do trato solitario em ratos (Miguel-Hidalgo, 2009; Amaral et al.,
2016). Estes dados reforgcam o proposto por Rénnback and Hansson (1988) de que
os astrocitos podem estar contribuindo para a tolerancia a morfina (Miguel-Hidalgo,

2009; Narita et al., 2006; Ronnback and Hansson, 1988a).

Proteina S100B

A familia de proteinas ligantes de calcio S100 é assim denominada, pois seus
representantes sdo soluveis em solugdo 100% saturada de sulfato de amdnio
(Donato, 2001). A proteina S100B € uma das representantes dessa familia, sendo
uma proteina ligante de calcio do tipo EF-hand (hélice-loop-hélice), com peso
molecular de 21 kDa, n&o apresetam distribuicdo homogénea em todos os tipos
celulares (Donato, 2003).

Esta proteina € produzida e secretada principalmente por astrocitos, possui
acgdes intra e extracelulares, sobre neurdnios e sobre outros astrocitos (Rothermundt
et al., 2003). Tais efeitos sdo mediados, em parte, pela interagcdo da S100B como
receptor para produtos finais de glicagdo avancados (RAGE), um receptor
multiligante, envolvido na transdugdo de estimulos inflamatérios e de diversos
fatores neurotréficos e neurotdxicos (Donato, 2003, 2001; Donato et al., 2013). No
desenvolvimento do cérebro e na sequéncia de ativagao glial aguda em resposta a
lesdo, a proteina S100B atua como um fator neurotréfico e de sobrevivéncia
neuronal. Em contraste, a superprodugcdo de S100B por ativagao glial pode levar a
exacerbacao da neuroinflamacéo e disfuncdo neuronal. Esta dualidade de acbes da
S100B, tanto reparadoras quanto degenerativas, € consistente com evidéncias

clinicas da associagao entre o aumento dos niveis de S100B e o resultado de lesao
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cerebral (Van Eldik and Wainwright, 2003). A administragao crbnica de varias drogas
(nicotina, anfetamina e morfina) elevou significativamente os niveis séricos da
proteina S100B (Granstrem et al., 2006), reforcando o conceito de uso desta

proteina como biomarcador.
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OBJETIVOS

Esta dissertacdo serda apresentada na forma de capitulos, que visam atingir os

seguintes objetivos:

Capitulos |

- Fazer uma revisdo na literatura das plantas com potencial terapéutico para o
tratamento da drogadicéo e selecionar plantas com potencial antiaditivo para estudo

experimental.

Capitulo Il

- Avaliar o efeito antiaditivo de extrato padronizada de Passiflora incarnata L. em um
modelo de dependéncia de morfina em camundongos;

- Avaliar o conteudo de S100B e GFAP no cortex pré-frontal e hipocampo dos
camundongos abstinentes a morfina (24h apods a interrupgdo do tratamento com

morfina);

- Avaliar efeito protetor do extrato de Passiflora incarnata no dano ao DNA no

sangue de camundongos tratados com morfina;
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PARTE Il
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Capitulo |

Plantas com potencial antiaditivo

Manuscrito a ser submetido ao Journal of Ethnopharmacology
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RESUMO

O abuso de drogas € prevalente entre os individuos da sociedade moderna e
estd acompanhado de problemas sociais, psicoldgicos e fisicos. Hoje em dia, a
farmacoterapia usa estratégias farmacologicas racionais, pois, a retirada da droga
normalmente segue-se de sinais e sintomas caracteristicos. Como nao existem
estratégias farmacoldgicas totalmente satisfatorias para o tratamento da retirada de
drogas, como tabaco, cocaina, opioides e alcool, o objetivo desta revisdo é
selecionar plantas que possam ser avaliadas em modelos de farmacodependéncia.
A partir de um levantamento nas bases de dados: Pubmed, Science Direct, Lilacs,
CAPES, Scielo e Google Scholar foram selecionadas 50 espécies de plantas como
promissoras fontes de compostos com potencial antiaditivo. As plantas podem
representar um importante tratamento alternativo para dependéncia quimica e busca

por alivio dos sintomas da retirada.

Palavras-chave: plantas, dependéncia quimica, drogas de abuso, anti-dependéncia.
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Survey of plants with antiaddictive potencial

ABSTRACT

Drug addiction is prevalent among individuals of modern society and is accompanied
of social, psychological and physical problems. Nowadays, the pharmacotherapy
uses rational pharmacological strategies since characteristical signs and symptoms
usually follow the withdrawal of the drug. Treatment of withdrawal, caused by drugs
such as tobacco, cocaine, opioids, and alcohol, presents unsatisfactory
pharmacological strategy; therefore, the aim of this review is to select plants, which
can be evaluated in animal models of pharmacodependence. From a survey in the
databases: PubMed, Science Direct, Lilacs, CAPES, Scielo and Google Scholar
were selected 50 species of plants as promising sources of compounds with
antiaddictive potential. In this sense, plants could be an important alternative

treatment for chemical dependence and search for withdrawal symptoms relieve.

Key words: plants, chemical dependence, drugs abuse, antiaddictive.
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1. INTRODUGAO

O abuso e a dependéncia de drogas acentuou-se nos ultimos anos. Segundo
relatorio da Organizagdo das Nagdes Unidas sobre a prevaléncia do uso de drogas,
no ano de 2015, 255 milhdes de pessoas (5,3% da populagdo mundial) fez uso de
alguma droga ilicita, destes 29,5 milhdes (0,6%) sofre de algum transtorno do uso de
drogas (United Nations Office on Drugs and Crime, 2017). Em um estudo realizado
para estimar a prevaléncia do uso de drogas nas maiores cidades do Brasil,
verificou-se que 22,8% dos entrevistados ja usaram algum tipo de droga na vida,
sendo que 74,6% ja fizeram uso de alcool, 44% de tabaco, 8,8% de maconha e
2,9% de cocaina (J.C.F. Galduréz et al., 2007). Outro estudo aponta que 32% da
populacdo brasileira ingere alcool moderadamente e 17% consome quantidades
nocivas de alcool, o mesmo estudo revelou que 24% das tentativas de suicidio no
Brasil estdo relacionadas com consumo de alcool (Laranjeira et al., 2014).

A dependéncia de drogas € hoje vista como uma condig&o crénica com forte
fator genético, sociocultural e de neurodesenvolvimento (Volkow and Morales,
2015b). A base neural para a dependéncia em drogas é a desregulagédo do sistema
de neurotransmissdo dopaminérgico pelo uso repetido de substancias (Nutt et al.,
2015b), ainda, por estudos de genética molecular foi possivel identificar 18 mini
circuitos diferentes que influenciam no sistema dopaminérgico (Koob and Volkow,
2016b). As drogas como alcool e estimulantes modulam o sistema nervoso central
(SNC) diferentemente de drogas como a cannabis e nicotina (Nutt et al., 2015b),
esta variedade de efeitos torna necessario o desenvolvimento de novos farmacos

com multiplos mecanismos (NIDA, 2012b).
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Considerando ainda que as consequéncias adversas do abuso de drogas
devem ser vistas ndo s6 do ponto de vista médico, mas também social e econémico,
a busca por novos compostos antiaditivos € um investimento necessario (Babor et
al., 2009). Os produtos naturais sao uma importante fonte de novas substancias
quimicas com potencial aplicabilidade terapéutica (Carlini et al., 2006b; Werneke et
al., 2006). Portanto, o objetivo desta revisao foi a realizagdo de um levantamento na
literatura de plantas que poderiam ser empregadas como uma alternativa

farmacolégica para tratar a dependéncia de drogas.

2. MATERIAIS E METODOS

Foi realizada uma revisdo da literatura nas seguintes bases de dados:
Pubmed, Science Direct, Lilacs, CAPES, Scielo e Google Scholar de artigos,
revisdes, e ensaios pré clinicos e clinicos, publicados até marco de 2018, nas
linguas inglesa, portuguesa e espanhola. O Centro Brasileiro de Informagbes sobre
Drogas (CEBRID), livros sobre plantas medicinais e Fitoterapia também foram
consultados.

As palavras chaves utilizadas foram: “dependence”, “drug abuse’,
“antiaddictive  properties” “alcoholism”, “withdrawal”, “hangover”’, “morphine
dependence”, “cocaine”, “alchohol”, “nicotine” cruzadas ou n&o com “natural

” 13 ” “

products”, “plants”, “extracts” e suas correspondentes em portugués “dependéncia”,

” 113 ” “ ” “*

“abuso de drogas”, “antiaditivo”, “alcoolismo”, “sindrome de abstinéncia”, “ressaca”,

” “ ” 13

“dependéncia de morfina”, “cocaina”, “alcool

” o« LIS ” [

nicotina” “produtos naturais”, “plantas”,
“extratos”.
Foram utilizados os seguintes critérios de inclusdo: plantas com potencial

terapéutico antiaditivo com estudos em modelos animais e clinicos, demonstrando
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potencial atividade sobre a dependéncia, tolerancia e sindrome de abstinéncia de

alcool, nicotina, cocaina, opioides, anfetaminas, canabis e benzodiazepinicos.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

As plantas encontradas nesta revisao bibliografica com uso potencial no

tratamento da dependéncia e sindrome de abstinéncia a drogas estdo reunidas na

tabela 1. Conforme o esperado, o numero de estudos encontrados foi limitado,

sugerindo que ha necessidade de mais ensaios para que se possa explorar melhor o

potencial terapéutico que as plantas oferecem, bem como fazer o uso seguro das

mesmas. Todas as plantas citadas ja possuiam uso popular relatado para outras

transtornos do SNC.

droga para a qual possui estudo e referéncias bibliograficas.

Tabela 1 Plantas com atividade sobre a dependéncia e sindrome de abstinéncia a drogas com
especificagao da familia, uso popular, ocorréncia, propriedades farmacolégicas, analise fitoquimica,

Espécie Familia Nome(s) Uso popular Ocorréncia Propriedades Compostos Droga de Referéncias
popular(es) farmacolégicas quimicos abuso paraa | Bibliograficas
qual possui
estudo
Aconitum Ranunculaceae "fuzi", aconito, analgésico, anti-reumatico Leste da antinocicepgéo por mesacotina morfina Shu et al.,
carmichaeli Aconiti tuber e para indicagdes Asia, Russia receptores kappa- 2006; Wu et
Debx. neurolégicas oriental opioides, al., 2011
Areca catechu L. Arecaceae Palmeira de betel Oceania e Inibicdo da enzima morfina Kumarnsit et
Africa monoamina oxidase al. (2005)
A
Bacopa monnieri | Plantaginaceae “brahmi” desordens de memoria, Sul e leste da | inibigdo da sintese | bacoside A3 Morfina Rauf et al.,
(L.) Wettst. water hyssop insénia, epilepsia, india, de NO, vias 2014
problemas de cognigéo Australia, serotoninérgica,
Europa, dopaminérgica e
Africa, Asia, adenosinergica
norte e sul da
américa
Berberis vulgaris | Berberidaceae Uva-espim Tonico, antimicrobial, Asia, Europa | Antagonismo NMDA berberina morfina Nassiri-Asl et

L.

antipirético, antiemético,
antipruritico, abstinéncia
em 6pio

al.,, 2007;
Imenshahidi et
al., 2014
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Benincasa Cucurbitaceae | Meldo de inverno, Epilepsia e desordens india Morfina Grover et al.,
hispida meldo chinés nervosas 2000
(Thunb.) Cogn.
Brugmansia Solanaceae "misha oso", uso ritual, externamente Andes atividade atropina, morfina Capasso & de
arborea (L.) "misha toro", como analgésico, peruanos anticolinérgica escopolamin Feo, 2003.
Sweet "misha galga" antireumatico, ae nor-
descongestionante e hioscina
antiespasmadico
Coptis japonica | Ranunculaceae Anti-inflamatério, dor de Leste da Inibicdo do aumento | Protoberberin morfina Kwon et al.,
(Thunb.)Makino. estomago, antibiético Asia, Japdo | da expressao de c- a 2008;
fos e p-CREB alcaloides, Lee et al,,
durante a coptisina 2003
dependéncia
psicolégica
Corydalis Papaveraceae "yan hu suo", propriedades sedativas, China acao nos receptores I-THP Cocaina, Mantsch et al.,
ambigua Cham. coridalo neurolépticas e de DA morfina 2007; Wang &
& Schitdl. analgésicas Mantsch,
2012.
Crocus sativus L. Iridaceae Agafrao depressao e sedagao Asia central acao no sistema Crocina, morfina Hosseinzadeh
opioide, reduz os safranal, & Jahanian,
niveis picorcrocina 2010
extracelulares glicésido
hipocampais de
glutamato e
aspartato
Cuminum Apiaceae Cominho Tratamento de diarreia, dor Leste do Acao sob o receptor Acido morfina Haghparast,
cyminum Linn. de dente e epilepsia mediterraneo GABA-A petroselinico, 2008
até sul da cuminaldeido
Asia sey-
terpeneno
Delphinium Ranunculaceae "jadwar" envenenamento por cordilheira atividade bloqueado | metilicaconiti morfina Rahman et al.,
denudatum Wall. aconito, doengas ocidental do ra dos receptores na 2002; Zafar et
cerebrais, infecgao fungica Himalaia nicotinicos al., 2002.
e dor de dente
Ferula gumosa Apiaceae - acéo antiespasmadica, Asia central atividade através terpendides morfina Ramezani et
Boiss expectorante e de receptores al., 2001.
anticonvulsionante opioides
Hipericum Hypericaceae Erva-de-Sao- depresséao leve a Europa e modulagéo dos hipericina e alcool Rezvani et al.,
perforatum L. Jodo moderada Asia niveis de 5-HT, DA, hiperforina nicotina e 2003; Catania
NA, GABA e opioides etal., 2003.
glutamato. Coskun el al.,
Modulagéo dos 2006; Khan et
receptores opioides al., 2013, Feily
& Abbasi,
2009
Kelussia Apyaceae “Karafs-e-koohi” Hipertenséo e inflamagdo | Iran ocidental | Bloqueio de canais Z-ligustilide morfina Rabbani et al.,
odoratissima de calcio sensiveis 2012
Mozaff. a voltagem
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Matricaria Asteraceae Camomila efeitos sedativo, Europa acao inibitéria flavonoides, morfina Gomaa et al.,
chamomilla L. espasmolitico e fosfodiesterase. apigenina e 2003.
antiinflamatério Ligacéo a receptor | camazuleno
BZD
Marrubium Lamiaceae marroio Analgésico, antitusivo, Portugal Relaxante Marrubiin, morfina Hosseinzadeh
vulgare L. anticonvulsivante muscular, atividade luteolina, etal., 2007;
opioide acido Meyre-Silva
marrubiinico and Cechinel-
Filho, 2010
Mentha longifolia Lamiaceae Hortela silvestre, Europa, Asia | Agonista parcial de | Alcaloides e morfina Hosseinzadeh
L. menta silvestre e Africa receptores opioides | flavonoides et al, 2011
Melissa Lamiaceae Erva-cidreira- Calmante, Europa Reducgéo da Flavonoides morfina Miladi Gorji et
officinalis L. verdadeira antiespasmotica, atividade da al., 2008
serotonina, ligagao
a neuroreceptores
GABA-A
Millettia pulchra Fabaceae Yulangsan Disfungéo nervosa China Interfere na polissacaride morfina Chen et al.,
Kurz var. typica produgéo de oxido 0s 2014
Dunn nitrico e modula
neurotransmissores
monoaminérgicos
Mitragyna Rubiaceae "kratom", dor, tosse, diarréia e fadiga | Tailandia e atividade no SNC mitraginina Alcool, Kumarnsit et
speciosa Korth "biak-biak" Malasia via neuroreceptores morfina al., 2007;
opioides e a-2 Cheaha et al.,
adrenérgicos 2017
White et al.,
2018
Morinda citrifolia Rubiaceae “noni”, “all”,“nono Diabetes, hipertenséo, Sudeste da Atividade anti scopoletina e alcool Pandy et al,
L. Taiti” artrite, infecgéo, ulcera Asia e dopaminérgica e rutina 2014;
gastrica, depregéo, cancer, Australia noradrenérgica Khan & Pandy,
ma digestéo, problemas 2016
nas veias e dependéncia
em drogas
Nepeta Lamiaceae antitussigeno Asia, indugéo de alcaldide, morfina Hosseinzadeh
glomerulosa América e relaxamento saponina e & Ziaee, 2006.
Boiss Europa muscular e dleos
diminuigdo das
fungbes motoras
Nigella sativa L. | Ranunculaceae Cominhopreto /Anti-histaminico, anti- Mediterraneo Inibe a timoquinona morfina Abdel-Zaher et
hipertensivo, analgésico, , Paquistéo, superproducéo de e acidos al., 2010
anti-inflamatério, india, Ira oxido nitrico, graxos
hipoglicemico, diminui o estresse
antibacteriano, antifingico, oxidativo
antitumoral, nefro e intracelular
hemato protetor.
Otostegia Lamiaceae golder Tratamento de diabetes, | Sul e sudeste _ flavonoides morfina Hajhashemi et
persica artrite, desconforto do Iran al, 2004

(Burm.)Boiss

gastrico, dor de cabecga,
reumatismo, sedativo,
regulador da presséo
sanguinea e hiperlipidemia
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Panax ginseng Araliaceae Ginseng Antidepressivo, ansiolitico Coreia Supresséo dos saponinas morfina Lee et al.
C.A.Mey. selvagem, precursores da 2011a, b
(raiz selvagem) Ginseng coreano dopamina
Panax ginseng Araliaceae Ginseng Antidepressivo, ansiolitico, Coreia Inibe a liberagao saponinas Alcool, Zhao et al.,
(cultivado) vermelho coreano ténico corticosterona, morfina 2014; Yayeh et
aumenta os niveis al., 2016
de dopamina e
tirosina hidroxilase
no nucleo central da
amigdala e area
tegmental ventral
Papaver rhoeas | Papaveraceae "red-poppy", inflamagao, diarréia, Ira e outras atividade opioide, roeadina, morfina Pourmotabbe
L. "corn-poppy", disturbios do sono, tosse, regides do anti-dopaminérgica acido et al., 2004.
"amapola" analgesia e dependéncia mundo e anti-colinérgica roeédico,
de opioide acido
papavérico,
roeagenina e
antocianinas
Passiflora Passifloraceae Passiflora, distarbios do sono, Estados efeito ansiolitico incerteza Opioides, Akhondzadeh
incarnata L. maracuja agitagao, estresse nervoso Unidos e quanto aos alcool, et al., 2001;
e ansiedade América responsaveis | anfetamina, Dhawan et al.,
pela cannabis, 2002a;
atividade benzodiazepi | Dhawan et al.,
nicos 2002b;
Schunck et al.,
2017; Dhawan
etal., 2003;
Capasso &
Sorrentino,
2005
Peganum Nitrariaceae Syrian rue Abortivo e alucinégeno Mediterraneo Inibicdo da harman and morfina Khalili et al.,
harmala L. oriental, leste monoamina harmine 2010;
da India oxidase, interagédo Aricioglu-
com receptores Kartal et al.,
opioides e alfa-2- 2003; Monsef
adrenérgicos et al., 2004
Physalis Solanaceae Lanterna chinesa, | Doengas do trato urinario e | Asia e sul da Antinocicepcao Withanolides opio Ghari et al.,
alkekengi L. cereja de inverno renal, gota, reumatismo, Europa possivelmente via 2008
anti-inflamatorio, acao nos receptores
analgésico, diurético, GABA-A
antibidtico, antimitotico,
tratamento para malaria e
sifilis.
Pimpinella Apiaceae Anis, erva-doce epilepsias Iran, India, Modulagéo de morfina Sabhraei et al,
anisum Turquia GABA-A 2002
L.
Piper Piperaceae Kava-kava tratamento de insbnia e Pacifico Inibicdo de Kavapironas, Alcool, Steiner, 2001;
methysticum ansiedade ocidental isoformas da kavalactonas tabaco, Seitz et al.,
Forst citocromo p450, cocaina, 1997; Groth-
inibicdo reversivel heroina Marnat et al.,
da monoamina 1996
oxidase B,
Pistacia vera Anacardiaceae Pistache, Dor de cabeca Iran Receptores morfina Haghparast et
pistachio opioides al., 2006;
Parvardeh et
al., 2002
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Polygala Polygalaceae Desintoxicag&o por China Farmacologia Esteres morfina Egashira et al.,
telephioides envenenamento com desconhecida oligossacarid 2006
Willd. heroina €o0s,
benzofenona
C-glucosido
Portulaca Portulacaceae beldroega Diurético, vermifugo, Oriente Ativagéo flavonoides morfina Karimi et al.,
oleracea comum, antitussivo, analgésico e benzodiazepinica 2008
L. baldroega, onze- anti refluxo gastrico via neuroreceotores
horas e salada- GABA
de-negro
Pueraria lobata Fabaceae Pueréria, kudzu aliviar a intoxicagéo e China antagonista fraco puerarina, Alcool Rezvani et al.,
(Willd.) ressaca de alcoolatras dos receptores daidzina, 2003;
BZD. Modula daizeina Werneke et al.,
atividade de via 2006.
fisiolégica Penetar et al.,
catalisada por 2015
ALDH-2
Rhodiola rosea Crassulaceae Raiz dourada aumento da forca, Artico, Modulagéo da Salidrosido, nicotina, Brown et al.,
L. produtividade, suportar montanhas expressdo e rosavina, morfina 2002; Mattioli
diferencga de presséo da Asia atividade de rosina, $ Perfumi,
atmosférica, depressao Central, receptores rosarina, 2011;
Montanhas monoaminérgicos tyrosol, Mannucci et al,
Rochosas, 2012;
montanhas Titomanlio et
da Europa al., 2014;
Mattioli &
Perfumi, 2011;
Mattioli et al.,
2012
Rosmarinus Lamiaceae Alecrim antiespamadico, em muitas interagdo com flavonoides, morfina Hosseinzadeh
officinalis L. antimicrobiano, para partes do sistema opioide. taninos e & Nourbakhsh,
dismenorréia. Acdo mundo Interagéo com saponinas 2003.
diurética, hiperglicémica e sistema GABA
antioxidante. Atividade
hepatoprotetora e
antimutagénica
Scutellaria Lamiaceae Caveira baikal desordens de memodria, Sibéria, Modulagéo do Baicalina, morfina Yun & Jung,
baicalensis ansiedade Monggdlia, funcionamento dos baicaleina, 2014
Georgi Russia, receptores
China e dopaminérgicos
Coreia
Salvia leriifolia Lamiaceae - acdes antimicrobiana e Ird atuacéo no saponinas e morfina Hosseinzadeh
Benth. hipoglicemiante complexo receptor taninos & Lary, 2000.
GABA/BZD
Salvia Lamiaceae "dan shen" acgoes antimicrobiana e China mecanismo via incerteza morfina Hosseinzadeh
miltiorrhiza hipoglicemiante adenosina quanto aos & Lary, 2000.
Bunge responsaveis
pela
atividade
Sinomenium Menispermacea China, norte Diminuigao dos Sinomenina morfina Mo et al., 2006
acutum var. e da india, niveis de histamina
cinereum (Diels) Japéo, Nepal encefalicos
Rehder & e norte da
E.H.Wilson tailandia
Stachys Lamiaceae Orelha de lebre, antibactericida Turquia, Flavonoides, morfina Hosseinzadeh
byzantina C. pulmonaria Arménia, Iran taninos et al. 2008
Koch
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Stephania Menispermacea "fang ji" propriedades sedativa, China acao nos receptores I-THP cocaina Mantsch et al.,
tetranda S. e neuroléptica e analgésica de DA 2007.
Moore
Tabernanthe Apocynaceae iboga, arvore-da- usada em cerimOnias oeste blogueio da Ibogaina alcool, Alper et al.,
iboga (L.) Nutt. sabedoria religiosas e ritos de Africano liberagédo de DA no cocaina, 1999; Rezvani
iniciacdo. Contra nucleo accumbens. tabaco, et al., 2003;
dependéncia de nicotina, Interagéo com opioides Werneke et al.,
cocaina, alcool e opioides sistemas 2006; Leal et
serotoninérgico, al., 2003
opioidérgico,
GABAérgico e
glutamatérgico
Trachyspermum Apiaceae Ajwain, ajowan Desordens india, Iran, Potenciacado de Flavonoides morfina Hossein et al.,
ammi [L.] gastrointestinais e Egito neurotransmisséo 2006; Jaffari et
Sprague sin. nervosas, flatuléncia e GABA, supresséo al., 2004;
Carum copticum célicas de receptores para Ghannadi et
(L.) C. B. Clarke glutamato e/ou al., 2012
supressdo da vio do
oxido nitrico
Valeriana Caprifoleaceae | Valeriana, erva- sedagao, insbnia, Europa e Agonista GABA-A acido morfina Sharifzadeh et
officinalis L. de-amassar, erva- ansioliticos, Asia valérico al., 2006
dos-gatos, erva- tranquilizantes,
de-sdo-jorge anticonvulsivantes
Withania Solanaceae “ashwagandha”, Insonia, ansiedade, india, Nepal, Agao nos Witaferina A morfina, Ruiu et al,
somnifera Dunal ginseng indiano estresse China Yemen neuroreceptores alcool 2013; Peana
GABA-A, p-opioide et al 2014;
Spina et al,
2015,
Zhumeria Lamiaceae “Mohrekhosh” Propriedades Sul do Iran Efeitos tipo Linalool a- morfina Hosseinzadeh
majdae Rech. f. antissépticas, dor de benzodiazepinicos, pineno, et al. 2007
& Wendelbo estomago, diarreia, dores relaxante muscular, camfora e
em geral via do AMPc borneol
Zingiber Zingiberaceae gengibre culinaria, perda de apetite, | Java, india, bloqueador de gingerols, morfina Darvishzadeh-
officinale Roscoe membros frios, diarréia, China canais do tipo L shogaols, Mahani et al.,
vémitos e dor abdominal para o ion Ca+2 paradols, 2012
zingerona

Aconitum carmichaeli Debx.

Estudos em animais sugerem que Aconitum carmichaeli induz antinocicepgao
indiretamente pela ativacdo dos receptores kappa-opioides, através de uma maior

liberacdo de dinorfina na medula espinhal, podendo inibir o desenvolvimento de

tolerancia a morfina. O extrato também

tem capacidade de reduzir o
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condicionamento ao local induzido por morfina em ratos (Shu et al., 2006; Wu et al.,
2011).

A ignavina, um alcaloide diterpénico da A. carmichaeli, mostrou potencial
modulador alostérico dos receptores mu-opioides, sugerindo uma futura aplicagao
no tratamento a dependéncia de morfina (Ohbuchi et al., 2016).

Areca catechu L.

A castanha da palmeira de betel (Areca catechu L.) costuma ser mastigada
por nativos do leste da Asia devido a suas propriedades psicoativas, podendo gerar
dependéncia. Uma fracao diclorometano do extrato das castanhas foi testada na
sindrome de abstinéncia a morfina precipitada por naloxona e retardou o inicio dos
pulos e reduziu o numero total de pulos significativamente. O autor sugere que estes
resultados se devem aos alcaloides presentes na fragao do extrato, que possuem
propriedades de inibir a enzima monoaminoxidase-A (MAO-A), aumentando assim a
disponibilidade de monoaminas (serotonina/noradrenalina) no encéfalo (Kumarnsit et
al., 2005).

Bacopa monnieri (L.) Wettst.

No subcontinente indiano, a espécie Bacopa monnieri (L.) Wettst., uma
reconhecida planta da medicina ayurvedica, vem sendo utilizada para tratamento de
diversos transtornos como de memoria, insénia, epilepsia e outros. Ja foi reportado
que o extrato metandlico de B. monnieri inibe a tolerancia e a analgesia a morfina
em usuarios crénicos, efeito atribuido ao seu principal constituinte, o bacoside A3. O
mecanismo de agao ainda é desconhecido, podendo ser multifatorial, pelas vias da
inibicdo da sintese de NO, vias serotoninérgica, dopaminérgica e adenosinérgica

(Rauf et al., 2014).
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Berberis vulgaris L.

Os extratos aquoso e metandlico da fruta uva-espim ou bérberis (Berberis
vulgaris L.) tem comprovada agao reduzindo a sindrome de abstinéncia a morfina e
também a atividade locomotora dos animais tratados (Nassiri-Asl et al., 2007). O
extrato aquoso da fruta também foi capaz de diminuir a preferéncia por morfina. Esta
fruta apresenta em sua constituicdo o alcaloide berberina, ao qual sugere que
exergca antagonismo sobre receptores NMDA, sendo este o possivel alvo
farmacolégico do extrato (Imenshahidi et al., 2014).

Benincasa hispida (Thunb.) Cogn.

O suco fresco de B. hispida € utilizado na medicina Ayurveda para tratamento
de epilepsia e trnstornos nervosos. Grover e colaboradores (2000) testaram o suco
fresco dos frutos de B. hispida via oral na redugao dos sinais da sindrome de
abstinéncia e desenvolvimento de dependéncia a morfina em camundongos. A
administracdo do suco foi eficaz em reduzir o “jumping” induzido por naloxona,
reduziu o numero de bolos fecais e preveniu camundongos de desenvolverem
dependéncia a morfina quando administrado em conjunto com o suco. Nao foram
realizados estudos relacionados ao possivel mecanismo de acdo ou constituicio
quimica dos constituintes do suco desta espécie (Grover et al., 2000).

Brugmansia arborea (L.)

Os mecanismos pelos quais os alcaloides de Brugmansia arborea (L.) Sweet
controlam os sintomas de retirada de morfina ainda ndo séo esclarecidos, pois 0s
extratos metandlico e aquoso de B. arborea demonstraram afinidade por diversos
receptores (5-HT1A, 5-HT2A, 5-HT2C, D1, D2, a1, and a2) em testes in vitro.

Ademais, os alcaloides presentes na planta, atropina, escopolamina e nor-hioscina,
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sdo antagonistas colinérgicos, que inibem a liberagdo de acetilcolina e consequente
sinais de abstinéncia (Capasso and de Feo, 2003; Mattioli et al., 2012a).
Coptis japonica (Thunb.) Makino

O extrato de coptis japbnica (Coptis japonica (Thunb.) Makino) foi testado no
modelo de condicionamento de preferéncia a local com morfina, além de testar a
expressao do fator de transcricdo p-CREB, essencial na aprendizagem e memoria.
O pré-tratamento com o extrato antes de cada treino inibiu significantemente a
preferéncia pelo lado pareado a morfina, bem como manteve os niveis normais de p-
CREB em relagdo ao grupo tratado somente com morfina. Em outro estudo, a
expressao da proteina c-fos, necessaria na transcricdo génica, foi mensurada no
mesmo modelo e o tratamento prévio com extrato de C. japonica manteve os niveis
normais de c-fos. Acredita-se que a coptisina seja responsavel pelas agbes
farmacolégicas do extrato (Kwon et al., 2008; Lee et al., 2003).
Corydalis ambigua Cham. & Schiltdl. e Stephania tetranda S. Moore

Tetrahidropalmatina (THP) é um alcaloide isoquinolinico
tetrahidroprotoberberinico, sendo um constituinte ativo de preparac¢des de Corydalis
ambigua Cham. & Schltdl. e Stephania tetranda S. Moore. O isébmero levogiro de
THP aparece como contribuinte para muitos dos efeitos terapéuticos dessas
preparagdes e o mesmo purificado, tem aprovagdo do governo chinés para uso
medicinal. O perfil farmacologico desse isbmero, o qual inclui baixa afinidade
antagonista dopaminérgica D2 e alta afinidade de ligacdo pelos receptores Du,
sugere que ele pode ser util no tratamento da dependéncia. A caracterizagdo dos

efeitos farmacoldgicos desse isbmero pode fornecer conhecimento sobre perfis de
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drogas e/ou combinagbdes que podem ser eficazes para o manejo da dependéncia
de cocaina (Mantsch et al., 2007; Wang and Mantsch, 2012).
Crocus sativus L.

O acgafrao, condimento de cor laranja amplamente conhecido e muito utilizado
na culinaria mediterranea, € extraido dos estigmas da flor da planta Crocus sativus,
o composto que Ihe confere a caracteristica cor laranja € o carotenoide crocina e seu
aroma caracteristico € devido a outro constituinte majoritario o safranal. Os extratos
aquoso e etandlico do estigma das flores de C. sativus reduzem o comportamento
de jumping induzido pela sindrome de retirada de morfina e a ambulagdo em campo
aberto, a crocina tem o mesmo efeito, porém sem a reducdo da ambulacdo. O
safranal, ao contrario, intensificou os comportamentos relacionados com a sindrome
de retirada de morfina levando até a morte (Hosseinzadeh and Jahanian, 2010).
Cuminum cyminum Linn.

O cominho, Cuminum cyminum, amplamente utilizado na culinaria, tem
aplicagbes na medicina iraniana antiga, estudos em animais mostraram que o 6leo
essencial de C. cyminum se liga ao receptor GABA-A (Sayyah et al., 2002). O 6leo
essencial foi testado por Haghparast e colaboradores (2008) em camundongos
dependentes de morfina. Eles observaram que os comportamentos relacionados a
abstinéncia de morfina foram reduzidos de forma dose dependente e também houve
reducado na tolerancia a analgesia induzida pela morfina.

Delphinium denudatum Wall.
Uma redugdo na severidade da sindrome de abstinéncia ao O6pio foi
observada nos grupos de animais tratados com extrato alcodlico de Delphinium

denudatum e morfina (Rahman et al., 2002). Porém, mais estudos s&o necessarios
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para confirmar esta atividade, bem como seu mecanismo de acdo, antes de
considerar o extrato dessa planta como um promissor tratamento de pacientes
dependentes de opioides (Zafar et al., 2002).

Ferula gummosa Boiss

Extrato das partes aéreas de Ferula gummosa Boiss tém demonstrado uma
potente e dose-dependente atividade antinociceptiva, a qual foi inibida por pré-
tratamento com naloxona, sugerindo que a atividade antinociceptiva foi mediada
através de receptores opioides. O extrato possui componentes que podem aliviar a
sindrome de abstinéncia a morfina. Esses achados podem ser valiosos na busca de
compostos isolados que tenham efeito inibitério na dependéncia da morfina
(Ramezani et al., 2001).

Hypericum perforatum L.

O extrato de H. perforatum demonstrou capacidade de reduzir os sintomas de
retirada de opioides e tal efeito pode estar relacionado a acado direta sobre
neuroreceptores opioides que confere ao extrato sua capacidade antidepressiva
(Feily and Abbasi, 2009a; Khan et al., 2014)

Acredita-se que devido a semelhanga na patogénese da depresséo e do
alcoolismo e tendo em vista as propriedades antidepressivas do H. perforatum, a
modulagao da neurotransmissao poderia ser o mecanismo responsavel pela reducao
da ingestdo de alcool em ratos tratados com extratos da planta (Coskun et al.,
2006a; Rezvani et al., 2003). Estudos também indicam que a administracdo de
extratos de H. perforatum pode atenuar os sintomas somaticos da retirada de

nicotina. No entanto, estudos adicionais sdo necessarios para esclarecer se a
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utilizacdo dessa planta pode auxiliar na retirada do tabaco em seres humanos
(Catania et al., 2003; Ruedeberg et al., 2010).
Kelussia odoratissima Mozaff.

A planta endémica do Ird, Kelussia odoratissima, € utilizada na medicina
tradicional para tratar hipertensao e inflamacao, pois o principal constituinte do 6leo
essencial da planta é o furano z-ligustilideo (85.9%) que tem propriedades
bloqueadoras de canais de célcio dependentes de voltagem. Acredita-se que esta
mesma propriedade farmacoldgica seja responsavel pelo alivio dos sinais de
abstinéncia a morfina quando em tratamento crénico com o 6leo essencial, porem a
tolerancia a morfina nao foi afetada (Rabbani et al., 2012).

Matricaria chamomilla L.

Recentemente tem sido demonstrado que Matricaria chamomilla contém
flavonoides com atividade tipo benzodiazepinico e acao inibitéria sobre a
fosfodiesterase, conduzindo ao aumento dos niveis de AMPc. Gomaa et al. (2003)
demonstraram que a co-administracao repetida do extrato de M. chamomilla com
morfina diminuiu significativamente a frequéncia dos sinais da sindrome de retirada
(Gomaa et al.,, 2003). Também, a diminuicdo do peso, observada em animais
tratados com naloxona, foi inibida por co-administracdo crénica desse extrato com
morfina (Gomaa et al., 2003). A hipotese sugerida foi, portanto, que M. chamomilla
pode inibir a dependéncia de morfina pelo mesmo mecanismo relatado para outros
inibidores da fosfodiesterase como: 3 isobutil-metilxantina, nefiracetam ou rolipram
(Gomaa et al., 2003).

Marrubium vulgare L.
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Marrubium vulgare € uma planta endémica de Portugal, que apresenta em
sua fitoquimica o abundante diterpeno marrubiina, com atividades analgésicas
comprovadas possivelmente via receptores opioides. Em um estudo, os extratos
aquoso e hidroalcdlico de M. vulgare foram capazes de reduzir o comportamento de
‘jumping” em camundongos dependentes de morfina, este efeito é em parte
atribuido a atividade relaxante do extrato. Os compostos acido marrubiinico e
luteolina, também presentes no extrato de M. vulgare, mostraram atividade como
relaxante muscular (Hosseinzadeh et al., 2007c; Meyre-Silva and Cechinel-Filho,
2010).

Mentha longifolia L.

Os efeitos dos extratos aquoso e etandlico de M. longifolia foram testados em
um modelo de dependéncia a morfina. Ambos os extratos foram capazes de diminuir
a sindrome de abstinéncia, porem com diminuicao de parametros motores. A analise
fitoquimica apontou a presenga de alcaloides e flavonoides (Hosseinzadeh et al.,
2011).

Melissa officinalis L.

Melissa officinalis, popularmente conhecida como erva-cidreira-verdadeira, da
familia Lamiaceae é utilizada como calmante. Em sua composi¢cao quimica foram
detectados muitos terpenos, responsaveis pelo forte aroma, e flavonoides,
relacionados com efeitos antioxidantes. Investigando as propriedades do extrato
aquoso da planta em modelo de dependéncia a morfina, houve reducdo dose
dependente significativa dos sinais de abstinéncia a morfina induzidos por naloxona.

Sugeriu-se que a atividade antiaditiva do extrato pode estar relacionada a agdo nos
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receptores GABAA e no sistema serotoninérgico (Miladi Gorji et al., 2008; Shakeri et
al., 2016).
Millettia pulchra Kurz var. typica Dunn

Esta espécie também conhecida como Yulangsan ou Longyanshen, atenuou
os sinais de abstinéncia em morfina induzido por naloxona em ratos dependentes. O
polissacarideo presente na planta demonstrou ter efeitos moduladores sobre a
sintese de NO e expressdo de NO sintase, bem como modulou os niveis de
neurotransmissores monoaminérgicos na VTA, hipocampo e nucleo accumbens
(Chen et al., 2014)

Mitragyna speciosa Korth

A planta Mitragyna speciosa tem chamado atengao devido a alegagéao de que
poderia inibir os sintomas de retirada que se seguem na cessagao do consumo
cronico de alcool e prevenir o uso em pacientes pds-tratamento (Kumarnsit et al.,
2007). Um extrato de M. speciosa rico em alcaloides foi testado na sindrome de
abstinéncia a morfina, ao qual reduziu significativamente o numero de pulos induzido
por naloxona em ratos (Cheaha et al., 2017).

Atualmente M. speciosa esta banida em alguns paises como Tailandia e
Malasia, além do que, os componentes da planta mitraginina e 7-hidroximitraginina
sdo cotados para classe | pelo DEA (do inglés: Drug Enforcement Administration),
juntamente com heroina, e canabis. Os 6rgaos governamentais alegam que a planta
e seus componentes sdo potenciais drogas de abuso e podem levar a tolerancia e
sindrome de abstinéncia quando sdo consumidos (Halpenny, 2017; White, 2018).

Morinda citrifolia L.

55



O extrato metandlico dos frutos verdes de M. citrifolia reverteu de maneira
eficaz o condicionamento de preferéncia ao local pareado com o consumo de etanol,
e também facilitou a extingdo da mesma preferéncia, porém seu mecanismo de agao
ainda é desconhecido (Khan and Pandy, 2016).

Nepeta glomerulosa Boiss.

Estudos indicam que o extrato aquoso das partes aéreas de Nepeta
glomerulosa reduziu os sinais de retirada de morfina de forma dose-dependente.
Esses extratos causaram reducgado da atividade locomotora, semelhante aos efeitos
do diazepam. Ainda ndo se conhece o mecanismo de acao do extrato, porém,
relaxamento muscular e diminuicdo de fungdes motoras podem ser alguns dos
mecanismos possivelmente envolvidos no modo de agao na diminuicdo da sindrome
de retirada da morfina (Hosseinzadeh and Ziaee, 2006). Estudos mais recentes
acrescentam que o extrato etandlico é capaz de reduzir a superproducao de NO em
camundongos abstinentes de morfina (Rahmati and Beik, 2017)

Nigella sativa L.

A modulagado da superproducao de NO parece ser uma forma eficiente de
tratamento em animais no modelo de dependéncia de morfina. O 6leo essencial da
espéecie Nigella sativa além de inibir a superproducdo de NO diminuiu os niveis de
malondialdeido (marcador de estresse oxidativo) intracelulares no cérebro de
camundongos com administragdo conjunta com morfina (Abdel-Zaher et al., 2010).
Otostegia persica (Burm.) Boiss

O extrato hidroetandlico da erva iraniana Oftostegia persica, reduziu
significativamente os sintomas da abstinéncia a morfina induzido por naloxona:

‘jlumping”, “rearing”, diarreia, piloeregao, tremor e ptose. O extrato hexanico so6 inibiu
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a diarreia, mas n&o teve nenhum efeito sobre os outros sinais de abstinéncia neste
modelo. O autor sugere que sejam os flavonoides (morina, quercetina, kaempferol,
isovitexina) os responsaveis pelo efeito do extrato hidroetanolico, porém os
mecanismos especificos ainda sao desconhecidos (Hajhashemi et al., 2010;
Sadeghi et al., 2014; Tabatabai et al., 2014).

Panax ginseng C.A.Mey.

Ginseng selvagem (Panax ginseng) tem demonstrado efeitos do tipo
ansiolitico e antidepressivo bem como diminuigcdo dos comportamentos associados a
retirada de morfina, comportamentos estes mediados pela sensibilizacdo morfina. A
administragao do extrato juntamente com morfina suprime precursores da dopamina
(tirosina hidroxilase, c-fos), reduzindo a sensibilidade a morfina (Lee et al., 2011a,
2011b)

O ginseng vermelho coreano, um preparado de Panax ginseng, revelou-se
um potente ansiolitico na sindrome de abstinéncia a etanol, reduzindo os niveis de
corticosterona e aumentando as concentragdes de dopamina e tirosina hidroxilase
no nucleo central da amigdala e area tegmental ventral. Quanto a expressdo de
comportamentos relacionados a retirada de morfina, o extrato de ginseng vermelho
mostrou-se eficaz reduzindo o comportamento de “jumping” em camundongos,
quando utilizado como pré-tratamento ou tratamento conjunto a morfina (Yayeh et
al., 2016; Zhao et al., 2014).

Papaver rhoeas L.
Estudos mostram que a administragdo aguda do extrato de Papaver rhoeas L.

pode inibir alguns sinais da retirada de morfina induzida por naloxona em
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camundongos dependentes. O mecanismo pelo qual esse extrato atua permanece
desconhecido (Pourmotabbed et al., 2004).
Passiflora incarnata L.

Passiflora incarnata L. pode ser um bom agente coadjuvante em
desintoxicagao por drogas de abuso (Akhondzadeh et al., 2001a). Pelo fato de néo
se ter clareza quanto ao principio ativo responsavel pela atividade de P. incarnata,
emprega-se o total dos constituintes das folhas em preparagdes (Zuanazzi and
Montanha, 2004).

Em tratamentos com clonidina e P. incarnata, isoladamente ou em
associacdo, ha reducdo dos sintomas fisicos da sindrome de abstinéncia de
opioides, mas a retirada com a combinacado Passiflora-clonidina pode ter um inicio
de acdo mais rapido, sendo que o extrato de Passiflora pode ser de beneficio
terapéutico no manejo dos sintomas psicolégicos da retirada de opioides
(Akhondzadeh et al., 2001a; Dhawan et al., 2002a). O extrato padronizado de P.
incarnata reverteu a analgesia resultante da sindrome de retirada de alcool em ratos
(Schunck et al., 2017). Ha na literatura evidéncias de que o extrato de P. incarnata
pode ser benéfico no tratamento da dependéncia a outras drogas além do alcool e
opioides, como anfetaminas, cannabis e benzodiazepinicos (Dhawan et al., 2002b,
2003; Capasso and Sorrentino, 2005).

Peganum harmala L.

Peganum harmala é uma flor selvagem da familia das Zygophylaceae. Suas
sementes tém propriedades hipotérmicas e alucindégenas. Estudos ja demonstraram
que seus alcaloides apresentam propriedades antinociceptivas (Monsef et al., 2004),

sendo a harmalina seu maior constituinte. P. harmala ainda foi descrita como
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inibidora da enzima MAO e moduladora de receptores alfa-2-adrenérgicos. A
administracado oral do pd das sementes desta planta reduziu as manifestacoes
fisicas da abstinéncia a morfina em ratos. O autor sugere além da inibicdo da MAO,
interacdo com receptores opioides (Khalili et al., 2010).

Physalis alkekengi L.

A planta asiatica Physalis alkekengi L., também conhecida como lanterna
chinesa ou cereja-de-inverno € muito consumida pelos seus apetitosos frutos e na
medicina tradicional oriental € indicada para tratar doencas do trato urinario por
possuir propriedades diuréticas. Em um estudo de sindrome de abstinéncia a
morfina induzida por naloxona, foi mostrado que o extrato metandlico das partes
aéreas da planta foi capaz de inibir o comportamento de “jumping” a partir da dose
de 12,5 mg/kg em tratamento agudo. E descrito na literatura que o extrato aquoso de
P. alkekengi possui propriedades antinociceptivas, acredita-se que seja por
interacdo dos compostos chamados vitanolideos com os receptores GABAa, porém
mais estudos s&o necessarios para confirmar esta hipotese (Gohari et al., 2008).
Pimpinella anisum L.

Mundialmente conhecida, a erva-doce ou anis (Pimpinella anisum L.), em
especial o 6leo essencial do seu fruto € utilizado na medicina tradicional para o
tratamento de diversas doencas, como epilepsia. Em um estudo com modelo de
preferéncia a local utilizando morfina, inje¢gdes intraperitoneais do 6leo essencial
reduziu a preferéncia por morfina e esta propriedade farmacolégica foi revertida com
a administragao de bicuculina (antagonista de receptores GABAA), mas nao por um
antagonista de receptores GABAs, fato que sugeriu a atuagdo do 6leo via receptores

GABAérgicos (Sahraei et al., 2002).
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Piper methysticum Forst

A planta conhecida como cava-cava (Piper methysticum) é utilizada pelos
habitantes das ilhas do pacifico, de onde ¢é originaria. O uso de extratos da raiz de
cava foi difundido globalmente como ansiolitico e antidepressivo natural. Porém,
pouco se sabe dos efeitos farmacolégicos do consumo indiscriminado deste
fitoterapico. Os usuarios descrevem efeitos tipo analgesia e é utilizada como
tratamento tradicional no controle ao tabagismo. Entre os compostos do extrato
estdo cavapironas e cavalactonas. As cavalactonas ja foram descritas inibidores na
recaptacdo de neurotransmissores como a noradrenalina e inibicdo da enzima
monoaminoxidase B, responsavel pela degradagdo de neurotramissores
monoaminérgicos, também interagem com canais de sdodio dependentes de
voltagem. Estas atividades farmacoldgicas podem ter relagdo com o uso da planta
como coadjuvante na desintoxicagao a diversas drogas. As cavalactonas inibem
diversas isoformas do citocromo P450 (CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19, CYP2DG6,
CYP3A4, CYP4A9 e CYP4A9/11) sendo esta propriedade responsavel pela inibigdo
da metabolizagdo de outros farmacos e possivel toxicidade consequente (Groth-
Marnat et al., 1996; Lu et al., 2009; Seitz et al., 1997; Steiner, 2001).
Pistacia vera

O extrato da goma da planta de pistache (Pistacia vera) apresenta significante
acao antinociceptiva e acredita-se que isso se deve por alguma atividade em
receptores opioides (Parvardeh et al., 2002). Em um outro estudo a infusdo das
cascas vermelhas de pistache atenuou de forma dose dependente a sindrome de
abstinéncia a morfina, porém a infuséo € toxica em altas doses (Haghparast et al.,

2006).
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Polygala telephioides Willd.

Em estudo com camundongos, o extrato metandlico de Polygala telephioides
Willd. (300mg/kg) foi capaz de antagonizar o efeito analgésico induzido por morfina
além de reduzir os niveis de morfina plasmaticos. Em administracdo conjunta com a
morfina em uso crénico, o extrato reduziu significantemente o comportamento de
jumping induzido por naloxona (Egashira et al., 2006). Os mecanismos responsaveis
por tais resultados sdo desconhecidos.

Portulaca oleracea L.

A planta de flores amarelas e folhas suculentas conhecida como onze-horas
(Portulaca oleracea) tem origem no velho mundo, onde é indicada para tratamento
de refluxo gastrico, vermifugo, diurético, antitussigeno. Seu extrato etandlico e
aquoso demonstrou efeitos farmacoldgicos reduzindo “jumping” induzido por
naloxona em camundongos dependentes de morfina. Testes fitoquimicos
demonstraram relagdo positiva com flavonoides para este efeito farmacologico, o
autor sugere que seja via agao benzodiazepinica em receptores GABA (Karimi et al.,
2008).

Pueraria lobata (Willd.)

Recentemente foi demonstrado que isoflavonoides isolados de Pueraria
lobata sao eficazes na redugéo da ingestdo de alcool (Rezvani et al., 2003; Lukas et
al., 2013; Penetar et al., 2015). Tanto puerarina quanto daidzina parecem ter agcéo
inibitdria nos receptores benzodiazepinicos (Overstreet et al., 2003; Rezvani et al.,
2003); além do que a daidzina diminui os niveis de alcool no sangue e encurta o
tempo de sono induzido pelo alcool, sendo estes efeitos atribuidos as suas

propriedades antioxidantes (Xie et al., 1994; Rezvani et al., 2003) O mecanismo pelo
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qual daidzina suprime a ingestao alcodlica ndo € totalmente compreendido, mas
existem hipdéteses de que ela age do mesmo modo que o dissulfiram, inibidor
classico da enzima aldeido desidrogenase (Keung and Vallee, 1993; Rezvani et al.,
2003; Lowe et al., 2008; Lu et al., 2009).

Estudos tém comparado os efeitos de daidzina, daidzeina e puerarina para
suprimir a ingestdo alcodlica. A daidzina foi mais eficaz em todos os estudos
comparativos realizados, enquanto que puerarina teve um menor, mas ainda
significativo efeito supressor, e daidzeina foi ineficaz (Lin et al., 1996; Rezvani et al.,
2003).

Rhodiola rosea L.

A Rhodiola rosea € uma planta usada pela medicina tradicional para
aumentar a forca, produtividade, suportar diferenca de pressdo atmosférica, como
depressora do sistema nervoso dentre outros efeitos (Brown et al., 2002). Mattioli e
colaboradores (2011) investigando os efeitos do extrato hidroetandlico das raizes da
planta nos mecanismos de adicdo ao tabaco, percebeu uma reducdo dose-
dependente dos sinais psicologicos e somaticos de retirada da droga (Mattioli and
Perfumi, 2011a). Pesquisando o mecanismo de agdo do extrato de R. rosea,
Mannucci e colaboradores (2012) encontraram um aumento de receptores 5-HT1A
nos nucleos talamicos, o que talvez reflita os efeitos benéficos observados nos
animais tratados com o extrato (Mannucci et al., 2012). Sabe-se que o salidrosideo &
um dos componentes ativos responsaveis pelos efeitos observados sob o sistema
nervoso (Titomanlio et al., 2014). Em estudo com camundongos dependentes de
morfina, observou-se que o tratamento agudo e crénico com extrato hidroetandlico

de R. rosea diminuiu o desenvolvimento e a expresséo de dependéncia em morfina
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de forma dose-dependente (Mattioli and Perfumi, 2011b), resultados positivos
também foram encontrados quando se pesquisou o0 mesmo extrato em
condicionamento de preferéncia ao local em camundongos dependentes de morfina
(Mattioli et al., 2012b).

Rosmarinus officinalis L.

Os extratos aquoso e etandlico das partes aéreas de Rosmarinus officinalis L.
reduziram os sinais de retirada da morfina. Existem muitos relatos mostrando que
alguns constituintes da planta possuem efeito analgésico tipo opioide. Essa hipdtese
foi reforcada pelo fato de que a atividade antinociceptiva dos extratos foi inibida por
naloxona. Além do mecanismo citado, suspeita-se o envolvimento de outros
mecanismos de a¢ao ainda desconhecidos(Hosseinzadeh and Nourbakhsh, 2003).
Scutellaria baicalensis Georgi

A preparagao herbal de Scutellaria baicalensis Georgi (Lamiaceae) vem
sendo usada na medicina tradicional oriental para o tratamento de diversos
trantornos neuropsiquiatricos ha séculos. O extrato aquoso da raiz de S. baicalensis
e um dos seus flavonoides, a baicalina, demonstraram eficacia média de 86% em
reduzir o condicionamento de preferéncia ao local pareado com morfina, e o extrato
aquoso na dose de 500 mg/kg inibiu 45% do comportamento de escalada induzido
por apomorfina. Estes resultados sugerem que o extrato de S. baicalensis pode
melhorar o comportamento relacionado a dependéncia em drogas pela modulagao
dos receptores dopaminérgicos (Yun and Jung, 2014).

Salvia spp.
As espécies do género Salvia geralmente sao conhecidas pelos seus

multiplos efeitos farmacoldgicos e muitos s&o os relatos de que algumas espécies
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desse género tém efeitos no SNC. Salvia haematodes Wall. tem atividade
depressora do SNC, além de atividades antinociceptiva e anticonvulsivante. O sitio
de ligagdo dos benzodiazepinicos tem sido creditado como o alvo de alguns
componentes das raizes de S. miltiorrhiza Bunge (Hosseinzadeh and Lary, 2000;
Wan et al., 2008).

O extrato etanolico macerado de folhas de S. leriifolia Benth. reduziu os sinais
de retirada de morfina, o extrato de S. miltiorrhiza aumentou os niveis de adenosina
trifosfato (ATP) no cérebro (Hosseinzadeh and Lari, 2000), o extrato hidroetandlico
das folhas de S. officinalis reduziu o comportamento de jumping induzido por
naloxona (Hasanein et al.,, 2015). Os constituintes quimicos responsaveis pelas
atividades farmacoldgicas precisam ser melhor investigados (Hosseinzadeh et al.,
2007a). Para a espécie S. miltiorrhiza, nao se sabe ao certo quais componentes séo
0s responsaveis pela sua atividade antiaditiva, apesar da mesma possuir alguns
componentes majoritarios que poderiam ser os responsaveis pela sua atividade
(Wan et al., 2008).

Dessa forma, é interessante a investigacdo do género Salvia, pois algumas
espeécies podem potencialmente ter efeitos inibidores sobre a sindrome de
abstinéncia por via de sistemas de segundo mensageiro, que tem efeitos
modulatorios sobre a dependéncia de morfina (Hosseinzadeh and Lari, 2000).
Sinomenium acutum var. cinereum (Diels) Rehder & E.H.Wilson

O caule seco da planta Sinomenium acutum var. cinereum (Diels) Rehder &
E.H.Wilson, apresenta o alcaloide sinomenina. Tanto o caule seco como o alcaloide

isolado foram capazes de reduzir a preferéncia por local pareado com morfina em
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camundongos, além de reduzir os niveis de histamina encefalica, propriedade
sugerida como responsavel pela resposta farmacolégica (Mo et al., 2006)
Stachys byzantina C. Koch

Da mesma familia da salvia, Stachys byzantina C. Koch, popularmente
chamada de pulmonaria ou orelha-de-urso pela suas folhas macias, reduziu
episodios de “jumping” em camundongos dependentes de morfina. O extrato aquoso
testado ndo teve efeito analgésico, porém, reduziu a tolerancia a morfina. Estes
efeitos inibitérios de dependéncia e tolerancia foram atribuidos aos flavonoides
presentes na planta, que também conta com taninos em sua composi¢do quimica
(Hosseinzadeh et al., 2008).
Tabernanthe iboga

A ibogaina, um dos principais alcaléides encontrados em raizes de
Tabernanthe iboga, tem sido pesquisada e avaliada em estudos pré-clinicos e
clinicos para o tratamento da dependéncia de nicotina, cocaina, alcool e opioides
(Werneke et al., 2006). Devido ao fato de ibogaina ser toxica em altas doses,
causando efeitos secundarios que podem limitar a sua aplicabilidade terapéutica, um
derivado sintético analogo foi projetado, a 18-metoxicoronaridina (18-MC), com uma
menor toxicidade, mas com a mesma acao inibitoria sobre o reforgco das drogas
(Glick et al,1996).
Trachyspermum ammi [L.] Sprague sin. Carum copticum (L.) C. B. Clarke

Os frutos da planta conhecida como ajowan (Trachyspermum ammi [L.]
Sprague sin. Carum copticum (L.) C. B. Clarke), endémica da india, Ird e Egito, sdo
ricas em polifenois. Em estudo com ratos e camundongos foi demonstrado que o

extrato aquoso e hidroetandlico de T. ammi é eficaz reduzindo sinais da sindrome de
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abstinéncia a morfina (Ghannadi et al., 2012; Jafari et al., 2004). Em estudo com
micro injegcdes do extrato no nucleo reticularis paragigantocelullaris (PGi) também foi
eficaz reduzindo os sinais de sindrome de abstinéncia em morfina (Jafari et al.,
2006). Os mecanismos exatos sao desconhecidos, no entanto pelo conteudo de
flavonoides dos extratos, acredita-se que seja pela intensificacdo da
neurotransmissao GABAérgica.

Valeriana officinalis L.

Um estudo do efeito os extratos aquoso, cloroférmico e metandlico dos
rizomas e partes aéreas de Valeriana officinalis L., na sindrome de abstinéncia a
morfina precipitada por naloxona demonstrou que houve redugdo significativa do
jumping, exceto com o extrato cloroférmico das partes aéreas da planta. Atribui-se
esta atividade dos extratos ao principal constituinte, o acido valerénico, que é um
agonista GABAa, causando sedagdo no SNC e inibindo a liberagdo de
neurotransmissores excitatorios (Sharifzadeh et al., 2006).

Withania somnifera Dunal

Withania somnifera Dunal é conhecida como ginseng indiano. Estudo do
efeito do extrato metandlico das raizes (50 e 100 mg/kg) na aquisi¢ao e expresséo
de condicionamento por local induzido por morfina demonstrou que houve redugao
significativa na aquisigdo e expressédo de condicionamento. A afinidade de ligagéo
do extrato aos receptores GABAs foi maior do que a afinidade por receptores u-
opioide (Ruiu et al., 2013).Atribui-se também a essa interagao do extrato de Withania
somnifera com os receptores GABAB, a reducéo de todos estagios relacionados com
a auto administragdo de etanol em ratos bem como a recaida e o reforgo com

sacarina no meso modelo (Peana et al., 2014). O extrato também se mostrou
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eficiente reduzindo a aquisicao e expressao de condicionamento de preferéncia ao
local por etanol (Spina et al., 2015).
Zhumeria majdae Rech. f. & Wendelbo

O extrato metandlico e trés fragdes do extrato de Zhumeria majdae Rech. f. &
Wendelbo inibiram significativamente o comportamento de “jumping” na sindrome de
abstinéncia a morfina em camundongos. O extrato bruto da planta também reduziu a
atividade locomotora dos animais tratados. O efeito analgésico do extrato foi
antagonizado pela naloxona. Alguns compostos encontrados no extrato, como
linalool facilita a transmissdo GABAérgica e bloqueia os efeitos excitatorios do
glutamato. A canfora e o borneol, também presentes no extrato, tem efeitos
inibitérios sobre as catecolaminas (Hosseinzadeh et al., 2007b).
Zingiber officinale Roscoe

Evidéncias experimentais tem demonstrado que canais de Ca*? do tipo L
estariam superestimulados em animais tratados com morfina, aumentando a
tolerancia e dependéncia fisica (Shibasaki et al., 2010). O gengibre, Zingiber
officinale Roscoe, um tempero conhecido e utilizado no mundo todo, € utilizado na
medicina tradicional para tratamento de dor de cabega, nausea e também ja foi
documentado como bloqueador de canais de Ca*? do tipo L. Em um estudo com
ratos dependentes de morfina o extrato etandlico das raizes de Z. officinale preveniu
completamente a tolerancia a morfina. A administragdo do extrato
concomitantemente com a morfina reduziu quase todos os sinais de abstinénciade

morfina induzida por naloxona (Darvishzadeh-Mahani et al., 2012).

5. CONSIDERAGOES FINAIS
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As espécies Aconitum carmichaeli Debx., Areca catechu L., Bacopa monnieri
(L.) Wettst., Berberis vulgaris L., Benincasa hispida (Thunb.) Cogn., Brugmansia
arborea (L.) Sweet, Coptis japonica (Thunb.)Makino., Corydalis ambigua Cham. &
Schltdl. , Crocus sativus L., Cuminum cyminum Linn., Delphinium denudatum Wall.,
Ferula gumosa Boiss, Hipericum perforatum L., Kelussia odoratissima Mozaff.,
Matricaria chamomilla L., Marrubium vulgare L., Mentha longifolia L., Melissa
officinalis L., Mitragyna speciosa Korth, Morinda citrifolia L., Nepeta glomerulosa
Boiss, Nigella sativa L., Otostegia pérsica (Burm.)Boiss, Panax ginseng C.A.Mey.,
Panax ginseng, Papaver rhoeas L., Passiflora incarnata L., Peganum harmala L.,
Physalis alkekengi L., Pimpinella anisum L., Piper methysticum Forst, Pistacia vera,
Polygala telephioides Willd., Portulaca oleracea L., Pueraria lobata (Willd.), Rhodiola
rosea L., Rosmarinus officinalis L., Scutellaria baicalensis Georgi, Sinomenium
acutum var. cinereum (Diels) Rehder & E.H.Wilson, Stachys byzantina C. Koch,
Stephania tetranda S. Moore, Tabernanthe iboga (L.) Nutt., Trachyspermum ammi
[L.] Sprague sin. Carum copticum (L.) C. B. Clarke, Valeriana officinalis L., Withania
somnifera Dunal, Zhumeria majdae Rech. f. & Wendelbo, Zingiber officinale Roscoe
e espécies de Salvia podem ser importantes como fontes de novas substancias
quimicas com potencial aplicabilidade no tratamento da dependéncia quimica e na
busca por alivio dos sintomas de abstinéncia. Nesta revis&do foi visto que algumas
destas espécies possuem estudos para avaliacdo da sua possivel atividade
antiaditiva, mas outros ensaios sao necessarios para avaliar seu real mecanismo de
acao e beneficio frente a dependéncia.
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ABSTRACT

Chronic opioid use changes brain chemistry in areas related with reward process,
memory, decision-making, and habit formation. Both neurons and astrocytes are
affected, leading to dependence. Passiflora incarnata L. is a plant used for anxiety
and nervousness due to its depressant effect on nervous system. The aim of this
study was to investigate the effect of a commercial standardized extract of P.
incarnata in the naloxone-induced jumping model in morphine-dependent mice. In
addition, glial fibrillary acidic protein and S100 calcium-binding protein B levels were
evaluated in prefrontal cortex and hippocampus, while further DNA damage was
measured on blood cells. Mice were morphine injected (ip) 3 times a day for 3 days
at increasing doses on way to became dependent, on 41" day the effect of P.
incarnata extract (Pl 50, Pl 100, PI 200 mg/kg, ip) was evaluated in the naloxone-
induced withdrawal syndrome. The Pl 50 and PI 100 mg/kg treated animals
decreased naloxone-induced jumping in morphine-dependent mice without reducing
locomotor activity. Moreover, Pl 100mg/kg prevented DNA damage on blood cells.
Additionally, PI 100mg/kg prevented the S100B increase on prefrontal cortex. The PI
chemical analysis demonstrated the presence of flavonoids, with neuroprotective and
antioxidant actions, as major compounds. Considering these results, treatment with
P. incarnata should be investigated as a potential therapy in the morphine withdrawal

syndrome.

KEY WORDS: morphine withdrawal, Passiflora incarnata L., DNA damage,

S$100B, GFAP.

95



INTRODUCTION

The substance abuse is an issue in modern era, since the 60’s this problem has
grown exponentially, the actual situation is a highly number of people with drug
abuse issues (Bouzyk-Szutkiewicz et al., 2012). The drug dependence is associated
with psychiatric disorders (depression, schizophrenia, attention deficit/hyperactivity
disorder, anxiety), other diseases such as cancer and HIV infection and personal and
social problems (Bouzyk-Szutkiewicz et al., 2012). The United Nations on their
annual report, estimated that 5% of the global population used drugs at least once,
and of these 11% undergo some addiction to drug use (United Nations Office on
Drugs and Crime, 2017). Opioids, including heroin, were responsible for 29.000
deaths in 2015, being considered the drug with the worst health consequences due
to misuse or dependence (United Nations Office on Drugs and Crime, 2017). In the
United States of America, it is estimated that 11.8 million people over 12 years of age
misused opioids including heroin in the year 2016, of these, 97.4% misused
prescribed pain relief opioids, versus 8% who made heroin use (Substance Abuse
and Mental Health Services Administration., 2017). These data reflect the opioids

misuse, usually prescribed for chronic pain from severe to moderate intensity.

In general, the reward effect of all abused drugs play the same pathway on
CNS, which involves increased nucleus accumbens (NAcc) delivery of dopamine on
ventral tegmental area (VTA), event related with the drug high (Koob and Volkow,
2016a). Many structures downstream respond to this phasic dopamine increase,
such as brain regions involved in memory, decision-making and habit formation
(Volkow and Morales, 2015a). Opiates bind to p-opioid receptor on inhibitory

GABAergic neuron, inhibiting the inhibition over NAc dopaminergic neurons,
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increasing DA release (Sulzer, 2011). Opiates bind to a number of other structures,
causing adverse effects, as constipation, urinary retention, bronchospasm, nausea,
respiratory depression, tolerance and dependence (Argoff and Viscusi, 2014).
Besides chronic morphine administration and withdrawal are shown to induce DNA

damage in human cells (Feng et al., 2013; Tsujikawa et al., 2009).

Astrocytes are essential to brain health, participating as dynamic regulators in
neurotransmission, and being considered as the third element of the synapse (Perea
et al., 2014; Perea and Araque, 2005). They are sensitive to specific brain changes,
releasing proteins like S100B that are involved in inflammatory stimuli transduction
and various neurotrophic and neurotoxic factors (Granstrem et al., 2006). Astrocytes
may grow in size or number as function brain damage response (astrogliosis);
quantifying the structural glial fibrilar acidic protein (GFAP) is a method to measure
this astrogliosis (Beitner-Johnson et al., 1993; Miguel-Hidalgo, 2009; Amaral et al.,
2016). The chronic morphine administration induced glial activation and increased
GFAP expression in several brain structures, such as VTA, NAcc, prefrontal cortex,
hippocampus, locus coeruleus, and solitary tract nucleus on rat (Beitner-Johnson et
al., 1993; Garcia-Sevilla et al., 1997; Ferrer-Alcén et al., 2000; Song and Zhao, 2001;
Marie-Claire et al., 2004; Weber et al., 2013). Morphine also reduced glutamate
transporters (GLT-1 e GLAST) in the spinal cord (Mao et al., 2002). Increased
glutamate is related to learning process and behavior formation on drug dependency
(Kalivas, 2004; Hyman, 2005). Astroglial Biomarkers like S100b and GFAP are
useful tools to estimate brain consequences on drug abuse, whether through

neuroadaptations or even insults.
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Detoxification is a necessary step in treating opioid dependence, usually by
pharmacologically morphine equivalent (opioid receptor agonists) such as
methadone and buprenorphine (Alper et al.,, 1999; Bisaga and Popik, 2000;
McCance-Katz, 2004; Fiellin et al.,, 2006; Tanum et al., 2017), pharmacologically
morphine opposite (opioid receptor antagonist) as naloxone/naltrexone (Cornish et
al., 1997; Gastfriend, 2011; Krupitsky et al., 2013; Tanum et al., 2017) or alpha-2
adrenergic agents (non-opioid medication) as clonidine and lofexidine (Veilleux et al.,
2010). The opioid agonists are choose by their ability to counteract withdrawal
syndrome symptoms, their long-lasting effect, their block effect upon other opioids
and by their lack of marked reinforcing properties (NIDA, 2012a; Wolf, 1998). The
opioid antagonists are chosen especially for abstinence intention, when opioid effect
is no longer needed or in case of health hazard as overdose history. Further, non-
opioid medication are often used together traditional treatments to manage the
withdrawal symptoms (Strain, 2006; Veilleux et al., 2010). However, despite
somewhat adequate abstinence management, relapse rates remain unacceptably
high (Bisaga and Popik, 2000; Blum et al., 2018; Weiss and Rao, 2017), an index of

80% addict treated return to drug use (Bart, 2012).

The consequences of drug addiction are beyond medical problems, social and
economics either (United Nations Office on Drugs and Crime, 2017), and the low
effectiveness treatment, claim for new approaches. This urge frame show need for
planned activity-guided phytopharmacological evaluation of herbal drugs (Chaudhary
and Khadabadi, 2012). Nature is a powerful resource of new chemicals; majority of
current pharmacy comes from a prototype or vegetal origin molecule (Gilani and

Rahman, 2005). Number of plants has pharmacological properties described for drug
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addiction treatment, Hypericum perforatum (Catania et al., 2003; Rezvani et al.,
2003; Coskun et al., 2006b; Feily and Abbasi, 2009b; Khan et al., 2014), Piper
methysticum Forst (Groth-Marnat et al., 1996; Seitz et al., 1997; Steiner, 2001; Justo
et al., 2008) and Passiflora incarnata L. (Akhondzadeh et al., 2001b; Dhawan et al.,

2002a, 2003, 2004; Capasso and Sorrentino, 2005) are some examples.

Passiflora incarnata L. (Passifloraceae) has a long history of use as traditional
herbal medicine, exhibiting a complex phytochemistry and is associated with various
pharmacological properties (Dhawan et al., 2004; Miroddi et al., 2013). This plant,
commonly known as maypop or true passionflower is native to the southeastern
United States, but also globally grown both as ornamental and medicinal purpose
(Wohlmuth et al., 2010). In European traditional medicine, Passiflora incarnata has
extensive treatment indications for a variety of diseases such as anxiety,
nervousness, mild infections and insomnia. In North America, this species is used for
neuralgia treatment, insomnia, anxiety, muscle cramps, hysteria and pain reliever in
various conditions (Dhawan et al., 2004). In African countries it is employed for its
sedative, nerving and analgesic effects (Neuwinger, 2000), Interestingly, in India it is
used to treat morphine’s dependence (Ingale and Hivrale, 2010). The current British
and European Pharmacopeias included the herbal preparations composed by the
dried aerial parts as phytomedicine, commonly indicated as mild sedative and

anxiolytic (Wohlmuth et al., 2010; Miroddi et al., 2013).

The complex chemistry of P. incarnata comprises flavonoids and alkaloids, not
all completely identified. It is considered that both chemical classes play an important
role in the observed pharmacological action (Barnes et al., 2012). However, most

data available suggest only the flavonoids portion in P. incarnata as possible active
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substances (Dhawan et al., 2002a, 2001), which represent 2.4% of plant compounds
(Raffaelli et al., 1997). Usually, the P. incarnata flavonoids are expressed as
percentage of vitexin, but it may also include isovitexin, orientin, isoorientin,

kaempferol, apigenin, and chrysin (Barnes et al., 2012).

The aim of this study was to evaluate the effect of a standardized Passiflora
incarnata extract on naloxone-induced withdrawal signs in morphine dependent mice,
as well as to measure the GFAP and S100B immune content in the prefrontal cortex
and hippocampus of this mice. In addition, it was evaluated the DNA damage by

single cell gel electrophoresis assay (SCGE, also known as comet assay).

METHODS
Animals

Male albino adult mice (60 day-old) weighing 35-40g (CF-1 strain) were
allocated in groups of four in 49x34x16-cm polypropylene home cages (n=8-10). All
animals were maintained under a standard 12-hour light/dark cycle (lights on at 07:00
a.m. and off at 07:00 p.m.) in a temperature-controlled environment (22+2°C).
Animals had free access to water and chow. The experiments were approved by the
University Ethics Committee (Number 30520) and were carried out in accordance
with current guidelines for the care of laboratory animals.
The minimum number of animals required to produce reliable scientific data were
used. Due to differences in the dispersion of data, the sample size for the behavioral
experiments is usually higher than that for biochemical experiments. The animals
used on locomotor activity teste were different from naloxone-induced jumping in

morphine-dependent mice test; and the following tests were performed in the second
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group. All behavioral tests were performed in the morning between 8:00 a.m. and
12:00 a.m.
Chemicals

Morphine sulfate (10mg/ml, Dimorf®) was purchased from Cristalia (Itapira, SP,
Brazil); naloxone hydrochloride from Sigma—Aldrich (St. Louis, MO, USA), and
dimethyl sulphoxide (DMSO) from Vetec Quimica Fina Ltda. (Duque de Caxias, RJ,
Brazil). Mouse monoclonal anti-S100B antibody (SH-B1), Ponceau S and o-
phenylenediamine (OPD) were obtained from Sigma (St. Louis, MO, USA).
Polyclonal anti-S100 and anti-GFAP rabbit antibodies were purchased from Dako
(Glostrup, Denmark). Anti-rabbit peroxidase-conjugated immunoglobulin (IgG)
antibody was from Amersham (Buckingamshire, United Kingdom). All other
chemicals were purchased from local commercial suppliers.
Preparation of plant extract

Tablets of a commercial extract of Passiflora incarnata (Sintocalmy®, Aché
Laboratory, Guarulhos, SP, Brazil) standardized in 21 mg (7%) of total flavonoids
expressed in vitexin and devoid of beta carboline-type alkaloids were crushed and
macerated in methanol for 24 hours. The methanol extract was filtered and the
solvent removed on a rotary evaporator, thereby obtaining the P. incarnata flavonoids
extract (Pl) used in the experiments. The extract was analyzed by means of high
performance liquid chromatography and ultra performance liquid chromatography
(HPLC/PDA and UPLC/MS) in order to verify the chemical profile and to characterize
the extract. For animal treatments, the Pl was diluted in 10% DMSO and a volume of

10 ml/kg was administered by intraperitoneal injection in doses of 50,100 and 200
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mg/kg of body weight. The used doses were chosen based on literature and previous
works of our research group (Dhawan et al., 2002a; Schunck et al., 2017).
Behavioral Experiments

Locomotor activity

Spontaneous locomotor activity was evaluated in a dark room exempt of noise 1
hour after treatments with saline, 10% DMSO, and 50, 100, and 200 mg/kg PI (n=8-
10/group). The locomotor activity cage (Insight Ltda., Ribeirdo Preto, SP, Brazil)
consists of a 50 x 48 x 50 cm box equipped with six bars, each bar with 16 infrared
light sensors that detect the relative position of the animal on the box. The total
distance travelled by the animal was evaluated for 15 minutes, with the first 5 min
considered to be exploratory activity and the final 10 min recorded as the test session

(Maciel et al., 2014).

Naloxone-induced jumping in morphine-dependent mice

Morphine sulfate was injected intraperitonially (ip) three times a day (9:30,
13:30 and 17:30 h) on the following dosage schedule: the first three doses were 50,
50 and 75 mg/kg, respectively; the higher dose at the third daily injection was aimed
to minimize potential overnight withdrawal. Each of the doses was increased by 25
mg/kg/day (n=8-10/group). Morphine administration was carried out over a maximum
of 3 days, with an additional dose (50 mg/kg) administered on the morning (9:30 h) of
the test (day 4). Two hours after the last morphine dose, mice were injected (ip) with:
saline, 10% DMSO, or 50, 100, and 200 mg/kg PI. Forty-five minutes after the last
injection, the mice received naloxone (5 mg/kg, ip) and they were immediately placed

in transparent plastic cylinders (19 cm diameter, 42 cm high). The number of jumps
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(at least 1 cm above the floor) during the subsequent 15 min was recorded. A blank
control group (run in parallel with experimental groups) consisted of the same
schedule of drug and treatments administration, except that all injections were saline
(Leal et al., 2003). Additionally, while the animals were inside the cylinders, the total
number of fecal pellets produced was measured.
Sample collection

On the 24 hours after the onset of jumping assay, the animals were
euthanized by decapitation. Blood samples were collected from the vena cava and
transferred to tubes (BD Vacutainer®) containing heparin as anticoagulant. Besides,
the prefrontal cortex and hippocampus were dissected on a cold surface and

immediately frozen in liquid nitrogen and kept at -80°C until analysis.

Neurochemistry

S100B Measurement

The S100B content in the prefrontal cortex and hippocampus was measured
by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), as previously described (Leite et
al., 2008). Briefly, whole brain structures (prefrontal cortex and hippocampus) were
homogenized on PBS contening 1 mM of PMSF and 1mM of EGTA (9,8 mL PBS +
100 yL PMSF 100mM + 100 yL EGTA 100mM); 50 puL samples plus 50 uL Tris buffer
were incubated for 2 h on a microtiter plate previously coated with monoclonal anti-
S100B (SH-B1) antibody. Polyclonal anti-S100 was incubated during 30 min and
then peroxidase-conjugated anti-rabbit antibody was added for a further 30 min. A
colorimetric reaction with OPD was measured at 492 nm. The standard S100B curve

ranged from 0.025 to 2.5 ng/mL.
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GFAP Measurement

ELISA for GFAP in the prefrontal cortex and hippocampus was carried out as
previously described (Tramontina et al., 2007). Briefly, whole brain structures
(prefrontal cortex and hippocampus) were homogenized on PBS contening 1 mM of
PMSF and 1mM of EGTA (9,8 mL PBS + 100 yL PMSF 100mM + 100 yL EGTA
100mM); microtiter plate was coated with 100 yL of samples containing 30 ug of
protein for 24 h at 4°C and then incubated with a rabbit polyclonal anti-GFAP for 1 h,
followed by incubation with a secondary antibody conjugated with peroxidase for 1 h,
at room temperature. A colorimetric reaction with OPD was measured at 492 nm. The

standard GFAP curve ranged from 0.1 to 10 ng/mL.

Comet assay

Comet assay was performed in whole blood immediately after collection. The
comet assay was performed in alkaline medium (pH>13) as described by (Goethel et
al., 2014). GelRed-stained (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA) slides
were examined under a fluorescence microscope, 500x magnification (Olympus
BX60F-3, Olympus Optical, Japan). In each sample, images of 100 randomly
selected cells (50 cells in duplicate) were analyzed. The parameter selected for the

assessment of DNA damage was the percentage of DNA in the tail (% Tail DNA).

Statistical analysis
All statistical analyses were performed using the GraphPad Prism® 6 software.
Data are presented as mean + standard error of the mean. Shapiro-Wilk normality

teste was used to determinate normal distribution among the experiental groups. All
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results were analyzed through one-way ANOVA, followed by Tukey post-hoc test for

multiple comparisons. The level of significance was set at p<0.05

RESULTS
P. incarnata extract phytochemical profile

A typical flavonoid profile was detected as shown in Figure 1. The
identification of the 12 largest peaks was possible by comparing molecular weight
with the literature data (Abourashed et al.,2002; Rehwald et al., 1994; Wohimuth et
al., 2010) and its maximum absorption A (Mabry et al., 1970) (Table 1). Therefore, the
flavonoids isoschaftoside, isoorientin, orientin, schaftoside, saponarin, vitexin and
isovitexin had been identified (Abourashed et al., 2002; Patel et al., 2009; Wohlmuth
et al., 2010; Elsas et al., 2010; Ingale and Hivrale, 2010; Avula et al., 2012), while
other peaks remain unknown. As the extract is standardized in 7% of flavonoids and
free of alkaloids, it is assumed that the other components may be coumarins, which

are also present in the extract, according to the supplier.
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Figure 1. HPLC analysis of the Passiflora incarnata methanolic extract
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Table 1. Flavonoid peaks in the extract of Passiflora incarnata

Retention A Max. Likely identity

Peak No. time (min) absorvance (nm) of peak

1 4.56 338 Unknown

2 6.56 333 Unknown

3 .65 333 Unknown

4 9.45 334 Isoschaftoside

5 10.90 347 Isoorientin

6 12.00 345 Orientin

74 13.18 < B Schaftoside

8 14.45 332 Unknown

9 15.35 331 Unknown

10 16.83 330 Saponarin

 ji 19.26 330 Vitexin

12 22.13 331 Isovitexin

Locomotor activity

In the test for exploratory activity, shown in Fig. 2A, the treated groups did not
reduce exploratory activity in relation the controls (ANOVA/Tukey, Fa,44) = 2,256;
p<0.05). The results obtained for the locomotor activity test are shown in Fig. 2B,
animals treated with Pl 200 mg/kg significantly reduced the locomotor activity
compared to 10% DMSO (ANOVA/Tukey, Fua44) = 4,976; p<0.05). No significant
results were observed in other treated groups for both locomotor and exploratory

activity.
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Figure 2. Effect of Passiflora incarnata extract in mice exploratory (A) and locomotor (B) activity. Values are
represented as mean = S.E.M. *Significantly different from 10% DMSO (*p<0.05; **p<0,01; ANOVA/Tukey); #
Significantly different from saline (#p<0,05; ANOVA/Tukey), n=8-10 . Pl 50 = P. incarnata extract 50 mg/kg, PI
100 = P. incarnata extract 100 mg/kg, Pl 200 = P. incarnata extract 200 mg/kg.
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Naloxone-induced jumping in morphine-dependent mice

On naloxone-induced jumping test (figure 3), it was observed a significant
decrease in the number of jumps in the mice treated with Pl 50 mg/kg
(ANOVA/Tukey, F@51)=6,144; p<0.05) and Pl 100 mg/kg (ANOVA/Tukey,

F@,51=6,144; p<0.05) in relation to control.
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Figure 3. Effect of Passiflora incarnata extract on naloxone-induced "jumping" behavior. Values are represented
as mean * S.E.M. *Significantly different from 10% DMSO (*p<0,05; **p <0,01; ANOVA/Tukey,; # Significantly
different from saline control group (#p<0,05; ##p<0,01; ANOVA/Tukey,. (n=8-10). PI 50 = P. incarnata extract 50
mg/kg, PI 100 = P. incarnata extract 100 mg/kg, Pl 200 = P. incarnata extract 200 mg/kg.

Number of fecal pellet

Fecal pellet was quantified during the naloxone-induced jumping test (figure
4). It was seen that animals treated with Pl 100 mg/kg reduced significantly the
number of fecal pellet compared to saline (ANOVA/Tukey, F@,51)=3,690; p <0.05).
Others somatic sigs such as paw tremors, wet dog body shakes and diarrhea were

also decreased (data not shown).
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Figure 4. Effect of the Passiflora incarnata extract on the number of fecal pellet produced during the naloxone
induced jumping test. Values are represented as mean + S.E.M. * Significant difference from saline control group
(**p<0,01; one way ANOVA/Tukey, n=8-10). Pl 50 = P. incarnata extract 50 mg/kg, Pl 100 = P. incarnata extract
100 mg/kg, Pl 200 = P. incarnata extract 200 mg/kg.

GFAP and S100B immunocontent:

No significant differences on GFAP levels were observed on hippocampus
(figure 5A) and prefrontal cortex (figure 5B) between Pl treated and control groups
(ANOVA/Tukey, F@.23) = 0,4265 / F@423) = 0,1303; p <0.05). On the other hand, PI
100mg/kg significantly decreased S100b immunocontent on prefrontal cortex (figure
6B); however, no difference was demonstrated in the hippocampus (figure 6A)

(ANOVA/Tukey, F4,30) = 3,349 / F(4,30) = 2,018; p <0.05)
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Figure 5. Effect of the Passiflora incarnata extract on hippocampus (A) and prefrontal cortex (B) GFAP
immunocontent. Values are represented as mean + S.E.M (p<0,05, ANOVA/Tukey, n=8-10) Pl 50 = P. incarnata
extract 50 mg/kg, Pl 100 = P. incarnata extract 100 mg/kg, Pl 200 = P. incarnata extract 200 mg/kg
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Figure 6. Effect of the Passiflora incarnata extract on hippocampus (A) and prefrontal cortex (B) S100B
immunocontent. *Significant difference from DMSO 10% control group. Values are represented as mean + S.E.M
(p<0,05, ANOVA/Tukey, n=8-10) PI 50 = P. incarnata extract 50 mg/kg, Pl 100 = P. incarnata extract 100 mg/kg,
P1 200 = P. incarnata extract 200 mg/kg
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Comet assay

The comet assay was performed on whole blood (figure 7), there was
observed that all morphine dependent mice presented a significant increase of DNA
damage in relations to naive animals (that did not receive morphine), however the PI
100 mg/kg treated mice showed a significant decrease in DNA damage

(ANOVA/Tukey, Fua32) = 0,7900; p <0.01).
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Figure 7. Effect of the Passiflora incarnata extract on DNA damage measure by comet assay in whole blood.
Values are represented as mean = S.E.M. *Significantly difference from naive group (*p<0,05; **p<0,01;
***p<0,001; ANOVA/Tukey, n=8-10) Pl 50 = P. incarnata extract 50 mg/kg, Pl 100 = P. incarnata extract 100
mg/kg, Pl 200 = P. incarnata extract 200 mg/kg

Discussion
The present study showed that P. incarnata treatment significantly decreased
naloxone-induced opioid withdrawal symptoms in mice, observed through the

jumping behavior. This result corroborate with previous studies of Dhawan (2002),
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Kerachian (2007), and Akhondzadeh (Akhondzadeh et al., 2001b; Dhawan et al.,
2002a; Kerachian et al., 2007) which demonstrated reduced morphine withdrawal
sigs on rats, mice and humans morphine dependents respectively. Additionally,
except for 200 mg/kg PI, any impairment in locomotor activity was observed, this
result could reflect the depressive CNS effect of Pl due to GABA receptor modulation
(Appel et al., 2011), although the locomotor decrease do not affected the naloxone-
induced jumping, demonstrating that locomotor activity and withdrawal jumping differ
on neural basis (Koob et al., 1992). Diarrhea and feces over production are morphine
withdrawal physiologic responses (Kalinichev and Holtzman, 2003) that were
reversed by Pl 100 mg/kg treatment.

The chemical analysis for the Passiflora incarnata extract (Pl) exhibited a
chromatographic profile which comprised a number of flavonoids detected by HPLC-
PDA, such as isoschaftoside, isoorientin, orientin, schaftoside, saponarin, vitexin and
isovitexin. Previous investigations with P. incarnata describe a similar -composition
(Amaral et al., 2016; Dhawan et al., 2004; Elsas et al., 2010; Grundmann et al., 2008;
Miroddi et al., 2013; Tiwari et al., 2015) that could vary by the type of extraction
(hydroethanolic, methanolic, ethanolic, etc) or the Passiflora species used
(Abourashed et al., 2002). Many compounds are produced by these plants,
comprising alkaloids, phenols, cyanogenic compounds and glycosyl flavonoids
(Ingale and Hivrale, 2010). However, in the present study a commercial standard
formulation was used containing only flavonoids.

P. incarnata extract is suggest to modulate the y-aminobutyric acid system
(GABA), by its affinity for both GABAa and GABAs receptors in the CNS (Appel et al.,

2011). Besides, the anxiolytic activity of P. incarnata extract is mediated via the
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GABAergic system, as flumazenil antagonized the extract activity (Grundmann et al.,
2008). GABAergic system is suggest to modulate the naloxone-induced jumping in
morphine-dependent mice, both GABAA and GABAs agonists decrease jumping
behavior (Zarrindast and Mousa-Ahmadi, 1999). Therefore, withdrawal syndrome is
the driving-force to drug-seeking and relapse on opioid addiction treatment patients.
In an effort to elicit underlying mechanism of P. incarnata effects, a thin-layer
chromatography (TLC) was performed. The chemical fingerprint analysis of amino
acids showed GABA as dominant amino acid among others such as glycine,
cysteine, serine, alanine, and glutamate (Elsas et al., 2010). In spite of any specific
compound identified in the extract has been related to its pharmacological effects, it
is believed that flavonoids are the major responsible for pharmacological activities
(Yuan et al., 2012, 2016a, 2016b); Lam et al., 2016). . .

Glial cell activation and neuron-glia relationship have been implicated in chronic pain
mechanism and tolerance to pain relievers (Miguel-Hidalgo, 2009). A few events can
trigger glial activation, including CNS injury, infections and pain states, promoting an
increase in proinflammatory cytokines and other potentially pain-enhancing
substances release (Perea and Araque, 2005). A couple of brain structures suffer
detectable reactive astrogliosis, including hippocampus (Song and Zhao, 2001;
Weber et al., 2013) and prefrontal cortex (Ferrer-Alcén et al., 2000; Garcia-Sevilla et
al., 1997), two of the main structures involved in memory, habit formation and
decision-making (Purves et al., 2012). Therefore, they are key structures in the study
of drug abuse and withdrawal syndrome. Previous works showed that these and
other structures (ventral tegmental area, nucleus accumbens, frontal cortex, locus

coeruleus and nucleus of the solitary tract) are affected by opioid chronic use
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(Amaral et al., 2016; Beitner-Johnson et al., 1993; Ferrer-Alcén et al., 2000; Garcia-
Sevilla et al., 1997; Marie-Claire et al., 2004; Song and Zhao, 2001; Tawfik, 2005;
Weber et al., 2013).

Increased number of this glial cell and expression of markers such as GFAP
can be used to identify astrocyte activation (McMahon et al., 2005). Indeed, chronic
morphine administration was shown to reduce the expression of GFAP on
mesencephalon, however, opposite result was seen on nucleus accumbens (Amaral
2016), prefrontal cortex, locus ceruleus, solirary tract nucleus, ventral tegmental area
(Beitner-dohnson et al., 1993; Ferrer-Alcén et al., 2000; Garcia-Sevilla et al., 1997,
Marie-Claire et al., 2004; Tawfik, 2005; Weber et al., 2013) regions in which
increased GFAP was found. In a study of glial cell involvement on morphine
tolerance, chronic morphine was reported to affect the neural system differently,
increased GFAP on hippocampus, spinal cord and posterior cingulate cortex,
however did not affect thalamus or hypothalamus (Song and Zhao, 2001).

S100B is another tissue marker of glial activation, less investigated than
GFAP, yet not less important in astroglial survival and proliferation. Astrocytes
release nano-quantities of S100B in an injury response, as a neurotrophic factor and
neuronal survival. However, when overproduced by glial activation, it could lead to
exacerbation of neuroinflammation and neuronal dysfunction (Van Eldik and
Wainwright, 2003). The chronic morphine treatment demonstrate to increase blood
S100B levels in humans (Brvar et al., 2005) and rats (Granstrem et al., 2006).

As observed in figures 6 and 7, treatment with Pl 50 mg/kg was able to
decrease significantly the S100B protein levels on prefrontal cortex only, however a

tendency towards a decrease in GFAP levels were observed in prefrontal cortex. The
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meaning of this specific change in unclear, but it may suggest neuroprotective effects
(Ingale and Kasture, 2017) on such brain area by acute Pl treatment (Santos et al.,
2016). Moreover, studies have suggested extracellular trophic or apoptotic effects of
S100B, depending on its concentration on neighboring cells (Donato et al., 2009).
However, we did not investigate S100B secretion in brain tissue, which deserves
further investigation (e.g. Vizuete et al, 2018). Morphine affect tissues with opioid
receptor presence, immune cells are one of those. The T cell or T lymphocyte is a
type of lymphocyte that plays central role in cell-mediated immunity and presents
opioid receptors on it's manbrane, although this T cell seems to be sensitive to
morphine administration; Tsujikawa et al. (2009) found that morphine induced DNA
damage in human CD3* T cells (Tsujikawa et al., 2009). Likewise, Shafer et al (1994)
found similar results, increased DNA damage in human HUT-78 T-cell cultures under
chronic morphine (Shafer et al., 1994). The DNA damage could be a response of
elevated oxidative stress (Barzilai and Yamamoto, 2004) by morphine administration
(Skrabalova et al., 2013). The mitochondria is affected by morphine oxidative stress
either, reduced copies of mitochondrial DNA (mtDNA) was found on hippocampus
and peripheral blood, this hypothesis points to mitochondrial dysregulation and
increased autophagy (Feng et al., 2013). Furthermore, morphine is shown to up
regulate calcium ion channels (Shibasaki et al., 2010), p-opioid receptor-induced
calcium increase inhibiting DNA synthesis and stimulating astrocytes hypertrophy
(Hauser et al., 1996). In the present study, whole blood comet assay showed DNA
damage in morphine-treated groups compared to naive animals, which was
prevented by P. incarnata extract treatment (Figure 8). The protection against DNA

damage at 100 mg/kg Pl extract treatment would be seen as antioxidant and
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neuroprotective activity related to P. incarnata flavonoids (Fang An et al., 2015; Kim
et al., 2005; Lam et al., 2016; Lee et al., 2015; Lépez-Alarcén and Denicola, 2013;
Srinivasan, 2014; Valko et al., 2007; Yuan et al., 2016b) and a possible mechanism
on Pl effects.
CONCLUSION

In conclusion, Passiflora incarnata treatment was efficient, decreasing
morphine withdrawal symptoms, preventing DNA damage on blood immune cells and
restoring S100b levels in prefrontal cortex, thereby reducing chronic morphine CNS
damage. The P. incarnata administration may improve detoxification treatment
success and pain relief addicted people health condition. Although more studies are
necessary to clarify this hypothesis, P. incarnata treatment could be an adjuvant

therapy in the management of morphine withdrawal syndrome.
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DISCUSSAO

O abuso de drogas gera consequéncias adversas nao somente do ponto de
vista médico, mas também social e econémico. A busca de novas abordagens
terapéuticas é emergente. Os produtos naturais sdo uma importante fonte de novas
substancias com aplicabilidade terapéutica. Isto mostra a necessidade para
planejamento de uma atividade guiada de avaliagéo fitofarmacologica (Chaudhary

and Khadabadi, 2012).

Revisando a literatura de plantas com potencial terapéutico antiaditivo, foram
encontradas 50 espécies de plantas com estudos em modelos animais e clinicos,
demonstrando potencial atividade sobre a dependéncia, tolerancia e sindrome de
abstinéncia de alcool, nicotina, cocaina, opioides, anfetaminas, canabis e
benzodiazepinicos. A grande maioria das plantas encontradas na literatura possuem

indicagao de uso tradicional.

Algumas plantas demonstram propriedades antiaditivas para mais de uma
droga, entre elas a Passiflora incarnata L., conhecida como “flor da paixao” e
originaria da América do Norte, ela € base para medicamentos fitoterapicos
utilizados no tratamento da ansiedade, disturbios do sono e estresse nervoso.
Popularmente a infusdo das partes aéreas da planta é utilizada como calmante e
indutor de sono. A literatura descreve efeito antiaditivo de P. incarnata para alcool,
opioides, anfetamina, canabis e benzodiazepinicos. A fitoquimica de P. incarnata é
complexa, composta de compostos polifendlicos, alcaloides, flavonoides e
compostos cianogénicos (Ingale and Hivrale, 2010), mas credita-se aos flavonoides
os efeitos descritos para a planta (He et al., 2016). Os mecanismos farmacoldgicos

ndo sao conhecidos, porém, baseado em estudos com ligantes especificos
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(Grundmann et al., 2008; Appel et al.,, 2011) e no conteudo de aminoacidos
presentes no extrato vegetal, sugere-se que os efeitos observados sao resultado da

interacdo dos compostos com neurénios GABAérgicos no SNC (Elsas et al., 2010).

O uso de analgésicos opioides €& de grande importancia em algumas
condicdes clinicas (Argoff and Viscusi, 2014; Caraceni et al., 2012). Contudo, a
prescricdo de opioides vem crescendo, e junto cresce o numero de pacientes
dependentes a estes (United Nations Office on Drugs and Crime, 2017). Os
medicamentos para alivio da dor lideram o ranking de prescricdes médicas, estima-
se que no ano de 2016, 11,8 milhdes de pessoas acima de 12 anos fizeram abuso
de opioides prescritos; incluindo os usuarios de heroina serdo mais 948 mil de
usuarios de opioides com algum disturbio de uso (Substance Abuse and Mental
Health Services Administration., 2017). Novos e mais potentes analgésicos opioides
estdo sendo desenvolvidos, aumentando a chance de abuso e dependéncia

(Juurlink & Dhalla, 2012; 2015).

A dependéncia de morfina € um disturbio que envolve diversos mecanismos,
além da neuroadaptacédo gerada pelo uso cronico (Volkow and Morales, 2015a;
Koob and Volkow, 2016a), outros sistemas de neurotransmissao estao envolvidos.
Na sindrome de abstinéncia, foi constatado o envolvimento do sistema
endocanabindide (Ramesh et al., 2013), do sistema noradrenérgico no locus
coeruleus (Kosten and George, 2002; Ballantyne and LaForge, 2007; Veilleux et al.,
2010), sistema colinérgico (Brase et al., 1974), sistema glutamatérgico (Wolf, 1998;
Miguel-Hidalgo, 2009), sistema GABAérgico (Zarrindast and Mousa-Ahmadi, 1999),

sistema imune (Heagy et al., 1990; Sharp, 2006; Tsujikawa et al., 2009) além de
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possiveis sitios alostéricos (Burford et al., 2015) em receptores do proprio sistema

opioide (Yekkirala et al., 2009).

Ademais é importante destacar que a morfina por ser um agonista Y- opioide,
também eleva o humor, especialmente quanto usada de forma recreativa (Al-Hasani
and Bruchas, 2011). Um dos efeitos da morfina, é a inibicdo de neurbnios
GABAérgicos inibitérios, que controlam a liberagdo de dopamina no nucleo
accumbens, aumentando a liberacdo de dopamina para a area tegmental ventral e

consequentemente gerando efeito de recompensa (Sulzer, 2011).

A farmacoterapia atual para tratamento da dependéncia de opioides tem duas
abordagem: terapia de substituicdo, utilizando outros agonistas opioides (metadona,
buprenorfina) ou antagonistas farmacoldgicos (naloxona, naltrexona) (Center for
Substance Abuse Treatment, 2004; NIDA, 2012a; Krupitsky et al., 2013; Tanum et
al.,, 2017). No processo de desintoxicagdo, passo importante no tratamento da
dependéncia, a sindrome de abstinéncia € um forte adversario. Medicamentos
benzodiazepinicos podem ser receitados a fim de reduzir os sinais da sindrome de
abstinéncia (agitagao, irritabilidade, insbnia, tremores), no entanto, ndo € indicado o
uso de outra droga com poder de gerar dependéncia (Maldonado et al., 1991; Suzuki

et al., 1995).

Tomando em conta a quantidade de estudos publicados e a efetividade no
combate aos sinais da sindrome de abstinéncia a alcool, opioides, nicotina, canabis
e benzodiazepinicos em animais (Dhawan et al., 2002c, 2002a, 2002b, 2002d, 2003;
Capasso and Sorrentino, 2005) e de opioides em humanos (Akhondzadeh et al.,

2001b), a planta Passifora incarnata mostrou-se uma forte candidata a estudos mais
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aprofundados. P. incarnata € um reconhecido fitoterapico comercializado sob
diversos nomes, como: Sintocalmy® Aché, Seakalm® Natulab, Tensart® Ativus,
Ritmoneuran® Kley Hertz, Pazine® Areze; e algumas formulagdes como: Pasalix®

Marjan, Calman® Ativus, que utilizam outras plantas além da P.incarnata.

O fitoterapico utilizado no estudo, Sintocalmy® Aché, é composto pelo extrato
das partes aéreas de Passiflora incarnata, padronizado em 42 mg (7%) de
flavonoides totais expressos em vitexina, sem alcaloides detectaveis. Sintocalmy® é
indicado para tratar estados de irritabilidade, agitacdo nervosa, tratamento de
insbnia e desordens de ansiedade. Estudos anteriores de nosso grupo
demonstraram que este extrato reverte a analgesia induzida pela sindrome de
abstinéncia em alcool (Schunck et al., 2017). Além disso, apds revisao na literatura
sobre plantas com potencial antiaditivo, observou-se que era atribuida aos

flavonoides a atividade antiaditiva de diversas plantas.

No presente estudo, o extrato metandlico extraido dos comprimidos
padronizados de Passiflora incarnata (Pl 50 mg/kg e 100 mg/kg inibiu o “jumping”
induzido por naloxona em camundongos dependentes de morfina, sem nenhum
prejuizo a atividade locomotora dos animais. A dose de 200 mg/kg do extrato
reduziu significativamente a atividade locomotora, porém, sem efeito sobre o
comportamento de “jumping”, demonstrando que locomog¢ao e “jumping induzido”
utilizam de diferentes bases neurais (Koob et al.,, 1992). Ademais, diarreia e
aumento de bolos fecais, que sao sinais fisiolégicos da retirada de morfina
(Kalinichev and Holtzman, 2003), foram revertidos pelo tratamento com Pl 100

mg/kg.
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Passiflora incarnata é um depressor do SNC (Soulimani et al., 1997), a
administragcao crbnica do extrato de P. incarnata diminui a ansiedade, modula a
aprendizagem espacial, e neurotransmissdo em ratos, além da melhora na aquisicéo
de memodria (Dhawan et al., 2004; Jawna-Zboinska et al., 2016). Além do mais, foi
encontrada uma certa quantidade do amino acido y-aminobutirico (GABA) no extrato
de P. incarnata (Elsas et al., 2010), sugerindo que a bioatividade da planta pode
resultar de modulagéo direta sobre os receptores GABA (GABAaA e GABAB), e/ou
acgao sinérgica com os fitoconstituintes do extrato (Campbell et al., 2004; Appel et al.,

2011).

Considerando que os flavonoides presentes no extrato de Passiflora incarnata
(vitexina, isovitexina, orientina, isoorientina) apresentam propriedades antioxidantes
(Kim et al., 2005; Valko et al., 2007; Lopez-Alarcén and Denicola, 2013; Srinivasan,
2014; Lee et al., 2015; Fang An et al., 2015; Lam et al., 2016; Yuan et al., 2016b), o
efeito do extrato observado no estudo pode estar relacionado a estas atividades
antioxidantes. A administracdo de morfina € passivel de elevar o estresse oxidativo
em enceéfalos de humanos e roedores via interferéncia em enzimas que degradam
espécies reativas de oxigénio (ROS), como a superoxido dismutase (SOD), catalase
(CAT), glutationa peroxidase (GSHPx), além de diminuir os niveis de glutationa
(Skrabalova et al., 2013). O estresse oxidativo esta relacionado a dano no DNA
(Barzilai and Yamamoto, 2004), condigdo também observada na administragao
cronica de morfina (Shafer et al., 1994; Tsujikawa et al., 2009), que no presente
estudo foi prevenido pelo tratamento com Pl 100 mg/kg. A mitocOndria, fonte de
ROS, também ¢é afetada pela administracdo de morfina, nimero reduzido de coépias

de DNA mitocondrial foi achado em hipocampo e sangue periférico de ratos e
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humanos, a principal hipotese é de aumento da autofagia por desregulagao
mitocondrial (Feng et al.,, 2013). Ademais, administracdo de morfina aumentou o
numero de canais para o ion calcio (Shibasaki et al., 2010), este aumento de calcio
mediado por receptores y-opioides inibiu a sintese de DNA e estimulou a hipertrofia
astrocitaria. (Hauser et al.,, 1996). Além do mais, aos mesmos flavonoides é
atribuida atividade anti-inflamatéria, antinociceptiva e neuroprotetora (Abbasi et al.,

2012; Lam et al., 2016).

O possivel envolvimento dos astrocitos na tolerancia e dependéncia a morfina
foi inicialmente proposto por Ronnback and Hansson (1988), desde entdo diversos
trabalhos tentam encontrar relagcdo entre os fatos (Ronnback and Hansson, 1988a,
1988b). A proteina GFAP é uma proteina estrutural de astrocitos maduros, seu
aumento € marcador de reagao artrocitaria a injuria no SNC, infec¢des e estados de
dor (Araque and Navarrete, 2010). O tratamento crénico com morfina elevou a
expressdo da GFAP ou alargamento dos astrocitos na area tegmental ventral,
nucleo accumbens, cértex pré-frontal, hipocampo, locus coeruleus e nucleo do trato
solitario em ratos (Beitner-Johnson et al., 1993; Garcia-Sevilla et al., 1997; Ferrer-
Alcdn et al., 2000; Song and Zhao, 2001; Marie-Claire et al., 2004; Weber et al.,
2013), estruturas criticas para sinalizagcdo de recompensa, memoria, formacéo de
habito e tomada de decis&o (Purves et al., 2012). Alguns autores acreditam que esta
elevagdo da GFAP induzida pela morfina seja mediada pela ativagao de receptores
a2-adrenergicos, ja que o antagonista yoimbina previne o aumento de GFAP

(Garrido et al., 2005; Alonso et al., 2007)..

Outro marcador de astrogliose é a proteina S100B, ainda pouco utilizada em

estudos de drogas de abuso, ela € excretada pelos astrocitos e é importante na
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sobrevivéncia e proliferacdo astrogilal, porem quando produzido em elevadas
concentragdes pela ativagdo glial, pode levar ao aumento da neuroinflamagéo e
disfuncao neuronal (Van Eldik and Wainwright, 2003). Os niveis de S100B no soro
de usuarios de heroina que sofreram overdose sao significativamente mais altos em
relacdo a nao usuarios (Brvar et al., 2005). O mesmo resultado foi encontrado para

administragao cronica de morfina ratos (Granstrem et al., 2006).

Os transportadores de glutamato nos astrécitos, GLT-1 e GLAST, apresentam
numero reduzido em animais administrados com morfina (Mao et al., 2002),
aumentando a quantidade de glutamato na fenda sinaptica. O aminoacido glutamato
é relacionado ao processo de aprendizagem e formacao de habito no disturbio da
dependéncia a drogas (Kalivas, 2004; Hyman, 2005). Glutamato em excesso pode
ser citotoxico, levando a superproducdo de ROS e reduzindo a glutationa, molécula

biogénica antioxidante (Savolainen et al., 1998; Murphy et al., 1989).

O extrato Pl 100 mg/kg reduziu os niveis da proteina S100B somente no
cortex pré-frontal. Outro marcador e estruturas ndo apresentaram diferenca
significante do controle, sendo assim, esta mudanga no biomarcador de astrogliose
reativa pode ndo ser a causa da reducdo do comportamento de “jumping”, no
entanto, nés acreditamos que seja por efeito neuroprotetor (Ingale and Kasture,
2017) nas estruturas cerebrais dos animais tratados com PI contra citotoxicidade do
glutamato (Santos et al., 2016). Nenhum mecanismo de acgao foi identificado e mais

trabalhos sdo necessarios neste sentido.
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CONCLUSOES

Concluimos que ha na literatura relatos de 50 plantas com possivel atividade
contra dependéncia de diversas drogas de abuso, das quais para a grande maioria
se conhece algum tipo de mecanismo e/ou molécula responsavel por este efeito. Os
flavonoides tem sido citados na maioria dos estudos como sendo os principais
componentes com atividade antiaditiva. Todas as plantas apresentam descricdo de
algum tipo de uso na medicina tradicional, principalmente como calmante.
Acreditamos que mais estudos com estas plantas sao necessarios a fim de atestar
propriedades antiaditivas.

Também concluimos que o extrato padronizado de Passiflora incarnata
utilizado neste estudo foi eficaz em diminuir a sindrome de abstinéncia a morfina
induzida por naloxona sem interferir na atividade locomotora de camundongos. Além
de diminuir os niveis de S100B no cértex pré-frontal deste animais, também preveniu
o dano de DNA causado pela administragdorepetida de morfina. O tratamento agudo
com o extrato ndo alterou os niveis da proteina GFAP no hipocampo nem no cortex
pré-frontal.

Noés sugerimos que o extrato de Passiflora incarnata usado neste trabalho tem
potencial como adjuvante no tratamento da dependéncia e abstinéncia de morfina.
Mais estudos clinicos s&o necessarios para atestar eficacia e comprovar esta

hipotese.
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