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RESUMO

O transtorno depressivo € uma doenca de curso crbénico e recorrente, que apresenta alta
incidéncia e prevaléncia. O tratamento deste transtorno é feito com drogas que, a despeito da
eficacia, apresentam muitos efeitos colaterais. Isto tem levado a pesquisa de plantas e de
produtos delas derivados que apresentem eficacia no tratamento da depressdo e baixa
toxicidade. A espécie Annona muricata L., conhecida popularmente como graviola, é
empregada na medicina popular como sedativo, anticonvulsivante, hipoglicemiante e
antidepressivo. Este trabalho teve como objetivo caracterizar o efeito antidepressivo-simile do
extrato hidroetanélico das folhas de Annona muricata L. (EHFAM) em camundongos, através
de testes comportamentais especificos. Inicialmente, uma andlise fitoquimica do extrato
indicou a presenca de flavondides e alcaldides. Posteriormente o extrato foi submetido a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), a qual indicou a presenca dos seguintes
compostos fenolicos: acido caféico, acido galico, acido clorogénico, rutina, quercetina,
caempferol, catequina, epicatequina, quercitrina e &cido elagico. Do ponto de vista
farmacologico, a administracédo intraperitoneal do EHFAM, na dose de 5 mg/kg, apresentou
efeito antidepressivo-simile em camundongos submetidos ao teste do nado forcado; tal efeito
foi evidenciado pela reducdo do tempo de imobilidade do animal no cilindro com agua.
Ressalta-se que o efeito anteriormente citado foi potencializado quando o material vegetal foi
associado aos antidepressivos bupropiona, fluoxetina e imipramina. Em animais pré-tratados
com reserpina, a administracdo intraperitoneal do extrato, também na dose de 5 mg/kg,
reverteu a acinesia induzida pelo alcaloide. Quando os animais tratados com o EHFAM foram
submetidos ao campo aberto, foi observado que o extrato apresentou um efeito sedativo nos
camundongos, o qual foi evidenciado pela reducdo do nimero de cruzamentos, de grooming e
de rearing, demonstrando que efeito antidepressivo-simile ndo é decorrente de uma possivel
estimulacdo motora. O EHFAM aumentou o limiar de convulsdo em animais tratados com
PTZ, nas doses de 5, 10 20 mg/kg, indicando que o mesmo € destituido de efeito pro-
convulsivante comumente observado em alguns antidepressivos. No teste dos tremores
induzidos por oxotremorina, 0 EHFAM na dose de 5 mg/kg apresentou discreta agdo
antimuscarinica ao antagonizar parcialmente os tremores induzidos pelo agonista colinérgico
em camundongos. Tomados em conjunto, os resultados demonstram que o EHFAM
apresenta potencial efeito sedativo e antidepressivo-simile em doses baixas, sendo este Gltimo
efeito mediado possivelmente pela interacdo de um ou mais componentes do extrato com o
sistema monoaminérgico. Além disso, 0 extrato é destituido de acdo pro-convulsivante, um
efeito comum a alguns antidepressivos classicos.

Palavras-chaves: Annona muricata, alcaldides, flavondides, depressdo , monoaminas.



ABSTRACT

The depressive disorder is a chronic and recurrent course of illness, which has a high
incidence and prevalence. Treatment of the disorder is made with drugs that, in spite of the
effectiveness, have many side effects. This has led to research plants and natural products that
have efficacy in treating depression and low toxicity. The Annona muricata L. species,
popularly known as “graviola”, is used in folk medicine as a sedative, anticonvulsant,
antidepressant and hypoglycemic. This study aimed to characterize the antidepressant-simile
effect of hydroethanolic extract from the leaves of Annona muricata L. (EHFAM) in mice
through specific behavioral tests. Initially, a phytochemical analysis of the extract indicated
the presence of flavonoids and alkaloids. Then the extract was subjected to high-performance
liquid chromatography (HPLC), which indicated the presence of the following phenolic
compounds: caffeic acid, gallic acid, chlorogenic acid, rutin, quercetin, kaempferol, catechin,
epicatechin, quercitrin and ellagic acid. From the pharmacological point of view, the
intraperitoneal administration of EHFAM at a dose of 5 mg/kg showed antidepressant-like
effect in mice subjected to forced swimming test; this effect was evidenced by the reduction
in the animal's immobility time in the cylinder of water. It is noteworthy that the effect
mentioned above was potentiated when the plant material was associated with antidepressants
bupropion, fluoxetine and imipramine. In reserpine-pretreated animals, intraperitoneal
administration of the extract, also at a dose of 5 mg/kg reversed alkaloid-induced akinesia.
When the animals treated with EHFAM were subjected to the open field test, it was observed
that the extract had a sedative effect in mice, which was evidenced by the decrease of the
number of crossings, grooming and rearing, indicating that antidepressant-like effect is not
due to a possible motor stimulation. The EHFAM increased the seizure threshold in animals
treated with PTZ, at a dose of 5, 10, 20mg/kg, indicating that it is devoid of pro-convulsant
effect commonly observed in some antidepressants. In the test of oxotremorine-induced
tremors, EHFAM at a dose of 5 mg/kg showed a slight antimuscarinic action to partially
antagonize the cholinergic agonist-induced tremors in mice. Taken together, the results
demonstrate that EHFAM has the potential sedative and antidepressant-like at low doses, the
latter effect is possibly mediated by the interaction of one or more extract components with
monoaminergic system. Moreover, the extract is devoid of pro-convulsant actions, a common
effect of some classical antidepressants.

Keywords: Annona muricata, alkaloids, flavonoids, depression, monoamines.
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1. INTRODUCAO

1.1 DEPRESSAO

A depressdo € um transtorno mental incapacitante, de curso cronico e recorrente,
caracterizado por comprometimento do estado fisico e psicoldgico do individuo. Os principais
sintomas clinicos da depressdo sdo: anorexia, anedonia, fadiga, letargia, distarbios do sono,
perda de interesse por atividades que normalmente geravam prazer, baixa autoestima,
sentimento de culpa e idéias suicidas (DSM-V, 2014; Gottlieb et al., 2011). Quevedo (2009),
afirma que esses sintomas podem ocorrem com frequéncia e combinar-se entre si. Segundo
Sarin (2013), podem ser observados ainda, déficits cognitivas e de concentracdo, incluindo
o impedimento da habilidade de pensamento e tomada de decisfes. O sentimento de tristeza é
natural em momentos adversos da vida, portanto, para ser dado o diagnostico de depresséo,
paciente devera exibir pelo menos quatro sintomas adicionais por um periodo minimo duas
semanas(VISMARI, ALVES, PALERMONETO, 2008; RAPOSO 2010; DAVIDSON, 2011;
WHO, 2012).

A depresséo é transtorno do humor mais comum na pratica clinica com uma
prevaléncia global de 4,7% para o sexo masculino e 6% para o feminino. Sua incidéncia anual
é de 1,59%, com a média de idade de inicio entre os 20 e 40 anos. Apesar do tratamento, as
taxas de suicidio ainda sdo elevadas acometendo, aproximadamente, 15% dos pacientes,
especialmente os homens (FOUNTOULAKIS, 2010). O transtorno depressivo é responsavel
por 4,3% do impacto de todas as doencas na saude global, e corresponde a terceira principal
causa de doengas, com estimativas para os paises de baixa e média renda em 3,2% e 5,1%,
respectivamente. Proporciona grandes implicacfes sociais, uma vez que 0s pacientes
deprimidos exibem limitacdo de atividades e bem-estar, e maior utilizacdo de servicos de
salde (NEMEROFF, 2007). Segundo Alencastro (2012), ser& a doenga que mais gerara custos
econdmicos e sociais para 0os governos, devido aos gastos com tratamento e as perdas de
producéo.

Recente estudo resultante do ultimo Global Burden of Disease (GBD,2010), refere que
a incapacidade, importante indicador de morbidade, tem na depressdo suaprincipal causa
quanto ao total de anos vividos com incapacidade (YLD?), avaliada como a quarta causa
quanto ao total de anos de vida ajustados para incapacidade (DALYs?). Identificou ainda, que
somente o transtorno depressivos responderam por 8,2% de anos vividos com incapacidade

(years lived with disability - YLDs), tornando-se a segunda principal causa nesta particu-
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laridade, onde os adultos na idade ativa de trabalho (15 a 64 anos) foram os mais atingidos.

Além disto, foi observado que a depressdo contribuiu para o crescimento dos indices
de suicidio e doenca isquémica cardiaca, sendo considerado fator de risco para estes agravos
(Ferrari et al., 2013).

Segundo Organizacdo Mundial de Satde OMS o quadro clinico caracterizado como
transtorno depressivo foi diagndsticado em 64 milhdes de pessoas, 0 equivalente a 2,2% da
populacdo mundial no ano de 2010. Por outro lado, em 2011 os dados estimados indicaram
um aumento para cerca de 75 milhGes de pessoas, 0 que corresponde a 2,7% de toda a
populacdo (OMS, 2013). No Brasil, aproximadamente 10 milhdes de pessoas que sofrem
desse distirbio. Os nimeros sdo alarmantes, e ainda assim é preciso salientar que pessoas
acometidas pela doenga muitas vezes ndo séo diagnosticadas corretamente devido a erros de
médicos(WANCATA, FRIEDRICH, 2011; LOBO, 2012).

Os critérios para o diagndstico e classificacdo dos transtonos depressivos se encontram
no Manual Diagndstico e Estatistico dos Transtornos Mentais, em sua quinta edicdo,
elaborado pela APA (American Psychiatric Association, 1994) e na Classificacdo
Internacional de Doencas, décima edi¢do,CID-10(APA,2013).

A DSM-V descreve que o quadro de depressdo é multideterminado, resultante de
fatores genéticos, bioquimicos, psicoldgicos e sociofamiliares, classifica-o como um conjunto
de perturbagdes que variam em duragéo, frequéncia e intensidade.

Seguindo postulados semelhantes, a Classificacdo Internacional de Doencas — 10a
revisdao (CID-10), a depressdo encontra-se classificada nos itens F32-F33 seguindo alguns
especificadores usados para descrever a condicdo clinica e as caracteristicas atuais em

episédio em: leve, moderado, grave sem caracteristicas psicéticas, grave com caracteristicas

1 Para estimar YLD (Years of Life due of Disability, ou anos de vida com incapacidade) por
uma causa particular em um determinado periodo de tempo, o nimero de casos de doenca em
que o periodo multiplicado pela duracdo média da doenca e fator de peso. Esse indicador
reflete a gravidade da doenca em uma escala de zero (salde perfeita) a um (mortos).

2 Um DALY (Disability Adjusted Life Years) pode significar cada ano perdido de vida
saudavel. A soma desses DALY compreende o impacto da doenca, podendo ser considerada
uma medida da diferenca entre estado de salde atual e uma situacio ideal de salde. E a
somatoria dos anos de vida perdidos pela incapacidade (YLL- years of life lost) devida a
mortalidade prematura na populacdo e os anos perdidos devido a incapacidade para casos
incidentes da condicdo de satide. YLL significa “anos de vida perdidos”, correspondendo
basicamente ao numero de mortes multiplicado pela expectativa de vida padréo na idade em
gue a morte ocorre (OMS, 2013).
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psicdticas, crénico, com caracteristicas ansiosa, mista, catatdnica, melancdlica, atipica,
sazonal e pos-parto (EULALIO,2015). A evolucdo dos transtornos depessivos é individual e
variavel, estando relacionada ao diagndstico precoce, correto e que tratamento adequado seja
instituido.

Apesar dos avancos cientificos que abrangem estudos genéticos, neurobiolégicos,
psicossociais, socioldgicos, econdmicos e terapéuticos, os transtornos depressivos ainda sdo
um desafio para a psiquiatria e a medicina devido a alta prevaléncia na populacéo, e grande
impacto na morbidade, mortalidade e equalidade de vida, gerando 6nus para a sociedade e
para os individuos afetados (TENG, CEZAR, 2010; LOPEZ et al, 2011).Esses dados desafiam
a ciéncia a buscar formas mais efetivas de tratamento, conduzindo os pacientes deprimidos a

uma remissao sintomatica e a um desaparecimento do processo fisiopatolégico.

1.2. BASES FISIOPATOLOGICAS DOS TRANSTORNOS DEPRESSIVOS

A fisiopatologia exata dos transtornos depressivos € considerada complexa e
heterogénea. Pode ser desencadeada por fatores psicolégicos ou emocionais de origem
variada, alteragcdes do funcionamento cerebral ou de algumas partes do cérebro e, ainda, ser
secundaria a enfermidades clinicas como esclerose mdltipla, derrame, hepatite,
hipotireoidismo, apneia do sono, hipertensdo, insuficiéncia cardiaca e diabetes, além das
doencgas terminais como cancer e HIV (NEIRA,2013). Alguns farmacos ou drogas também
podem causar quadros de transtornos depressivos como: cortisona, anfetaminas, pilulas
anticoncepcionais, quimioterapia, alcool e algumas drogas de abuso como crack, ecstasy,
maconha entre outros (COSTA, 2010).

Nos ultimos anos, as pesquisas nesta area foram direcionadas para melhorar o
entendimento sobre a fisiopatologia da doenca. Atualmente, tem-se comprovagdo da
participacdo de fatores bioldgicos, psicolégicos e sociais no desencadeamento da doenca
(ANSSEAU et al., 2009). Esta multiplicidade de fatores, pode também explicar a cronicidade
do diagndstico devido a relacdo dinamica entre eles (AGUIAR et al, 2011).

A fisiopatologia da depressdo tem sido explicada por varias teorias que apontam
déficits de neurotransmissores (serotonina, noradrenalina, dopamina, glutamato e GABA),
hormonios (disfuncdo do eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal), fator neurotréfico derivado do
cérebro (BDNF) e no ciclo circadiano (HANSLER, 2010). Entre elas a que tem sido

considerada a teoria clinicamente relevante por cerca de 30 anos é a teoria monoaminérgica.
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A hip6tese monoaminérgica da depressao surgiu por volta 1965, e postula que o maior
processo neuroquimico envolvido na depressdo € a disfuncdo na neurotransmissao
monoaminérgica e concomitante diminuicdo das monoaminas (noradrenalina — NE e/ou
serotonina — 5-HT) na fenda sinaptica, e também pode ser estendida para dopamina (DA)
(SHILDKRAUT, 1965; COOPEN, 1967) (Figura 1). Segundo esse pensamento, o sistema
neutransmissor monoaminérgico pode estar disfuncional em diversos circuitos cerebrais, com
diferentes neurotransmissores envolvidos, dependendo do perfil de sintomas do paciente,
podendo provavelmente ser secundaria a um evento primario (STAHL, 2010; HASLER,
2010).

Esta hipdtese foi originada a partir de observacGes clinicas, onde foi visto que a
imipramina e a iproniazida, dois compostos nao relacionados estruturalmente e que ndo eram
utilizados na terapéitica psiquiatrica, apresentavam potentes efeitos antidepressivos em
humanos. Posteriormente, descobriu-se que essas substancias aumentavam a transmissdo
central de monoaminas que incluem as catecolaminas (dopamina e noradrenalina) e a 5-
hidroxitriptamina (5-HT, serotonina). Outra evidéncia clinica foi o uso da reserpina, um
antigo agente antihipertensivo que atua depletando os estoques de monoaminas e produz
sintomas depressivos em humanos (NESTLER, 2008). Embora a hipotese das monoaminas,
em sua forma simples, seja insuficiente como uma explicagdo da depressédo, a manipulacéo
farmacol6gica da transmissdo monoaminérgica permanece como a melhor abordagem
terapéutica de sucesso.

Estudos neurobioldgicos também estdo de acordo com a hipétese monoaminérgica e
indicam que importantes alteracbes no sistema serotoninérgico e noradrenérgico estdo
relacionadas com o sucesso do tratamento, onde drogas que elevavam o nivel dos
neurotransmissores teriam acdo antidepressiva (AGUIAR et al., 2011).

Esta hipotese é sustentada principalmente pelo fato de a maioria dos antidepressivos
utilizados na clinica aumentarem os niveis de monoaminas no cérebro através da inibicdo da
recaptacdo de 5-HT, NE ou DA e/ou ainda pela inibicdo da enzima monoamina oxidase,
enzima que biotransforma as monoaminas (NEMEROFF, 2007). Desta maneira a
concentracdo de monoaminas pode ser alterada atraves de uma perturbacdo na sintese,
armazenamento ou liberacdo, ou estes podem manter-se inalterados, mas as atividades dos
receptores e/ou mensageiros intracelulares podem estar alteradas.

Os neurotransmissores sdo moléculas pequenas que na sua maioria sdo derivados de

precursores de proteina, eles sdo encontrados geralmente em vesiculas pré-sinapticas
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neuronais, sdo sintetizadas em pequenos nucleos no tronco cerebral e mesencéfalo e através
de vias préprias projetam-se difusamente, principalmente pelo cortex, sistema limbico. Esses
neurotransmissores sdo a noradrenalina (NA), serotonina (5-HT) e dopamina (DA),
responsaveis por efeitos de modulacdo e integracdo sobre outras atividades corticais e
subcorticais, estando envolvidos na regulacao da atividade psicomotora, apetite, sono e humor
(VASWANI, LINDA, RAMESH, 2003)

Axdnio

neurdnio 1 #:&rggio 7

. recaplagao
recaplagdo - neurciransm.
neyreiransmissoress

‘/,.""JA g

fig. 1 - Situac&o normal: niveis normais de Fig.2 - Na Depressdo e)iiste um nUmero aumeniado de
neurotransmissores e de neuroreceptores neuroreceptores e niveis baixos de neurolransmissores

Figura 1: Teoria monoaminérgica da depressdo
Fonte: Adaptado de:http://www.psiqweb.med.br/site/?area=NO/LerNoticia&idNoticia=57.
Acesso em:10 maio de 2014

Séo liberados na fenda sinaptica e captados por terminais pds-sinapticos (por meio de
receptores localizados na membrana pés-sindptica) quando a passagem do impulso nervoso de
uma célula para a outra, 0 que chamamos de transmissdo sinaptica. De acordo com a
propriedade funcional dos neurotransissores e do terminal pds-sinaptico, promovem resposta
excitatoria ou inibitéria entre neurbnios através das sinapses quimicas (SILVA, 2006;
ANDRADE e SILVA, 2008).
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1.2.1. Vias dopaminérgicas
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Figura 2: Biossintese de dopamina (DA),
noradrenalina (NA) e serotonina (5-HT) no SNC.

A dopamina é uma catecolamina cuja sintese se inicia com a captacdo ativa do

aminoacido L-tirosina no citoplasma do neurénio (Figura 2), posteriormente € transportada no

interior de vesiculas secretoras para armazenamento e liberacdo. O precursor para a sintese

duas reagdes transformam a tirosina em dopamina: a primeira é catalisada pela enzima
tirosina-hidroxilase (TH) a qual converte tirosina em L-3,4-dihidroxifenilalanina (L-DOPA)
(LIMA, 2005). A tirosinahidroxilase € considerada a enzima limitante desta via (FELDMAN
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et al., 1997). O segundo passo € a descarboxilagdo da DOPA, catalisada pela enzima L-
aminoéacido descarboxilase (AADC), a qual produz dopamina (FELDMAN et al., 1997).

Os neur6nios dopaminérgicos centrais originam-se, em sua maior parte, em areas
distintas do cérebro, e possuem projecdes divergentes. A dopamina constitui em torno de 80%
do contedo de catecolaminas no cérebro. Projecdes originadas de areas cerebrais que
sintetizam este neurotransmissor se estendem para regides do mesencéfalo formando quatro
vias dopaminérgicas: (1) nigroestriatal; (2) mesolimbica; (3) mesocortical e (4)
tuberoinfundibular (Figura 3). O estriado é assim designado pelo aspecto listrado dos tratos de
fibras brancas que correm por ele; a substancia negra é assim denominada pela pigmentacao

negra que resulta da decomposi¢éo da DA em melanina (PATEL,2010).

Tubero-hypophyseal Nigrostriatal
pathway pathway

Mesocortical
pathway

DOPAMINE Mesolimbic

pathway

Figura 3: Vias dopaminérgicas no SNC.
Fonte: RANG&DALE,7°Ed.p.463.2012.

Os neurbnios dopaminérgicos do sistema nigroestriatal estdo envolvidos na
estimulacdo do movimento intencional, sua degeneracdo resulta em doenga de Parkinson
(VENANCIO, 2008). Medialmente & substancia negra, existe uma éarea de corpos celulares
dopaminérgicos no mesencéfalo, denominada area tegmental ventral (ATV). AATV possui
projecdes amplamente divergentes que inervam muitas areas do prosencéfalo, mais
notavelmente o cortex cerebral, o nucleus accumbens e outras estruturas limbicas. Esses
sistemas desempenham um papel importante e complexo (que ainda est4 pouco elucidado) na
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motivacdo, no pensamento orientado para metas, na regulacdo do afeto e no refor¢o positivo
(recompensa). O comprometimento dessas vias pode estar envolvido no desenvolvimento da
esquizofrenia e depressivos (SALGADO et al., 2012).

Estudos tém demonstrado que a dopamina apresenta importante papel nos transtornos
afetivos atraves da regulagdo do humor (DAILLY et al., 2004; MILLAN, 2004). De fato,
alguns estudos mostram que os metabolitos da dopamina estdo reduzidos no fluido
cerebroespinhal e no plasma de pacientes deprimidos (MITANI et al., 2006; SHER et al.,
2006) e a administracdo de agonistas dopaminérgicos melhora o humor em pacientes bipolar
(JIMERSON, 1987).

1.2.2. Vias serotonergicas

A serotonina ou 5-hidroxitriptamina (5- HT) € uma indolamina cuja sintese se inicia
pela captacdo ativa do aminoacido triptofano (Figura 2). Apresenta caracteristicas hidrofilicas
a serotonina nédo € capaz de atravessar a barreira hematoencefalica (BHE), Sua sintese ocorre
atraveés da captacdo ativa do triptofano plasmatico por carreadoresde aminoacidos neutros na
BHE, por esta razdo a variacao do triptofano plasmaético influencia profundamente a produgéo
de serotonina nos nucleos da rafe (BLUNDEL, 1992). Ao sofrer acdo da enzima triptofano
hidroxilase, é transformada em 5-hidroxitriptofano e quase imediatamente, transformada em
5-HT pela acdo de uma descarboxilase de aminoacidos. A 5-HT é captada pelas vesiculas
sinapticas. Quando se d& o impulso nervoso é liberada por processo de exocitose. POs-
sinapticamente pode atuar em receptores chamados de 5-HT1 (A, B, D ou E), 5-HT2 (A, B ou
C), 5-HT3, 5-HT4, 5-HT5 (A ou B), 5-HT6 ou 5-HT7. Existem ainda receptores pré-
sinapticos inibitorios do tipo 5-HT1A nos corpos celulares e os tipos 5-HT1B ou 5-HT1D
(dependendo da espécie), nos terminais nervosos dos neurdnios serotonérgicos. Todos esses
receptores, a excecdo do 5-HT3, ligados a canais iénicos, estdo relacionados a proteina G. O
principal mecanismo de retirada da 5-HT da fenda sindptica é a recaptacdo pelo terminal
nervoso. Sua degradacdo intraneuronal ocorre pela enzima monoaminoxidase (MAO), sendo
um de seus principais metabdlitos o acido 5-hidroxiindolacético (5SHIAA) (GUIMARAES,
2001; GOLAN et al., 2009). E importante ressaltar que a serotonina (5-HT) possui também
um papel regulador na divisdo celular e um papel critico no controle da proliferacdo das

células adultas neurais, fato que explicaria sua eficacia na melhora dos sintomas depressivos
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considerando o papel da neurogénese hipocampal na fisiopatologia da depressao (Santarelli et
al. 2003; Paizanis et al. 2007)

A serotonina tem sido implicada na regulacdo de atividades que regem o
comportamento (JACOBS & FORNAL, 1999; WOODS et al., 2012), apetite (TRIFUNOVIC
& REILLY, 2006; BELLO & LIANG, 2011), ritmo circadiano (JIANG et al., 2000),
sono/vigilia (THASE, 2000) e fendmenos cognitivos como aprendizado e memodria e
processos autonémicos (McNAMARA & SKELTON, 1993), além da regulacdo do estresse e
depressdo (STARR et al., 2012)

SEROTONIN

Raphe nuclei
Spinal cord

Figura 4: Vias serotonégicas no SNC.
Fonte: RANG&DALE,7°Ed. p.467.2012.

1.2.3. Vias Noradrenergica

A noradrenalina é uma catecolamina cuja sintese se inicia com a captacao ativa do
aminoacidoL-tirosina (Figura 2). Esse aminoacido € convertido, pela acdo da enzima tirosina
hidroxilase, primeiro em L-DOPA e posteriormente, pela acdo da L-DOPA descarboxilase,
em dopamina (DA). A dopamina € captada pelas vesiculas sinapticas e sob a acdo da
dopamina beta-descarboxilase € transformada em noradrenalina (NA) ( FELDMAN et al.,

1997). Quando se da o impulso nervoso a NA é liberada por processo de exocitose. P0os-
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sinapticamente pode atuar em receptores chamados de alfa-1, alfa-2 e beta. Existem ainda
receptores pré-sindpticos noradrenérgicos inibitorios de tipo alfa-2, que estdo localizados
tanto nos terminais como nos corpos celulares. Todos esses receptores sdo ligados a proteina
G. O principal mecanismo de retirada da NA da fenda sinaptica é a recaptacdo pelo terminal
nervoso. Sua degradacdo intraneuronal ocorre pela enzima monoaminoxidase (MAO), sendo
um de seus principais metabolitos o 3-metoxi-4-hidroxifeniletileno glicol (MHPG)
(GUIMARAES, 2001; GOLAN et al., 2009).

A manipulagdo do sistema noradrenérgico foi uma das primeiras ferramentas
relevantes adaptadas para a compreensédo dos eventos moleculares para a regulagédo do humor,
desde a primeira observacdo empirica da administragdo da reserpina, apresentando efeitos
depressivos (BAUMEISTER et al., 2003). Acredita-se que a noradrenalina modula o humor
particularmente através da atividade dos receptores inibitorios a2-pré-sindpticos. Uma vez
ativados eles causam downregulation do ténus noradrenérgico no SNC causando depressao. A
NA exerce efeitos inibitdrios e excitatorios e essas agdes distintas podem ser atribuidas a
diferentes concentracdes de NA liberadas levando a ativacdo de diferentes subtipos de

receptores adrenérgicos especificos nos circuitos-alvo (SALGADO et al., 2012).

NORADRENALINE
NTS

Spinal cord

Figura 5: Vias Noradrenégicas no SNC.
Fonte: RANG&DALE,7°Ed. p.462.2012.
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1.3. TERAPEUTICA FARMACOLOGICA DOS TRASNTORNOS DEPRESSIVOS

A descoberta no final da década de 50 de drogas antidepressivas e sua utilizacdo na
prética clinica trouxeram um avango importante no tratamento e no entendimento de possiveis
mecanismos subjacentes aos transtornos depressivos. Os primeiros antidepressivos
desenvolvidos — os antidepressivos triciclicos (ADT) e os inibidores da monaminoxidase
(IMAOs) — foram descobertos a partir de observacdes clinicas. Os ADT apresentavam boa
eficicia devido a sua acdo, aumentando a disponibilidade de monoaminas nas fendas
sinapticas. Seu uso foi limitado em funcdo do bloqueio de receptores de histamina,
colinérgicos, alfal-adrenérgicos e dos canais de sodio no coracdo e no cérebro, que
acarretavam efeitos colaterais levando a baixa tolerabilidade e risco de toxicidade
(SALGADO et al., 2012).

Da mesma forma, o uso dos IMAOs ficava comprometido em fungdo do risco da
interacdo com tiramina e o risco de crises hipertensivas potencialmente fatais. Nas Gltimas
duas décadas, surgiram novas classes de antidepressivos a partir da pesquisa de moléculas
desprovidas dos efeitos colaterais dos heterociclicos (AGUIAR,2011).

Sendo a depressdo uma doenca multifatorial e complexa, seu tratamento deve,
igualmente, abranger todos os aspectos que contribuem para seu aparecimento (bioldgicos,
psicologicos e sociais). O tratamento mais comum € a combinacdo de psicoterapia e
medicamentos antidepressivos (COSTA, 2010).

A principal linha para a origem da depressdo se baseia na teoria mononoaminérgica ,
descrita como uma deficiéncia na neurotransmisséo das aminas biogénicas em certos locais
no cérebro. Assim, drogas que facilitam a acdo de monoaminas, na fenda sinaptica, séo
utilizadas como medicamentos antidepressivos. O aumento da atividade monoaminérgica
pode ocorrer de vérias vias, incluindo diminuicdo na recaptagdo do neurotransmissor por
blogueio da proteina transportadora, diminui¢cdo do metabolismo por inibicdo de enzimas de
degradacdo e aumentando a liberacdo do neurotransmissor por bloqueio de auto-receptores
inibitorios (NASH & NUTT, 2007).

Sdo trés as principais classes de antidepressivos. A primeira compreende 0s
antidepressivos de primeira geracao, os antidepressivos triciclicos (ADTS) e os inibidores da
monoaminoxidase (IMAOs).(Figura 6).Na classe dos antidepressivos de segunda geracdo
encontram-se os inibidores seletivos da receptacdo da serotonina (ISRS). E a terceira classe de
outros antidepressivos sdo medicamentos com mecanismos de acdo Unicos tais como a

Trazodona, a Brupopiona e a Reboxetina. (ACCATTINI, 2007). Apesar de possuirem
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mecanismos de agédo diferentes, todos possuem diversos efeitos colaterais, tais como: insonia,
cefaléia, aumento de peso, fadiga, disfuncdo sexual, tremores, nauseas, vomitos, diarreia,
diminuicdo do apetite, boca seca, insonia, taquicardia e tonturas (COSTA 2010).

A nova geracdo de antidepressivos é composta por medicamentos que aumentam a
concentracdo de um Unico neurotransmissor, como os inibidores seletivos de recaptacdo de
serotonina — ISRS — ou de noradrenalina; ou que interferem em multiplos neurotransmissores/
receptores, como venlafaxina, bupropiona, trazodona, nefazodona e mirtazapina, sem ter
como alvo outros sitios receptores cerebrais ndo relacionados com a depressao, tais como a
histamina e a acetilcolina (LIMA,2012).

Atualmente as terapias antidepressivas disponiveis nem sempre recuperam totalmente
0s pacientes devido aos sintomas residuais da depressdo que podem muitas vezes manter um
consideravel prejuizo funcional, ressaltando a necessidade e a importancia de novos
antidepressivos ( LIEBERMAN,2008).

Figura 6: Mecanismos gerais dos antidepressivos. Fonte: Adaptado de:
http://www.psicofarmacos.info/?header=fisiologia. Acessso em: 16 outubro de 2014.
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Apesar dos continuos avangos na compreensao dos efeitos celulares e bioquimicos produzidos
por farmacos de acdo central, o abismo entre a descricdo da acdo dos farmacos neste nivel e a
descricdo em nivel funcional e comportamental necessita de continuos estudos (DUMAN,
2004).

1.3.1. Antidepressivos Triciclicos

Os antidepressivos triciclicos constituem a classe mais antiga de farmacos utilizados
no tratamento da depressdo. Apresentam sua estrutura quimica caracterizada por trés anéis,
sendo dois anéis aromaticos fixados a um anel de cicloheptano. Apresentam a capacidade de
modular a neurotransmissdo de outros neurotransmissores (histamina, acetilcolina e
adrenalina) além da serotonina, noradrenalina e dopamina, sendo essa falta de especificidade
dos ADT ¢€ responsavel pela vasta gama de efeitos adversos decorrentes do uso desses
medicamentos (PATEL et al, 2011).

Alguns farmacos mais conhecidos dessa classe sdo a amitriptilina, clomipramina,
desipramina, imipramina, nortriptilina e a doxepina (SANCHEZ & HYTTEL, 1999; WING &
SHOAIB, 2007).

O mecanismo de acdo desta classe consiste em inibir a recaptacdo de serotonina (5-
HT) e noradrenalina da fenda sinaptica atraves do bloqueio dos transportadores de recaptagédo
da 5HT e da noradrenalina. Entretanto, alguns possuem predomindncia da atividade
noradrenérgica (como desipramina, nortriptilina e maprotilina) e outros da serotoninérgica
(como amitriptilina, clomipramina e imipramina) (SIMOES,2011). A atividade pos-sinaptica
varia de acordo com o sistema neurotransmissor envolvido e geralmente € responsavel pelos
efeitos colaterais. A permanéncia prolongada do neurotransmissor na fenda sinaptica gera
uma ativacdo elevada dos receptores, os inibidores da recaptacdo intensificam as respostas
poOs-sindpticas. Embora as afinidades pelos transportadores de 5-HT e de noradrenalina sejam
vastamente variaveis, 0s antidepressivos triciclicos sdo bastante similares na eficacia clinica
(NADAL-VICENS et al., 2009).

Os ADTs bloqueiam receptores muscarinicos (colinérgicos), histaminérgicos de tipo 1,
a2 e b-adrenérgicos, serotonérgicos diversos e mais raramente dopaminérgicos. Essas acfes
ndo se correlacionam necessariamente com efeito antidepressivo, mas com efeitos colaterais
(HIRSCH,2012).

Os efeitos anticolinérgicos sdo os mais frequentes, englobando constipacao,

xerostomia (boca seca), visao turva, sedacdo e retencdo urinaria. Também podem causar ganho
30



de peso (devido aos efeitos anti-histaminicos), arritmias (devido ao prolongamento do
intervalo QT), hipotensdo ortostatica (devido ao bloqueio dos receptores al-adrenérgicos),
reducdo do limiar convulsivo e alteracdes cognitivas, efeitos mais sérios e potencialmente
prejudiciais em idosos, populacdo mais fragil e que muitas vezes apresenta comorbidades
(ROGOZ et al. 2005). Destaca-se que em muitos casos pode ocorrer ainda disfungdo sexual,
devido aos efeitos noradrenérgicos e serotoninégicos (SAIZ ,2005; COHEN 1997).

A analgesia pode ser mediada por mudancas na concentracao central de monoaminas,
particularmente serotonina, além do efeito direto ou indireto dos ADTs nos sistemas opidides
enddgenos. Na bulimia nervosa parece haver efeito independente da melhora da depressao
(DUNLOP et al, 2007).

O mecanismo de acdo envolvido na incontinéncia urindria pode incluir atividade
anticolinérgica, resultando no aumento da capacidade vesical, estimulacdo direta beta-
adrenérgica e atividade agonista alfa- adrenérgica, resultando em aumento do ténus
esfincteriano e também por bloqueio central de recaptagdo (GERON, 2014).Outras a¢Ges dos
ADTs incluem efeito anticolinérgico periférico e central devido a potente e elevada afinidade
de ligacdo por receptores muscarinicos; efeito sedativo pela forte afinidade de ligacdo por
receptores histamina H1 e hipotensdo ortostatica devida a bloqueio alfaadrenérgico. Além
disto, os ADTs sdo agentes antiarritmicos da classe 1A que, como a quinidina, em doses
terapéuticas diminuem moderadamente a conducdo intraventricular e em doses elevadas
podem causar blogueio grave de conducdo e arritmias ventriculares. Destaca-se que em
muitos casos pode ocorrer ainda disfuncdo sexual, devido aos efeitos noradrenérgicos e
serotoninégico (WANNMACHER,2011).

1.3.2. Inibidores da MAO

Ainda pouco estudado, mecanismo de acdo dos IMAO estd ligado diretamente a
atividade da enzima monoaminoxidase (MAQ) esté inibida. Os subtipos da MAO A e B, estdo
envolvidos no metabolismo de serotonina, noradrenalina e dopamina. Os IMAO sdo
classificados com base na sua especificidade para as isoenzimas MAO-A e MAO-B e de
acordo com a reversibilidade ou irreversibilidade de sua ligagdo (PATEL et al, 2011).

Os IMAO mais antigos ndo séo seletivos, e a maioria deles, como a iproniazida, a
fenelzina e a isocarboxazida, consiste em inibidores irreversiveis. Os IMAO mais recentes,
como a moclobemida, a befloxatona e a brofaromina, séo seletivos para a MAO-A e ligam-se

de modo reversivel, razdo pela qual sdo denominados inibidores reversiveis da monoamina
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oxidase A (IRMA). A selegilina, um inibidor da MAO-B, também inibe a MAO-A em doses
mais altas. Os IMAO bloqueiam a desaminacdo das monoaminas através de sua ligacdo a
flavina funcional da MAO inibindo-a. Ao inibir a degradacdo das monoaminas, os IMAO
aumentam a 5HT e a NE disponiveis no citoplasma dos neurdnios pré-sinapticos
(HIRSCH,2012).

O aumento dos niveis citoplasmaticos dessas monoaminas leva ndo apenas a um

aumento na captacdo e no armazenamento da 5HT e da NE nas vesiculas sinapticas, como
também a algum extravasamento constitutivo das monoaminas na fenda sinaptica. A reducédo
na atividade da MAO resulta em aumento na concentracdo desses neurotransmissores nos
locais de armazenamento no sistema nervoso central (SNC) e no sistema nervoso simpatico.
O incremento na disponibilidade de um ou mais neurotransmissores tem sido relacionado a
acao antidepressiva dos IMAOs. A inibicao néo seletiva dos IMAOSs fenelzina, isocarboxazida
e tranilcipromina resulta em subsensibilizacdo de receptores a2- ou b-adrenérgicos e de
serotonina (AGUIAR,2011).

Possivelmente as mudancas nas caracteristicas dos receptores produzidas pela
administracdo cronica de IMAOs se correlacionam melhor com a atividade antidepressiva do
que o aumento na atividade do neurbnio secundaria ao aumento na concentracdo de
neurotransmissores, e pode explicar a demora para inicio da acdo terapéutica. Mais
recentemente foram desenvolvidos IMAOs seletivos da MAO-A e da MAO-B, além de
compostos reversiveis, que contornam o problema das crises hipertensivas. A moclobemida é
um antidepressivo inibidor seletivo da MAO-A e reversivel, que desamina 5- HT e NA, ao
passo que inibidores seletivos da MAO-B, como a selegilina, ndo possuem acdo
antidepressiva significativa (SALGADO et al., 2012).

O principal efeito adverso do consumo dessas drogas esta relacionado toxicidade
sisttmica da tiramina. Pacientes que usam IMAQO devem adotar uma dieta pobre em tiramina
(aminoacido precursor das catecolaminas) a fim de evitar o desenvolvimento de uma crise
hipertensiva severa. Como a MAO gastrintestinal e hepatica metaboliza a tiramina, o
consumo de alimentos que contém tiramina, como carnes processadas, queijos envelhecidos e
vinho tinto, pode levar a niveis circulantes excessivos de tiramina (PATEL et al, 2011).

A tiramina é um simpaticomimético indireto, que tem a capacidade de estimular a
liberagdo de grandes quantidades de catecolaminas armazenadas através de reversdo dos
transportadores da recaptagdo. Essa liberacdo descontrolada de catecolaminas pode induzir
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uma crise hipertensiva, caracterizada por cefaléia, taquicardia, nausea, arritmias cardiacas e
acidente vascular cerebral (FARAHANI,2015).

Os IMAO mais antigos ndo sdo mais considerados como terapia de primeira linha para
a depressao, devido ao potencial de toxicidade sisttmica da tiramina; podem ser prescritos
apenas para pacientes capazes de comprometer-se a seguir uma dieta desprovida de tiramina.
Os IMAO mais recentes (isto é, os IRMA, que se ligam de modo reversivel a MAO) sédo
deslocados por concentracbes elevadas de tiramina, resultando em metabolismo
significativamente maior da tiramina e, conseqiientemente, menor toxicidade da tiramina.

Recentemente, a selegilina (considerada um inibidor da MAO-B, mas também com
capacidade de inibir a MAO-A cerebral) foi aprovada na forma de disco transdérmico,
transpondo, assim, o sistema Gl. A selegilina transdérmica pode exercer uma inibicdo maxima
sobre a MAO-A cerebral em doses que reduzem a MAO-A gastrintestinal em apenas 30 a
40%, diminuindo, assim, o risco de crise hipertensiva induzida por tiramina e permitindo ao

paciente ter maior liberdade na sua dieta ( SAIZ,2005).

1.3.3. Antidepressivos inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina (ISRSs)

Os Inibidores Seletivos de Recaptacdo de Serotonina (ISRS) estdo entre os agentes
antidepressivos mais prescritos, na atualidade. Foram desenvolvidos a partir dos ADTS, e
classificados devido a sua baixa afinidade conhecida por receptores adrenérgicos, colinérgicos
e histaminérgicos e maior afinidade pelo blogueio das proteinas de recaptacdo da serotonina
(ROSS, 2006)

Introduzidos na clinica no final da década de 80 (KENT, 2000), os ISRS agem
bloqueando a acdo do transportador de serotonina. Dessa forma eles impedem a recaptacao do
neurotransmissor, o que prolonga a sua exposicdo ao receptor, (VAZQUEZ-PALACIOS,
2004) e aumentando a atividade do sistema monoaminérgico no cérebro (TSAI et al., 2009).
Dentre os antidepressivos dessa classe a fluoxetina é o mais prescrito (DUNLOP & DAVIS,
2008). Outros ISRS incluem o citalopram, a fluvoxamina, a paroxetina, a sertralina e o
escitalopram. Embora a eficiéncia dos ISRS seja semelhante a dos ATC no tratamento da
depressdo, tornaram-se os agentes de primeira linha para o tratamento da depressdo, bem
como para a ansiedade e o transtorno obsessivocompulsivo, devido a sua maior seletividade e
perfil reduzido de efeitos adversos (SOARES, 1999).
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Os ISRS também sédo utilizados no tratamento das sindromes do pénico, transtorno
obsessivo-compulsivo e transtorno de estresse pos-traumatico. Inibem de forma potente e
seletiva a recaptacdo de serotonina, resultando em potencializacdo da neurotransmissao
serotonérgica. (DAGTEKIN etal. 2010) A poténcia da inibicdo de recaptacdo da
serotonina é variada, assim como a seletividade por noradrenalina e dopamina. Sertralina e
paroxetina sdo 0s mais potentes inibidores de recaptacdo. A poténcia relativa da sertralina em
inibir a recaptacdo de dopamina a diferencia farmacologicamente dos outros ISRSs (DIAZ &
MAROTEAUX, 2011).

A afinidade por neuroreceptores, tais como sigmal, muscarinicos e 5-HT2c, também
difere muito. Mais ainda, a inibicdo da sintetase 6xido-nitrica pela paroxetina e possivelmente
por outros ISRSs, pode ter efeitos farmacodinamicos significativos. Citalopram e fluoxetina
sdo misturas racémicas de diferentes formas quiral que possuem perfis farmacodindmico e
farmacocinético variados. Fluoxetina possui metabolito de acdo prolongada e
farmacologicamente ativo (DUNLOP & DAVIS, 2008; DENIZOT et al., 2009).

Os ISRSs também possuem perfis farmacocinéticos variados, que incluem meia vida,
farmacocinética linear versus néo linear, efeito da idade na sua depuracdo e no seu potencial
de inibir isoenzimas metabolizadoras de medicamentos do citocromo P450 (CYP). Estas
diferencas farmacologicas e farmacocinéticas sustentam as diferengas clinicas cada vez mais
importantes dos ISRSs (SAUDE, 2012).

1.3.4. Inibidor seletivo de recaptura de 5-HT/NE (ISRSN)

Uma classe mais recente de farmacos, os inibidores da recaptacdo de serotonina
norepinefrina, que atualmente inclui a venlafaxina e a duloxetina, tem mostraparticularmente
do boa efetividade. A venlafaxina bloqueia o transportador de recaptacdo de 5HT e o
transportador de recaptacdo de NE através de um mecanismo que depende de sua
concentracdo. Possui 0 metabolito ativo O-desmetilvenlafaxina (ODV),sdo inibidores
seletivos da recaptacdo de serotonina e noradrenalina (ISRSNs), e apresentam fraca atividade
como inibidores da recaptacdo de dopamina,clinicamente significativo apenas com doses
elevadas (SAYAR et al, 2003).

A venlafaxina e seu metabdlito ODV apresentam menos efeitos adversos por nao
apresentam afinidade por receptores adrenérgicos alfa-1, receptores colinérgicos, receptores
muscarinicos ou histaminicos e também ndo inibem a monoamino-oxidase. Fazem parte desse

grupo de antidepressivos, os cloridratos de venlafaxina, nefazodona, duloxetina e
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milnaciprana . A poténcia da inibicdo de recaptura de serotonina € superior a de recaptura de
noradrenalina, ocorrendo em doses inferiores. Alteram a sensibilidade de receptores beta-
adrenérgicos ap0s dose Unica, diferente de outros antidepressivos que levam a
dessensibilizacdo desses receptores apds doses repetidas (LEE; CHEN, 2010).

A duloxetina inibe a recaptacdo de 5-HT e de NA, com atividade equilibrada entre as
duas monoaminas. E extensivamente metabolizada pelo figado, e por isso ndo est4 indicada
para hepatopatas. Inibe moderadamente a CYP 2D6, portanto, a coadministracdo de farmacos
metabolizados por essa CYP deve ser feita com cautela. Os efeitos adversos mais comuns séo
0s anticolinérgicos, tais como: nausea, constipacdo e xerostomia. Entretanto, podem correr

ainda: prurido, diarreia, vomito, disfungéo sexual e altera¢6es do sono.

Os antidepressivos tetraciclicos sdo uma nova classe de drogas utilizadas no
tratamento da depressdo, também chamados de atipicos, introduzidos depois da década de 80
(KENT, 2000). Dentre estes, o antidepressivo atipico mirtazapina atua especificamente sobre
as transmissdes noradrenérgica e serotonérgica (noradrenergic and serotonergic specific
antidepressants, NaSSA, em inglés) e € usado para tratar transtornos de humor e ansiedade
(GAMBI et al., 2005; RAUGGI et al., 2005). A mirtazapina aumenta as transmissoes
noradrenérgica e serotonérgica central através da inibicdo dos autoreceptores o2 e
heteroreceptores noradrenérgicos a2 em sinapses serotonérgicas (BENGTSSON et al., 2000;
GAMBI et al., 2005). Além disso, € um agonista do receptor 5-HT1A (Rogdz et al. 2005) e
também age bloqueando receptores, 5-HT2A, 5-HT2C e 5-HT3 e histaminérgicos H1
(HADDJERI, 1998; DAVIS & WILDE, 1996; ARNONE, 2009; DE BOER, 1995; RAUGGI
et al. 2005). A mirtazapina ndo possui efeitos na recaptacdo de monoaminas, além de
apresentar baixa afinidade para receptores dopaminérgicos, bloqueia seletivamente os
receptores 2-adrenérgicos e muda a transmissdo da noradrenérgico como também
serotonérgico (VALLADA et. al., 2004). Esse tem sido um bom tratamento para transtorno do
panico, bulimia, e TOC, e em segundo plano ele também pode agir em algumas sindromes de
dor (BALLONE, 2004).

A bupropiona parece atuar de modo mecanico, como as anfetaminas, e mostra-se
particularmente atil no tratamento da depressdo atipica, visto que aumenta os niveis de
serotonina e de dopamina no cérebro, sendo o antidepressivo com menores efeitos adversos
sexuais (ROGOZ et al., 2005). Apresenta efeitos noradrenérgicos e dopaminérgicos, sendo

fraco inibidor da recaptacdo de DA ( HIRSCH,2012). Elevadas doses ndo sao recomendadas,
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uma vez que ha risco de convulsdo, pelo fato de poderem reduzir o limiar convulsivo. Os
principais efeitos adversos sdo cefaleia, insénia, ansiedade, irritabilidade, distdrbios visuais,
xerostomia, constipacdo, ndusea e perda moderada de apetite. Diferentemente dos ISRS, a
bupropiona ndo causa disfuncao sexual, estando indicada para esses casos (STOPPE, 2006).

De modo global, os antidepressivos atipicos apresentam relativamente poucos efeitos
adversos e exibem eficécia clinica semelhante, a despeito de seus mecanismos de agéo e alvos
moleculares amplamente heterogéneos (PATEL,2010).

Apesar das extensas pesquisas, ainda ndo dispomos de uma explicacdo completa do
funcionamento dos antidepressivos e nem de um tratamento definitivo para a depresséo.
Embora sejam muito eficazes, os antidepressivos atuais ainda apresentam efeitos colaterais
indesejaveis o que justifica a necessidade de avancos nas pesquisas para o desenvolvimento
de novos antidepressivos com inicio de acdo mais rapida e uma reducdo na incidéncia dos
efeitos colaterais (SILVA,2012)

1.4. PLANTAS MEDICINAIS E DEPRESSAO

Embora vérios antidepressivos estejam disponiveis ha décadas, a maioria deles ndo é
completamente eficaz, pois estima-se que 33% dos pacientes depressivos ndo sejam sensiveis
a medicagdo antidepressiva (Trivedi et al., 2006), além destes medicamentos estarem
associados a muitos efeitos adversos (ex: alteracdo do sono e apetite, alteracGes
gastrintestinais (diarréia ou obstipacdo intestinal), retencdo urinaria, alergias de pele,
sudorese, diminuicdo da libido ou retardo da ejaculacdo, aumento ou diminui¢cdo de peso,
nausea, tontura, tremores). Com isso, pesquisas recentes concentram-se na possibilidade do
uso de produtos naturais, especialmente flavonoides, para o desenvolvimento de
medicamentos antidepressivos, ou como uma alternativa complementar para o tratamento da
depressdo (BORGES FILHO et al., 2013; LIU et al., 2014; MAO et al., 2014).

O interesse por substancias antidepressivas provenientes de plantas com potencial
terapéutico aumentou consideravelmente apds os estudos com o Hypericum perforatum, cujo
fitoterapico tem sido empregado em todo o mundo no tratamento da depressdo enddgena.
Hypericum perforatum € uma planta perene herbacea, também conhecida como “Erva de Sao
Jodo”, a quals ¢ rica em flavondides e glicosideos (PAULKE et al., 2006). Estudos clinicos e

experimentais demonstraram que 0 medicamento exibe propriedades analogas aos
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antidepressivos convencionais, isto é, o bloqueio ndo seletivo da recaptagdo das monoaminas
(RODRIGUEZ-LANDA et al., 2003).

Novas espécies como 0 Hypericum catarinense L. e Hypericum glandulosum, estéo
sendo estudadas para o tratamento de depressdes leves a moderadas (SANCHEZ-MATEO et
al., 2007). Outras espécies de plantas encontradas em nossa flora também exibem propriedade
antidepressiva. A Cecropia glaziovii (Cecropiaceae), popularmente conhecida como Embauba
e encontrada facilmente na costa de sudeste brasileira, conttm como fitoconstituintes
catequinas, procianidinas e flavondides, compostos estes possivelmente responsaveis pelo
efeito tipo antidepressivo da planta (TANAE et al., 2007).

Estudos realizados por Silva et al. (2006), demonstraram através do modelo de nado
forcado a acdo antidepressiva da espécie Hippeastrum vittatum (Amarillidaceae), uma planta
ornamental popularmente conhecida por “Acgucena”. Espécies do género de Hippeastrum séo
ricas em alcaldides, sugerindo que a acdo antidepressiva observada no modelo pode ser
relacionada a esses fitoconstituintes. Herrera-Ruiz et al. (2006), constataram que 0 extrato
metandlico de Galphimia glauca, planta utilizada pela populacdo do México, exibe acdo
antidepressiva, cujo efeito € atribuido ao composto isolado norsecotriterpeno, chamado de
Galfinina-B.

Kielmeyera coriacea (Guttiferae) popularmente conhecida como “pau-santo”, ¢ uma
planta medicinal usada pela populacéo brasileira no tratamento de vérias doencas tropicais
como a maléria, leishmaniose e infeccBes fungicas e bacterianas. Essa planta também é
empregada na medicina popular como um farmaco antidepressivo. Sua acdo se deve
possivelmente em funcdo das xantonas as quais constituem 0S compostos majoritarios
presentes no vegetal (FIGUEIREDO, 2014).

No Nordeste, 0 uso de plantas medicinais e preparagdes caseiras assumem importancia
fundamental no tratamento das patologias patologias de ordem psicologica e fisica (MATOS,
2002). Esta postura € assumida em consequéncia da a grande influéncia da transmisséo oral
dos hébitos culturais e a disponibilidade da flora e, em muitos casos, devido a deficiéncia de
acesso a assisténcia médica.

Na regido do cariri localiza-se a Floresta Nacional do Araripe, representada na figura
1, com expressivo potencial ecoldgico. A Chapada do Araripe é definida por cotas de altitude
entre as divisas dos estados do Ceard (500 m), Pernambuco (640 m) e Piaui (480 m),
compreendidas entre latitudes delimitadas por cartas da Sudene (7°S e 8°S). Nela encontram-

se diversas espécies da flora nativa que originam produtos de uso popular e cientifico, tais
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como fibras, borrachas, gomas ndo elasticas, ceras, tanantes, oleaginosas, produtos
alimenticios e aromaticos. A pesquisa acerca destes recursos vegetais, ainda em
desenvolvimento, pode levar a identificacio de metabdlitos secundarios valiosos que
eventualmente serviram como drogas ou poderdo conduzir ao desenvolvimento de novas

terapéuticas para as mais diversas patologias, inclusive de ordem psicoldgica.
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Figura 7: Floresta Nacional do Araripe - Chapada do Araripe
Fonte: Adaptado de: http://ppegeo.igc.usp.br/. Acesso em 20 de maio de 2014.

Comunidades tradicionais da Chapada do Araripe referem fazer uso medicinal da
graviola nas suas diversas formas, o que corrobora com estudos etnoboténicos de Lorenzi &
Matos (2002), que descrevem estudos sobre o uso de suas folhas, frutos e raizes de Annona
muricata L., sob a forma de chd, devido as propriedades antiespasmodica, antidisentérica,
hipoglicemiante, antidepressiva e tranquilizante. Estes dados corroboram com alguns estudos
que comprovam algumas destas atvidades bioldgicas (BORIES et al.,1991; CORREA,1978;
HASRAT,1997; MARTINS,1989; VASQUEZ, 1990).
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1.4.1. Familia Annonaceae:

A familia Annonaceae, descrita por Antoine Laurent de Jussieu, apresenta uma
combinacdo de caracteres marcantes, € uma das mais uniformes tanto do ponto de vista
anatdmico como estrutural. E constituida por aproximadamente 135 géneros e 2500 espécies
distribuidas principalmente pelas regides tropicais e subtropicais do globo terrestre, ocorrendo
como arvores aromaticas, arvoretas ou lianas Sobre a distribuicdo da familia Annonaceae no
mundo (Figura 8), 50 géneros sio encontrados na Asia e Australia e 34 géneros ocorrem na
Africa e América do Sul (CHATROU et al. 2012).

Todas as subfamilias da atual classificacdo estdo representadas no Brasil, onde
ocorrem 386 espécies, distribuidas em 29 géneros (MAAS et al., 2013). A Amazobnia abriga
trés quartos da diversidade de Annonaceae, com 27 géneros e 280 espécies, e a Mata
Atlantica, a maior parte restante: 15 géneros e 91 espécies (MAAS et al., 2013). No Brasil as
espécies mais cultivadas sdo: Annona muricata, Annona cherimola, Annona careace, Annona

reticulata, Annona tenuiflora e Annona scquamosa (SANTOS et al.,2008).

S

Figura 8: Mapa de distribui¢io geografica da familia Annonaceae

Fonte:. Adaptado de: (Adaptado de: http://www.tropicos.org/Name/42000007 ?tab=maps
Acesso em: 14 novembro de 2014). Legenda: Areas de distribuicdo geografica da familia Annonaceae,
representado em amarelo.
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Embora os estudos com espécies da familia Annonaceae tenha se iniciado ha muito
tempo, o conhecimento sobre quimica e, em menor quantidade, sobre atividade farmacolégica
comecaram a tomar destaque somente na ultima década, principalmente no que diz respeito ao
isolamento de alcaloides (LUCIO et al., 2014).

Varias espécies da familia Annonaceae podem ser consideradas promissoras por
apresentar atividade no SNC. O fruto e as folhas de Annona muricata sdo utilizados na
medicina popular por apresentarem propriedades tranquilizantes e sedativas (LOPEZ-
RUBALCAVA et al., 2006). O constituinte majoritario da espécie Annona diversifolia, a
palmitona, apresenta efeito ansiolitico, de forma diferente do que acontece com o0s
benzodiazepinicos, j& que sua acdo ndo interfere na coordenacdo motora dos animais (SOUSA
et al., 2008). O extrato hexanico das folhas de Annona cherimolia também apresenta efeito
ansiolitico nos testes comportamentais de esconder esferas e de evasdo exploratoria (SOUSA
et al., 2008), decorrente da interacdo com o sistema GABAérgico. Curiosamente, 0 extrato
bruto de Annona muricata e Annona montana mostrou atividade em receptores 5-HT1A
(LOPEZ-RUBALCAVA et al., 2006). Annona senegalensis apresentou propriedades
anticonvulsivante, depressora e ansiolitica (OKOLI et al., 2010).

Varios estudos tém demonstrado grande quantidade de compostos de natureza quimica
diversificada nas mais variadas partes da planta (ASANTE, 2014). Annonaceae é muito rica
na biodiversidade de substancias quimicas como: substancias aromaticas, acidos fendlicos,
taninos, flavonoides, substancias benzénicas, catequinas, proantocianidina, 6leos essenciais,
terpenos, esteroides, alcaloides, acetogeninas, carboidratos, lipidios, proteinas, lactonas,
vitaminas, carotenos, saponinas, entre outros (REIS, 2011; LIMA, 2007; LUNA, 2006).0s
principais grupos de compostos quimicos presentes em extratos preparados de cascas (CHEN
et al., 2000), folhas e frutos (CHANG et al., 1998) sdo os alcaldides, as acetogeninas e 0s
diterpenos (CHEN et al., 2004; OLIVEIRA et al., 2002). Luna (2006), refencia o isolamento
de compostos de diversas classes, tais como: alcal6ides, terpendides, carboidratos, polifendis,
lipideos e acidos aminados. Outros estudos sobre fitoquimica e atividade biol6gica das
anonaceas apontam a presenca das acetogeninas, que sdo uma classe de compostos com ampla
atividade biolégica (MATSUMOTO et al., 2010), tais como citotoxica, imunossupressora,
pesticida, antiparasitaria e antimicrobiana (LIMA et al.,, 2010). Algumas atividades
bioldgicas de anonéceas sdo atribuidas, também, aos compostos presentes nos Oleos
essenciais, cuja composicdo é predominantemente de monoterpenos e sesquiterpenos (SILVA

et al., 2009; TOSCAN, 2010). Outros metabolitos secundarios, como os compostos fendlicos,
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tém sido responsabilizados por algumas atividades, tais como antioxidante, antibacteriana,

antiviral, expectorante, colerética e analgésica (SIMOES et al., 2010).

1.5 Annona muricata L. (graviola)

A especie Annona muricata L. pertence a familia Annonaceae e ao genero Annona. E
tambem conhecida como graviola, guanabara, araticum, coracao-de-rainha, frutado- conde,
jaca-do-para, pinha, entre outros. Os frutos sao do tipo baga com polpa mucilaginosa e
levemente acida. Originaria da America tropical, principalmente das Antilhas e da America
Central, e muito cultivada nos paises de clima tropical, principalmente no Brasil (VIEIRA,
2010; CORREA, 1984).

Esta espécie foi introduzida no Brasil por Diogo Luis de Oliveira, Conde de Miranda
(ARAUJO et al., 2004). E também conhecida como graviola, guanabara, araticum, coragio-
de-rainha, fruta-do-conde, jaca-do-para, pinha, coragdo-de-boi, condessa, jaca-de-pobre,
araticum-manso entre outros. Sua arvore mede até 8 metros de altura, dotada de copa
piramidal, com folhas obovado-oblongas, brilhantes, medindo 8-15 c¢cm de comprimento
(BRANDAO, 2003).

Trata-se de uma fruta com riquissima composi¢do nutricional, e que apresenta
inmeras propriedades terapéuticas, podendo ser utilizada em sua totalidade. Dela
aproveitam-se as folhas, as flores, os brotos, os frutos verdes ou maduros. Caracterizada como
uma arvore frutifera tropical com origem nas Americas Central e do Sul, 0 termo “muricata”
faz uma referéncia aos aparentes espinhos do fruto, conhecida também como: Jaca-de-pobre,
Jaca-do-pard, Coracdo-de-rainha, Araticum Manso, dentre outras (PEREIRA et al, 2004). A
graviola é uma importante fonte alimenticia para 0 homem; a polpa é consumida ao natural ou
usada no preparo de refrescos, tortas e conservas, assim como na fabricacdo de sucos
concentrados, polpas congeladas, néctar, geléias, cremes e bebidas. Além disso, folhas, frutos,
sementes e raizes apresentam propriedades medicinais.

Varios estudos realizados por diversos pesquisadores relatam sobre as propriedades e
acOes: antibacteriana, anti-helmintico, anticonvulsivante, antidepressiva, antifungica,
antimicrobiana, antineoplésica, antiparasitaria, antiespasmodica, antiviral, adstringente,
citotoxica, febrifugo, inseticida, hipotensora, calmante, pesticida, sedativa e estomaquica. A
casca, folhas e raizes sdo consideradas sedativas, antiespasmaodica, hipotensora e calmante. As
folhas apresentam acdo: hipotensora, inseticida, antibacteriana, antitumoral, antiparasitaria,

antimalarica. Ja extratos de folhas, cascas, raizes, caule e das sementes de Annona muricata
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possuem propriedade antibacteriana, enquanto que a casca € utilizada como antifingica.
(TAYLOR, 2002; BOSCOLO et al., 2008).

Figura 9. Annoma muricata l. (Graviola).
Fonte: (Arquivo proprio).

Todas as partes deste vegetal sdo utilizadas na medicina popular: as sementes sao
consideradas adstringentes, eméticas, e estudos confirmaram a atividade antiparasitaria,
moluscicida e antivirus Herpes simplex, a0 mesmo tempo em que se atribuem as cascas acdo
antidiabética e espasmolitica. A utilizacdo do suco do fruto da Annona muricata L., € usado
em bochechos no combate as aftas, internamente como antitérmico, diurético e no combate de
insonias leves. A infusdo das folhas secas é usada contra insdnias graves, dores de cabeca e
como emagrecedor. O decocto das folhas contém o Oleo essencial com acgdo parasiticida,
antirreumatica e antinevralgica (GONCALVES, 2007; Luna et al., 2006).

Estudos quimicos com a A. muricata conduziram ao isolamento de compostos de
diversas classes, tais como acetogeninas, alcaloides, terpenoides, carboidratos, polifendis,
lipideos e aminoacidos, e algumas dessas substancias estdo associadas ao sequestro dos
radicais livres formados nos processos degenerativos (VILA-NOVA et al., 2013; ANGELO et

al., 2007). Todavia, nos ultimos anos, as pesquisas fitoquimicas acerca desta especie se
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dirigiram ao isolamento de compostos da classe das acetogeninas, principalmente a partir das
folhas (RIBEIRO et al., 2010; LUNA, 2006).

Do ponto de vista fitoquimico, a avaliacdo da composi¢do quimica do fruto mostrou a
presenca de agUcares, taninos, pectinas e vitaminas A, C e do complexo B. por sua vez, nas
folhas, cascas e raizes foram identificados varios alcaldides. Para as sementes foram
registradas acetogeninas, que sdo encontradas também nas folhas, casca e raizes da planta
(FERELLI et al., 2005).

Como foi mostrada no paragrafo anterior, esta espécie é rica em compostos bioativos e
diversos trabalhos tém demonstrado uma série e atividades biologicas. De fato, pesquisas
etnofarmacoldgicas registraram diversos usos medicinais da planta, embora a eficacia e a
seguranca de suas preparac6es ndo tenham sido todas comprovadas ainda cientificamente
(JUNQUEIRA et al., 2002).

Com a proposta de realizar um levantaemento a cerca das atividades farmacoldgicas d
comprovadas Da espécie Annona murica L, foi realizada uma revisdo sistematica. Esta
consiste em uma revisao de uma pergunta claramente formulada que usa métodos sistematicos
e explicitos para identificar, selecionar e avaliar criticamente pesquisas relevantes, e coletar e
analisar dados dos estudos selecionados (COCHRANE COLLABORATION, 2013).

As buscas foram realizadas em seis bases de dados a fim de ampliar o escopo da
pesquisa, e escolhidas por maior abrangéncia de publicac¢des, sendo elas: Psycinfo, Pubmed,
Web of science ,Scopus, Cochrane, SciELO, através das palavras-chave “annona muricata”
or “graviola” que foram cruzadas com o termo “ herbal OR medicinal”. Subsequentemente,
foi realizada a busca manual por material bibliogréfico adicional em bancos de teses e
dissertagdes da CAPES. As buscas foram realizadas desde a primeira publicacdo identificada
nas bases de dados até Setembro de 2014. Com este delineamento e apds a exclusdo artigos
repetidos, foram compilados 96 artigos constituiram a amostra final para tracar um panorama
geral dos estudos realizados com Annona muricata L., evidenciando as propriedades
farmacolodgicas estudadas até o ano de 2014(Tabela 01).

1.5.1. Atividade no sistema nervoso central:

Diversos artigos sobre a composi¢do quimica propriedades farmacologicas da espécie
Annona muricata e outras annonaceas confirmam a presenca de alcaloides que possuem efeito
modulador do SNC. A reticulina, por exemplo, € um estimulante do SNC, enquanto a

estafarina e a aterospermina atuam como sedativos (CHANG et al., 2003). Estudos
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preliminares realizados em animais por Bourne & Egbe (1979) mostraram que 0 extrato
alcoolico do fruto diminui a atividade motora, agindo como hipnético e sedativo.

As atividades antidepressiva e sedativa sdo atribuidas aos alcaloides isoquinolinicos e
ao acido aminobutirico (SERER, 1967). O mecanismo de acdo desses alcaloides parece estar
associado a receptores para a serotonina (HASRAT et al., 1997). O extrato dos frutos
apresenta efeito neutralizador de estresse cerebral indicando ter um potencial adaptogeno
(PADMA et al., 2001). Um teste realizado com ratos mostrou que 100 mg/kg de extrato
etandlico da folha apresentou atividade anticonvulsivante (HASRAT et al., 1997,
N'GOUEMO et al., 1997; JOSEPH, 1983).

Caparros-Lefebvre (2006), observou que efeito sedativo ou hipndtico da graviola e
produzido pela reticulem (o benziltetrahidroisoquinolinico majoritario) que e precursora de
opidide e tem mostrado tanto em ensaios in vitro como in vivo, atividade antagonista
dopaminérgica e agoniza serotoninérgica, as quais estao associadas a atividade antidepressiva.
Entretanto, alta concentracdo desse alcaloide foi encontrado no fluido cerebroespinhal de
alguns pacientes parkinsonianos e portanto havendo possibilidade dessa substancia estar
associada a essa enfermidade agindo como um neurotoxico, mediado pelo glutamato ou por
radicais livres (LANNUZEL,2002)

1.5.2 Atividade citotéxica e antitumoral

A Annona muricata L. é considerada uma boa fonte natural de antioxidantes, sendo
todas as suas partes utilizadas na medicina tradicional (BASKAR et al., 2007). A busca por
substancias com atividade citotdxica e potencialmente anticancerigena sempre foi uma das
prioridades da quimica medicinal e um grande nimero de abordagens diferentes vem sendo
utilizado nessa busca. Uma das maiores descobertas sobre a graviola foi a sua capacidade de
agir contra células cancerigenas, mostrando em testes de laboratério um potencial
extraordinario. Esta propriedade é conseqiiéncia das acetogeninas presentes na graviola. Uma
terapia natural em complemento as terapias tradicionais, como quimioterapia e radioterapia,
estd sendo investigada por ndo provocar efeitos secundarios severos, como nauseas e perda de
cabelo, efeitos decorrentes da quimioterapia. Evitar possiveis infec¢des protegendo o sistema
imunoldgico também esta sendo considerado possivel com o uso da graviola, porque,
diferente da quimioterapia, a graviola € seletiva, ndo destrdi células saudaveis (SOUZA,
2009). Uma abordagem utilizada para se ter relacdo com atividade anticancerigena é a
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atividade citotoxica frente a Artemia salina, onde o experimento consiste em medir qual a
concentracdo do produto mata 50% da populacdo de Artemia, fazendo assim uma alusdo as
células cancerosas (PERFEITO et al, 2005).

As acetogeninas formam uma nova classe de compostos naturais de grande interesse.
Sua acdo primaria estd relacionada com sua capacidade de deplecdo dos niveis de ATP ao
inibir o complexo | na cadeia de transporte de elétrons nas mitocéndrias e inibindo a NADH
oxidase do plasma de membranas, principalmente de células tumorais, uma vez que essas
células possuem uma alta demanda de ATP (FERELLI et al., 2005). Estudos tém avaliado a
atividade antitumoral de varias acetogeninas presentes na Annona muricata L.contra diversas
linhagens celulares tumorais in vitro como, por exemplo, contra células de carcinoma
pancredtico e prostatico, carcinoma pulmonar, de mama, epidermoéide (QUISPE et al., 2006).
Também tem sido observada a acdo antioxidante dos extratos foliares (FREITAS et al., 2007)
e investigados os efeitos mutagénicos e antimutagénicos inclusive em frutos congelados,
sugerindo os dados que o congelamento das frutas contribui para a prevengdo contra danos
bioldgicos (SPADA et al., 2008).

1.5.3 Atividades antibacteriana e antiprasitarias

O estudo da resisténcia bacteriana, geralmente é baseado em micro-organismos de
importancia epidemioldgica. Dentre estes, podemos citar as bactérias Gram-positivas e
Gramnegativas como Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa,
responsaveis por diferentes processos etiologicos tanto em pacientes imunocompetentes
quanto em pacientes imunodeprimidos (ANTUNES et al., 2006).

Estudos realizados na india por Pathak et al. (2010), avaliaram o efeito antimicrobiano
dos extratos metandlicos e aquosos das folhas de mudas de gravioleira frente a
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Proteus vulgaris, Streptococcus pyogenes, Bacillus
subtilis, Salmonella typhimurium, Klebsiella pneumonia e Enterobacter aerogenes. Verificou-
se sensibilidade frente a bactérias Gram-positivas (Bacillus subtilis e Staphylococcus aureus),
e Gram-negativas (Klebsiella pneumoniae e Proteus vulgaris). Os autores sugeriram o uso da
Annona muricata L. no tratamento de doengas causadas por tais patdgenos. O extrato de
folhas de Annnona muricata € utilizado no tratamento de uma variedade de bactérias doencas
infecciosas, como pneumonia, diarrohea, do trato urinario infeccdo e até mesmo algumas

doencas de pele. Annona muricata extrato contém um amplo espectro de actividade contra um
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grupo de bactérias que sdo responsaveis pelas doengas bacterianas mais comuns. Assim, 0
planta possui uma abundante do compostos antibacterianos (PATHAK, 2010).

Vieira et al. (2010), avaliando o potencial bactericida de extratos aquosos e etanélicos
de sementes de moringa (Moringa oleifera) e casca de graviola (Annona muricata L.) frente a
Staphylococcus aureus, Vibrio cholerae, Escherichia coli e Salmonella enteretidis, mostraram
que 0s extratos aquosos de graviola apresentaram efeito bactericida frente a S.aureus e
V.cholerae, entretanto, 0s extratos etanolicos dessa planta ndo mostraram atividade
antibacteriana.

Jaramillo et al. (2000) investigando os constituintes quimicos do pericarpo de A.
muricata para avaliar sua atividade citotoxica e antileishmanial, verificaram ser a fracdo
acetato de etila a mais efetiva contra linhagens celulares U-937 e cepas de promastigotas

Leishmania.

1.5.4 Atividade antiofidica

Em um estudo pre-clinico realizado por Cremonez (2011) foi tratamentos com EFAm
e com SAm ndo alteram de forma relevante o quadro clinico do envenenamento, Entretanto, o
tratamento com suco parece agravar o quadro hipotensor do envenenamento e causar um
aumento significativo das transaminases hepaticas. Por outro lado, é possivel notar nos
animais tratados menores alteracdes da hemostasia, bem como uma possivel protecdo contra a

miotoxicidade da pegonha.

1.5.5 Atividade anti-viral

Segundo Gonzalez (2008), estudos com extrato etandlico de Annona muricata foi
exibiram atividade contra Herpes simplex virus-1 (HSV-1) e do isolado clinico (obtido a
partir de lesbes humanas), a fim de verificar se eles inibem a efeito citopatico do HSV-1 em
células Vero que é indicativo de anti-HSV-1 potenciais. A concentracao inibitéria minima de
extrato etanolico de A. muricata verificou-se ser de 1 mg / ml, o qual mostra que o A.
muricata poderia ser usado como o potencial antiherptico.

A diversidade de pesquisas acerca das atividades farmacoldgicas de annona muricata e
outras espécies da familia annonaceae ratificou seu potencial bioldgico. Estes dados tornam

indispensavel que novas pesquisas se somem as ja existentes, dada a riqueza de seus
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constituintes, ofertando cada vez mais produtos farmacéuticos de qualidade e eficacia
comprovada, para a utilizacdo como agentes terapéuticos, prioritariamente analisados segundo
os métodos modernos de ensaios pré-clinicos e clinicos disponiveis, fornecendo a sociedade

avancgos nos tratamentos de diversas patologias.
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Tabela 1: Propriedades farmacol6gicas de Annona Muricata L.

PARTE DA PLANTA

MATERIAL

ATIVIDADE FARMACOLOGICA

REFERENCIA

Folhas
Folhas
Raiz

Folhas
Folhas
Folhas
Folhas
Folhas
Folhas

Folhas

Sementes, flores, folhas, cascas,
galhos e cascas de raizes

Sementes

Fruto verde

Extrato Aquoso
Extrato Metanolico
Extrato etandlico
Extrato etandlico
Extrato Metanolico
Extrato Etandlico
Extrato Etandlico
Extrato Hidroalcodlico
Extrato Metanolico
Extrato Metanolico
Extrato Aquoso e Etandlico
Extrato Hidroalcodlico

Extrato etandlico

Atividade protetora/Antioxidante
Atividade Hipoglicemiante
Atividade citotoxica

Atividade hipoglicemiante
Atividade Inseticida

Atividade Antioxidante

Atividade Antioxidante

Atividade Gastroprotetora e Antioxidante
Atividade Antiviral

Atividade Antiviral e Antitumoral
Atividade de Toxicidade Larvicida
Atividade Antiparasitaria

Atividade Antidiarréico

Adewole, 2008.
Adeyemi, 2010.
Ahalya, 2013.
Arroyo, 2009.
Barrera, 2013.
Baskar , 2007.
Baskar, 2007.
Bento, 2010.
Betancurl, 1999.
Betancurl,1999.
Bobadilla, 2005.
Bories , 1991.

Bories et al., 1991
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Casca e Raiz Extrato hidroalcolico Hipoglicemiantes Bories et al., 1991.
Sementes Extrato Alcodlico Atividade Carrapaticida Broglio, 2010
Frutos Extrato Aquoso Atividade Antioxidante Correa , 2012.
Folhas Extrato etandlico Antiespasmadicas,antidisentéricas. Corréa,1978.
Folhas Extrato etandlico Antitumoral Costa et al., 2013.
Folhas Extrato aquoso Atividade antiofidico Cremonez, 2011.
Folhas Extrato Hidroalcoolico Atividade Anti-infecciosa Dvorkin, 2008.
Folhas Extrato Hidroalc6olico/fracGes Hipoglicemiantes Fenner, 2006.
Folhas Extrato etandlico e fracdes Antioxidante Ferelli, 2013.
Casca Extrato Aquoso e Etandlico Atividade Antibactericida Fernandes, 2010.

Folhas e Sementes
Folhas
Folhas
Folhas
Folhas

Sementes

Extrato Aquoso
Extrato etandlico
Extrato Aquoso
Extrato Etandlico
Extrato Etandlico

Extrato Alcoodlico

Atividade Antifangica

Atividade anti-helmintico

Atividade Antidiabéticos e Antioxidantes

Atividade Analgésica e Antiflamatoria

Atividade Anti- inflamatoria

Atividade Acaricida

Ferreira et al., 2014
Ferreira et.al, 2013.
Florence, 2014.
Foon et al., 2012.
Foong, 2012.

Forti , 2009.




Folhas

Folhas

Fruto

Folhas
Folhas,casas
Folhas

Folhas

Casca e Raiz
Raizes e folhas, Fruto
Casca, folha, fruto
Sementes

Folhas

Raizes e folhas
Folhas

Sementes

Fruto

Extrato hidroalcodlico

Extrato Hidroalcoolico
Extrato Etandlico e Aquoso
Extrato n-butandlica
Extrato etandlico

Extrato Metandlico
Extrato hidroalcolico
Extrato Etandlico

Extrato hidroalcodlico e aquoso
Extrato Etandlico

Extracto Etanolico

Extrato etandlico

Extrato Etandlico

Extrato Alcodlico

Extrato etanolico

Atividade Antitumoral

Atividade Antifangica

Atividade Antioxidante, antitumoral
Atividade Antioxidante

Atividade Antineoplasico

Atividade sedativas e ansiolitica.
Atividade Antiproliferativa

Atividade antinocepiciva e analgésica
Atividade Larmicida

Efeito larvicida

Atividade controladora do vetor da febre
de dengue

Atividade Anti-tumoral
Atividade ansiolitica
Atividade Inseticida
Atividade Inseticida

Atividade sedativas e ansiolitica.

Francisco, 2011.
Frias, 2009.
Gavamukulya, 2011.
Gavamukulya, 2014.
George, 2012.

Gleye, 1997.

Gomes de melo, 2010.

Gongalves-filho, 2006.

Grzybowski, 2013.
Grzybowski, 2013.
Grzybowski, 2012.
Hamizah, 2012.
Hasrat, 1997.
Henao, 2007.
Hincapié, 2008.

Holanda et al., 2013.
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Folhas

Frutos

Folhas

Folhas

Folhas

Folhas

Folhas

Fruto e Folhas
Folhas/caule
Folhas
Fruto,folhas
Folhas

Folhas,
Sementes e folhas
Fruto verde

Sementes

Extrato Hidroalcodlico
Extrato Aquoso

Extrato de Acetato de Etila
Extrato Hidroalcodlico
Extrato Etandlico

Extrato Etandlico

Extrato Aquoso

Extrato Aquoso

Extrato etandlico

Extrato Alcodlico e Acetato de
Etila

Extrato Alcodlico,Cetonico e
Aquoso

Extrato Etandlico

Extratos aquosos e etandlicos
Extrato etandlico/fracdes
Extrato etandlico

Extrato Hidroalcodlico

Atividade de biodistribuigéo de
radiofarmacos

Atividade Analgésica e Anti-inflamatdria

Atividade Antileishmanial
Atividade Citotdxica

Atividade Hipoglicemiante

Atividade Antinociceptiva e Anti-ulceras

Atividade Anti-Hipertensiva
Parkinson

Atividades anti-parasitaria
Antioxidante

Atividade Citostatica
Atividade Moluscicida

Atividades anti-parasitaria

Atividade sedativas e ansiolitica.

Atividade antileishimania

Atividade Inseticida

Holanda, 2014.

Ishola, 2014.

Jaramillo, 2000.

Arroyo, 2005.
Arroyo, 2009.

Justin, 2012.

Karou, 2011.

Lannuzel, 2007.

Lima, 2011.

Luna, 2013.

Lopez, 1979.

Luna, 2006.

Marsaro et al., 2013.

Martins,1989;

Medeiros et al., 2009.

Mendonca, 2013.
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Folhas
Folhas
Folhas
Folhas
Semente
Folhas
Frutos
Folhas
Folhas/caule
Folhas
Folhas
Fruto, folhas
Folhas
Folhas, fruto
Sementes
Folhas

Sementes

Extrato Hidroalcodlico
Extrato Acetato de etila
Extrato Etandlico
Extrato Hidroalcodlico
Extrato hidroalcoodlico
Extrato Etandlico
Extrato Aquoso

Extrato Aquoso

Extrato etandlico
Extrato Hidroalcodlico
Extrato Hexanico
Extrato Alcodlico e fracdes
Extrato Etandlico
Extrato Hidroalcodlico
Extrato etandlico
Extrato Hidroalcodlico

Extrato acetbnico

Atividade Anticancerigena

Atividade antiproliferativa

Atividade Antitumoral

Atividade Antioxidante

Atividade leishmanicida e citotoxicidade
Atividade anticonvulsivante

Atividade Antioxidante
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1.6. RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA

O desenvolvimento da humanidade proporcionou ao longo do tempo diversos avancos.
Dentre estes esta a selecdo das plantas ndo s6 com fins alimenticios, mas também para o alivio
de inimeros males e doencas. Frente a isso muitos povos passaram a dominar o conhecimento
do uso de plantas, perpetuando-se até os dias atuais por meio da utilizagdo consciente de
medicamentos a base de ervas medicinais (FERREIRA ; PINTO, 2010).

A utilizacdo de plantas medicinais esta em continua expansdo em nivel mundial. A
crescente busca por agentes terapéuticos derivados de espécies vegetais justifica-se pelo
surgimento de doencas ainda sem tratamento apropriado, e pelo crescimento do conhecimento
cientifico a respeito dos fitoterdpicos, como importantes alternativas terapéuticas
(GUARRERA, 2005).

A andlise dos produtos naturais revela uma consideravel diversidade em termos de
estrutura e propriedades fisico-quimicas e biologicas. Esta diversidade permite as “moléculas
da natureza” atingir um nimero quase ilimitado de macromoléculas biologicas, muitas vezes
de forma altamente seletiva. Com relacéo a isso, tem-se acreditado que em comparacao aos
sintéticos, 0os compostos naturais tendem a ser muito superiores em termos de diversidade,
eficiéncia e especificidade de ligacdo e propensdo para interagir com alvos biol6gicos
(CARLSON, 2010).

Dentro desse contexto, as plantas medicinais e em especial 0 uso dos medicamentos
fitoterapicos adquirem importancia como agentes terapéuticos e, por isso, devem ser
prioritariamente analisados segundo os métodos modernos de ensaios pré-clinicos e clinicos
disponiveis(LAPA et al., 1999; CALIXTO, 2001).

Investigacdes fitoquimicas e, em menor extensao, farmacoldgicas, sobre membros da
familia Annonceae vém se intensificando nos ultimos anos (SIEBRA, 2007). Muitas espécies
do género Annona apresentam efeitos sobre o sistema nervoso central (SNC), como Annona
senegalensis, Annona diversifolia e Annona muricata , usadas na medicina popular devido as
acOes anticonvulsivante, sedativa e ansiolitica. Em decorréncia do pressuposto
etnofarmacoldgico que evidencia uso da Annona muricata na medicina popular para o
tratamento das desordens citadas anteriormente, aliado a trabalhos realizados em nosso
laboratério (SOUZA, 2013), fez-se necessario um estudo quimico e farmacol6gico mais
aprofundado, que ofereca mais subsidios para a compreensdo do efeito antidepressivo-simile

de Annona muricata L.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

e Caracterizar o efeito antidepressivo-simile do extrato hidroalcoolico das folhas de

Annona muricata L. (graviola).

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Auvaliar a composicao fitoquimica do extrato hidroalcodlico das folhas de Annona
muricata |. (EHFAM);

e Quantificar, por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), 0os compostos

fendlicos presentes no EHFAM;

e Investigar o perfil farmacoldgico da administracdo aguda do EHFAM em
camundongos submetidos aos testes do campo aberto (TCA), nado forcado (TNF),
acinesia induzida por reserpina, convulsfes induzidas por pentilenotetrazol e tremores

induzidos por oxotremorina;
e Sugerir o possivel mecanismo de acdo antidepressiva do EHFAM, com base em

estudos de potencializagdo com antidepressivos classicos (imipramina, fluoxetina e

bupropiona).
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3. MATERIAL E METODO

3.1. Material vegetal:

A coleta do material vegetal foi feita segundo a licenca do Sistema de Autorizagdo e
Informacdo em Biodiversidade (SISBIO), para a realizacdo de atividades com finalidade
cientifica com base na Instrucdo Normativa n°154/2007; licenga n° 40883-1, Ministerio do
Meio Ambiente — MMA/ Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade —
ICMBIo (Anexo 2).

Um exemplar de Annona muricata L.,foi coletado em uma propriedade privada
(Sitio Lirio, distrito de Santana do Cariri — CE) na Chapada do Araripe, sob as coordenadas
7°13'55.6"S 39°37'19.1"W, no més de marco de 2013 (Figura 8). As informagdes foram
obtidas através de aparelno GPS.  Um exemplar do material coletado para confeccdo da
exsicata foi enviado para identificacdo junto ao Herbario Caririense Dardano de Andrade e
Lima, da Universidade Regional do Cariri — URCA, o qual encontra-se defidamente
registrado sob o nimero de tombo 10100 (Figura 9).

Santana do Cariri Zebelé

Fazenda Pama P

7513'54.6"S 39°37'18.1"“W.

Pontalda’S. Cruz

Sitio Lirio — Santana do
Cariri; Googleearth

9°39'36.57"0 elev. 875m altitude do ponto de visdo 21.42 km

Figura 10: Localizagdo geografica do Sitio Barreiro Grande, municipio de Crato-CE.
Fonte: Google Earth, 2013 — acessado em 10 de maio de 2013.
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Figura 11: Exsicata da espécie Annona muricata L.
Fonte: Herbério Caririense Dardano de Andrade e Lima, da Universidade Regional do Cariri — URCA, o qual
encontra-se defidamente registrado sob o nimero de tombo 10100
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3.2. DROGAS E REAGENTES

As drogas e reagentes utilizados na pesquisa estdo listados abaixo (Tabela 2).

Tabela 2: Drogas e reagentes utilizados nos modelos comportamentais

DROGAS E REAGENTES PROCEDENCIA
Agua deionizada Deionizador, LFQM
Alcool etilico P.A. Sigma-Aldrich, EUA
Imipramina Cristalia Farma, Brasil
Bupropiona Cristalia Farma, Brasil
Fluoxetina Cristalia Farma, Brasil
Diazepan Germed, Brasil
Reserpina Sigma-Aldrich, EUA
Solucéo fisiologica de NaCl 0,9% Farmace, Brasil
Tween 80 Sigma-Aldrich, EUA
Pentilenotetrazol - PTZ Sigma-Aldrich, EUA
3.3. ANIMAIS

Neste estudo foram utilizados camundongos albinos (Mus musculus), linhagem
Swiss, fémeas, pesando em média 25 — 30g, provenientes do Biotério da Faculdade de
Medicina Estacio de Juazeiro do Norte (Estacio/FMJ). Os animais forma mantidos em caixas
plasticas, a temperatura controlada (24 + 2°C), com ciclos claro/escuro de 12/12h, recebendo
racdo (Labina, Purina®) e agua ad libitum no Biotério de manutencdo de animais da URCA.
Para realizacdo dos testes farmacologicos, os animais foram separados aleatoriamente em
grupos de nove animais, identificados, pesados e colocados no laboratério de Farmacologia e
Quimica Molecular — LFQM, com um periodo de 24 horas anteriores aos testes, para 0

processo de adaptacéo.

O manejo dos animais foi realizado seguindo 0s principios éticos para a

experimentacdo animal do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal — COBEA. Apés 0s
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experimentos, 0s animais foram eutanasiados em camara de gas (Dioxido de carbono — CO,),
sendo posteriormente acondicionados em sacos plasticos sob refrigeracdo a — 20°C; o

recolhimento foi realizado por empresa especializada no descarte de material bioldgico.

3.4 Exigéncias legais - aspectos éticos da pesquisa

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

O projeto foi submetido & aprovacdo pelo Comité de Etica em Pesquisa em
Animais (CEUA) da Universidade Regional do Cariri — URCA, credenciado pela Comisséo
Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP) e pelos termos da Portaria 196/96 do Conselho
Nacional de Saude. Mediante submissao, foi concedida a aprovacéo do projeto para realizacdo
do estudo, sob parecer N° 00212/2013.1 (Anexo 3).
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3.5. Obtencdo do extrato hidroetanolico das folhas de Annona muricata L. (EHFAM):

O material botanico (298g de folhas de Annona muricata L.) foi coletado e
transportado ao Laboratério de Farmacologia e Quimica Medicinal — LFQM — URCA, onde
foi selecionado de acordo com o grau de qualidade visual (auséncia de danos mecénicos e
manchas fungicas) e, posteriormente, seco por exposi¢ao ao sol por um periodo de oito dias.
Em seguida as folhas foram recortadas (a fim de aumentar a superficie de contato com o
solvente) e acondicionadas em frascos de vidro transparente, sendo estas embebidas por
solvente etanol 99,9% e &gua destilada, na proporcéo de 1:1, a temperatura ambiente por 72h.
Apos esse periodo, o material foi filtrado e concentrado em evaporador rotatorio sob pressdo
reduzida até a concentracdo de *+ 30%. Posteriormente o produto foi acondicionado em
recipientes apropriados e mantidos sob baixa temperatura, sendo congelado e, em seguida,
liofilizado seguindo a metodologia de Matos (2009) para retirada da parte aquosa. Ao fim do
processo, obteve-se 33,399 de extrato seco das folhas de Annona muricata L. O rendimento
obtido foi de 11,20% (Figura 12).
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Material vegetal

(2980)
Maceracao ] >
N
Etanol P.A + 4gua
destilada 1:1
(72horas)

evaporador rotativo
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[ Concentracdo em

Liofilizador

Congelamento a -21°C ]—»

EHFAM

(33.399)
Rendimento 11,20%

Eliminac&o do
etanol

|

Eliminacdo da
fase aquosa

|

Figura 12. Fluxograma do processo de obtengdo do EHFAM.

Fonte: Arquivo préprio.
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3.6. Prospeccéo fitoquimica do EHFAM:

A realizacdo da prospeccdo fitoquimica do EHFAM seguiu a metodologia de
Matos (1997), onde classes de metabolitos secundarios foram identificadas por mudangas
colorimétricas e precipitados formados apds a adicdo de reagentes especificos. Nos préximos

paragrafos segue a descri¢do do procedimento anteriormente citado.

3.6.1. Preparacéo de extratos:

Trezentos miligramas do EHFAM foram solubilizados em 30 mL de uma mistura
de etanol e agua (30%). A solucdo obtida foi distribuida em sete por¢Ges de 3 mL em cada e

enumeradas em frascos de vidro para as analises.

3.6.2. Teste para fenois e taninos:

Os polifendis sdo substancias redutoras, caracterizados pela fécil oxidacéo,
resultando em substancias coradas. Os taninos sdo caracterizados por reac6es de coloragédo ou
precipitacdo (SIMOES et al., 2007).

No frasco 1 foram adicionadas 3 gotas de solucdo alcodlica de FeCls. Apos
agitagdo, o resultado obtido foi comparado com um teste “branco” (mistura de agua e FeCls3).
O surgimento de coloracdo varidvel entre azul e vermelho evidencia a presenca de fenais,
quando o teste “branco” for negativo. Havendo precipitado escuro de tonalidade azul indica
presenca de taninos pirogalicos (taninos hidrolizaveis) e tonalidde verde indica presenca de
taninos flobabénicos (taninos condensados ou catéquicos). Para evidenciar taninos, ainda fez-
se uso do teste de precipitacdo de gelatina, devido a habilidade desses compostos para
interagir e precipitar proteinas, como o coladgeno da gelatina (STRUMEYER e MALIN,
1975).
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3.6.3. Teste para antocianinas, antocianidinas e flavonoides:

Os flavonoides representam um dos grupos mais amplamente distribuidos e
diversificados no reino vegetal. Solventes de polaridade crescente facilitam a extragdo dos
flavondides (SIMOES et al, 2007). Nos frascos 2, 3 e 4, foram adicionados HCI 1% (7 gotas,
até atingir um valor de pH 3.0), NaOH 40% (2 gotas, até atingir um valor de pH 8.5) e NaOH
40% (4 gotas, até atingir um valor de pH compreendido entre 11 — 14), respectivamente. O
surgimento de coloragdes diferentes indica presenca de constituintes diversos, de acordo com
tabela 3.

Tabela 3: Identificacdo dos metabdlitos secundarios (Antocianinas, Antocianidinas,

Flavonas, Flavondis, Xantonas, Auronas, Chalconas, Flavononois).

PH DO MEIO E COR DO PRODUTO FINAL DA REACAO

CONSTITUINTES pH 3.0 pH 8.5 pH 11

Antocianinas Vermelho Lilas Azul - parpura

Antocianidinas - - B

Flavonas - - Amarelo

Flavondis - - -

Xantonas - - -

Auronas Vermelho - Vermelho - purpura
Chalconas - - Vermelho - laranja
Flavononois - - -

Legenda: (-): auséncia de qualquer cor.

3.6.4. Teste para leucoantocianidinas, catequinas e flavonas:

Ao frasco 5 foi adicionado HCI até atingir um valor de pH compreendido entre 1
— 3 e no frasco 6 foi adicionado NaOH até atingir um valor de pH 11. Os frascos foram
posteriormente aquecidos durante 2 — 3 minutos. Seguindo 0 mesmo mecanismo de
observacdo adotado no item anterior, o aparecimento ou intensificacdo de cores indica a

presenca de constituintes especificados na tabela 4 (Figura 13).
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Tabela 4: Identificacdo dos metabdlitos secundarios.(Leucoantocianidinas,
Catecnas,Flavononas).

PH DO MEIO E COR DO PRODUTO FINAL DA

CONSTITUINTES REACAO
Acido Alcalino
Leucoantocianidinas Vermelho -
Catequinas Pardo - amarelo -
Flavononas - Vermelho - laranja

Legenda: (-): auséncia de qualquer cor

l

PESAGEM , IDENTIFICAGAO DE Diluigéo da amostra de 300mg
RECIPIENTES E REAG%NTES EHFAM em 30 mL( etanol + agua & 30%) DISTRIBUIGAO DAS AMOSTRAS

TESTE PARA ANTOCIANIDINAS, FLAVONOIDES, CATEQUINAS ,
FLAVONONAS, LEUCOANTOCIANIDINAS, ANTOCIANINAS TESTE PARA FENOIS E TANINOS

Figura 13: Teste para leucoantocianidinas, catequinas e flavonas.
Fonte: Arquivo préprio.
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3.6.5. Teste para alcaloides:

Podem-se encontrar alcaloides em todas as partes dos vegetais, porém ha acimulo
preferencial em alguns 6rgaos e tecidos, tais como: tecidos de crescimento ativo; células
epidérmicas e hipodérmicas; bainhas vasculares e vasos lactiferos (SIMOES et al, 2007).

Preparou-se uma nova solucéo contendo 300 mg do EHFAM, acrescido de 30 mL
de acido acético 5%. Esta mistura foi aquecida até fervura por alguns minutos e transferida
para um funil de separacdo. Ao filtrado foram adicionadoas aproximadamente 10 mL de uma
solucéo de NaOH 10%. A variagao do pH por meio foi avaliada por meio de papel indicador.
Em seguida adicionou-se cloroférmio (aproximadamente 15 mL) e o material foi submetido a
agitacdo e posteriormente 0 mesmo foi deixado em repouso por alguns instantes. Havendo
presenca de alcaloides, estes passam para a fase cloroférmica (fracdo alcaloidica). Passados
alguns instantes, o material foi aquecido para evaporagdo do solvente. Ao residuo restante
foram adicionadas 2 gotas de HCI 1%. Sobre uma lamina de vidro foi depositada uma gota da
solucéo e, ao lado desta, 1 gota de reagente de Draggendorff. Apds a mistura, o indicativo de

alcaloides ¢ dado a partir da formacdo de precipitado na lamina (Figura 14).

=

"o

ALCALINIZAGAO E OBTENGAO
DE FASE DUPLA
POR DECANTACAO

<«

FASE ALCALOIDICA BANHO- MARIA

———

RESULTADO POSITIVO
PARA ALACALOIDES

Figura 14: Teste para alcaloides.

Fonte: Arquivo préprio.
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3.7. ANALISE POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (CLAE) DO
EHFAM:

Todos os produtos quimicos utilizados foram de grau analitico. O metanol, &acido
acetico e os padrbes para acido galico, acido caféico, acido clorogénico e acido elagico foram
adquiridos da Merck (Darmstadt, Alemanha). Os padrdes para quercetina, quercitrina, rutina,
campferol, catequina e epicatequina foram adquiridos da Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO,
EUA). A CLAE foi realizada em um cromatografo Shimadzu Prominence Sampler Auto
(SIL-20A), sistema de CLAE (Shimadzu, Kyoto, Japao), equipado com bombas alternativas
Shimadzu LC-20AT conectados a um desgaseificador DGU 20A5 com integrador SPD-M20A
diodo, detector de arranjo de solugdo de software SP1 LC 1,22 (Boligon et al., 2013).

A quantificacdo dos compostos analises foi realizada empregando cromatdgrafo
liquido de alta eficiéncia com detector de arranjo de diodos (DAD) e varredura entre 200 a
400 nm. A cromatografia liquida de alta eficiencia (CLAE) foi utilizada para a quantificacdo
dos 4&cidos fendlicos: acidos galico, clorogénico, elagico e caféico, e os flavondides:
quercetina, quercitrina, rutina, campferol, catequina e epicatequina, obtidos diante da
comparacdo entre o seu tempo de retencdo e do espectro de absorcdo de UV. As analises
cromatograficas foram realizadas sob condicdes analiticas de gradiente com coluna C18 (4,6
mm x 250 mm)com particulas de didmetro Embalado com 5 UM. A fase modvel foi de
recipiente de agua contendo 1% de &cido férmico (A) e acetonitrilo (B), e o gradiente de
composicdo foi: 13% de B até 10 minutos e mudou para obter 20%, 30%, 50%, 60%, 70% |,
20% e 10% de B a 20, 30, 40, 50, 60, 70 e 80 min, respectivamente (Boligon et al., 2012) com
ligeiras modificagoes.

O EHFAM foi dissolvido em etanol a uma concentragcdo de 20 mg/mL, para
posterior analise. Na presenca de antioxidantes, onze compostos foram investigados: acido
galico, acido clorogénico, acido elagico, acido cafeico, catequina, epicatequina, quercetina,
quercitrina, isoquercitrina, rutina e kaempferol. A identificacdo destes compostos foi realizada
por comparacdo dos tempos de retencdo e espectro de absorcdo UV com os dos padroes
comerciais. A taxa de fluxo foi de 0,7 ml / min, volume de injeccdo de 40 ul e o comprimento
de onda foi de 254 nm para o &cido galico e catequina, 280 nm para epicatequina, 325 nm
para acidos cafeico, elagico e clorogénico, 365 nm para a quercetina, isoquercitrina,
quercitrina, rutina e kaempferol. Todas as amostras de fase movel foram filtradas através de
um filtro de membrana de 0,45 mm (Millipore), em seguida, desgaseificou-se com um banho

de ultra-som antes da utilizacdo. As solucdes de referéncia de normalizacdo foram preparadas
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em fase movel de CLAE em valores de concentragdo de 0030-0250 mg/mL para campferol,
quercetina, quercitrina, isoquercitrina, catequina, epicatequina e rutina e 0030-0250 mg/mL
para acidos galico, caféeico, elagico e clorogénico. Os picos da cromatografia foram
confirmados pela comparacdo do tempo de retencdo com os de padrdes de referéncia e pelos
espectros do detector de arranjo de diodos - DAD (200 a 400 nm). A curva de calibragédo para
0 acido géalico: Y = 14286x + 1395,8 (r = 0,9996); catequina: Y = 15097x + 1189,3 (r =
0,9997); epicatequina: Y = 13601x + 1194,5 (r = 0,9992); acido cafeico: Y = 12758x +
1259,7 (r = 0,9996); acido clorogénico: Y = 13461x + 1275,3 (r = 0,9992); acido elagico: Y =
13576x + 1346,4 (r = 0,9999); Rutina: Y = 12,845 + 1305,7 (r = 0,9999); quercetina: Y =
13560x + 1192,6 (r = 0,9991), isoquercitrina: Y = 12873x + 1325,6 (r = 0,9998); quercitrina:
Y =11870x + 1329,8 (r = 0,9993) e kaempferol: Y = 14253x + 1238,9 (r = 0,9997). Todas as
operagdes cromatograficas foram realizadas a temperatura ambiente e em triplicata. O limite
de deteccdo (LOD) e limite de quantificacdo (LOQ) foram calculados com base no desvio
padrdo das respostas e da inclina¢do por meio de trés curvas analiticas independentes. LOD e
LOQ foram calculados como 3,3 e 10 o/s, respectivamente, onde ¢ é 0 desvio padrdo da

resposta e s € o declive da curva de calibracdo (Boligon et al., 2013).

3.8. PROTOCOLOS COMPORTAMENTAIS:

Todos os experimentos foram realizados em horario padronizado (12h0Omin as
16h00min), no Laboratério de Farmacologia e Quimica Molecular (LFQM) da URCA, em
condigdes controladas de temperatura (23 = 1° C), desprovido de barulho externo, e
iluminacdo de baixa intensidade (lampada vermelha de 15 W), mimetizando o ambiente
natural do animal, evitando alteragcbes comportamentais. Os animais foram divididos em
grupos (24 horas antes da realizacdo dos experimentos) compostos por nove animais cada, e
levado para o LFQM para serem ambientados. No presete trabalho foram executados
protocolos especificos para verificar e caracterizar o efeito tipo antidepressivo do EHFAM,
tais como os testes do campo aberto, nado forcado, acinesia induzida por reserpina,
convulsdes induzidas por pentilenotetrazol e tremores induzidos por oxotremorina. Os
animais receberam tratamento com veiculo (salina — 0,1 mL/10g, i.p.), EHFAM (5, 10 e 20
mg/Kg, i.p.) e antidepressivos classicos (bupropiona 20 mg/Kg, i.p., fluoxetina 10 mg/Kg, i.p.
e imipramina 30 mg/Kg, i.p.) para o controle positivo. Com trinta minutos apds a injecdo das
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substancias, os camundongos foram submetidos aos testes comportamentais descritos citados

anteriormente e descritos abaixo.
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3.8.1. Teste do nado forcado (TNF):

O TNF é considerado o modelo farmacolégico in vivo mais utilizado para
avaliacdo da atividade antidepressiva, por apresentar alto valor preditivo devido as respostas
aos medicamentos antidepressivos padroes existentes (PORSOLT et al., 1977). Neste teste um
animal é submetido a uma situacdo estresse elevado representado pela natacdo em um
ambiente confinado. Os animais inicialmente nadam e tentam encontrar uma saida, e ndo
obtendo éxito assumem uma postura imovel que ocorre cada vez mais precocemente com a

repeticdo do procedimento.

Foram utilizados cilindros de vidro transparente (Figura 15) medindo 20 cm de altura
e 15 cm de didmetro, com volume total de 2L, contendo 1,5L de &gua a 27°C. Os animais
(nove por grupo) foram divididos em sete grupos que recerebram, respectivamente: CONT
(salina, i.p., 0,1 mL/10g), IMI (imipramina 30 mg/Kg,.i.p), FLUO (fluoxetina 10mg/kgv.i.p.),
BUP (bupropiona 20mg/kg i.p) e EHFAM (5, 10 e 20mg/Kg, i.p.). Apos trinta minutos da
administracdo, cada animal foi colocado para nadar no cilindro por um tempo de 5 minutos. O
parametro comportamental observado neste teste foi o tempo durante o qual o animal
permaneceu imovel (tempo de imobilidade — TI), sendo considerado imével quando o
camundongo flutuava ou realizava apenas movimentos necessarios para manter sua cabeca
acima da agua (ALMEIDA, 2006).

Tabela 5: Grupos experimentais e drogas administradas no teste de nado forcado (TNF)

GRUPOS EXPERIMENTAIS TRATAMENTOS

CONT Salina, 0,1 mL/10g, i.p.
IMI 30 Imipramina 30mg/kg, i.p.
FLUO 10 Fluoxetina 10mg/kg , i.p
BUP 20 Bupropiona 20mg/kg , i.p

EHFAM 5 EHFAM 5mg/kg, i.p.

EHFAM 10 EHFAM 10mg/Kkg, i.p.

EHFAM 20 EHFAM 20mg/kg, i.p.
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CONTROLE POSITIVO
Imipramina 30mg/kg, i.p.
Fluoxetina 10mg/kg, i.p.
Bupropiona 20mg/kg, i.p.

EHFAM
(5, 10, 20mg/kg, i.p.)

CONTROLE NEGATIVO
(Veiculo 10mg/kg, i.p.)

PARAMETROS OBSERVADOS:
Tl - Tempo de Imobilidade

Figura 15: Esquema representativo da avaliagdo do efeito antidepressivo do EHFAM no teste
de nado forcado (TNF).
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3.8.2. Teste da acinesia induzida por reserpina:

Para este procedimento foi utilizada a metodologia segundo Askew (1963), na
qual camundongos foram tratados previamente com reserpina (RES 10 mg/kg, i.p.).
Decorridas 20 horas da administracdo da droga, os animais (nove por grupo) foram divididos
em grupos que recerebram, respectivamente: CONT (salina, i.p., 0,1 mL/10g), IMI
(imipramina 30 mg/Kg,.i.p), FLUO (fluoxetina 10mg/kgv.i.p.), BUP (bupropiona 20mg/kg
i.p) e EHFAM (5, 10 e 20mg/Kg, i.p.) (Tabela 16). Apdés 30 minutos, cada animal foi
colocado no centro do aparelho do campo aberto para a avaliacdo da atividade locomotora
(durante 5 minutos). O numero de cruzamentos (NC) foi o parametro comportamental
observado. Para o registro do NC, foram contados todos os quadrantes cruzados pelo animal,

guando este se encontrava com as quatro patas dentro do mesmo quadrante.

Tabela 6: Grupos experimentais e drogas adminstradas no teste de acinesia induzida por

reserpina.
GRUPOS EXPERIMENTAIS TRATAMENTOS
RES Reserpina 10mg/kg, i.p.
CONT Salina 0,1 mL/10g, i.p.
IMI 30 Imipramina 30mg/kg, i.p.
FLUO 10 Fluoxetina 10mg/kg , i.p
BUP 20 Bupropiona 20mg/kg , i.p
EHFAM 5 EHFAM 5mg/kg, i.p.
EHFAM 10 EHFAM 10mg/kg, i.p.
EHFAM 20 EHFAM 20mg/kg, i.p.
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RESERPINA
10mg/kg

20h

(5, 10, 20mg/kg, i.p.)

CONTROLE POSITIVO
EHFAM Imipramina 30mg/kg, i.p.
Fluoxetina 10mg/kg,
Bupropiona 20mg/kg,

1.p.
Lp.

CONTROLE NEGATIVO

( SALINA10mg/kg, i.p.)

5’

Parametros

observados :
NC - NUMERO DE
CRUZAMENTOS

Figural6: Esquema de realizag&o do teste de acinesia com reserpina.
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3.8.3. Teste do campo aberto (TCA):

A fim de excluir a possibilidade de um eventual efeito estimulante que pudesse
causar um efeito tipo antidepressivo falso-positivo, os camundongos foram submetidos ao
teste do campo aberto, como descrito por (ARCHER, 1973). O campo aberto para
camundongos foi confeccionado em vidro (30 x 30 x 15 cm) para melhor visualizacdo dos
animais (Figura 17). O interior do aparato foi subdividido em nove quadrantes iguais. Neste
teste os animais foram divididos em grupos que recerebram, respectivamente: CONT (salina,
i.p., 0,1 mL/10g), IMI (imipramina 30 mg/Kg,.i.p), FLUO (fluoxetina 10mg/kgv.i.p.), BUP
(bupropiona 20mg/kg i.p), EHFAM (5, 10 e 20mg/Kg, i.p.) E DZP (diazepam 2 mg/Kg, i.p.)
(Tabela 6). Os animais foram colocados individualmente no campo aberto e durante 5
minutos foram observados os seguintes parametros: nimero de cruzamentos (NC — nimero de
guadrantes cruzados pelo animal, quando este se encontrava com as quatro patas dentro do
mesmo quadrante), nimero de rearing (NR — nimero de vezes que o animal colocava-se de
pé, apoiado pelas patas traseiras) e o numero de grooming (NG — movimentos de
autolimpeza) (RODRIGUES et al., 2002; QUINTANS-JUNIOR; ALMEIDA; ANTONIOLLI,
2005; OLIVEIRA et al., 2006).

Tabela 7: Grupos experimentais e respectivas drogas administradas no TCA.

GRUPOS EXPERIMENTAIS TRATAMENTOS

CONT Salina 0,1 mL/10g, i.p.
IMI 30 Imipramina 30mg/kg i.p.
FLUO 10 Fluoxetina 10mg/kg, i.p
BUP 20 Bupropiona 20mg/kg, i.p

DZP 2 Diazepam 2mg/kg, i.p.

EHFAM 5 EHFAM 5mg/kg, i.p.

EHFAM 10 EHFAM 10mg/kg, i.p.

EHFAM 20 EHFAM 20mg/kg, i.p.
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CONTROLE POSITIVO
EHFAM Imipramina 30mghg, ip.
(5,10, 20mghkg,ip) | | Fuoeia tonlg, ip

Bupropiona 20mgkg, ip.

DIAZEPAN 2mg/kg i.p.

PARAMETROS OBSERVADOS:
NC — N° de cruzamentos.
NR — N° de rearing
NG — N° de grooming

5'

SALINA
(Veiculo 10mg/kg, ip.)

Figura 17: Esquema representativo da avaliacdo da atividade locomotora no teste do campo

aberto (TCA).
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3.8.4. Teste da potencializacdo do efeito tipo antidepressivo do EHFAM:

O TNF foi realizado mais uma vez, com o intuito de investigar a ocorréncia de um
possivel efeito sinérgico decorrente da associacdo do EHFAM e de alguns antidepressivos
padrdes (Figura 18). Como descrito em paragrafos anteriores, foram utilizados cilindros de
vidro transparente medindo 20 cm de altura e 15 cm de diametro, com volume total de 2L,
contendo 1,5L de &gua a 27°C. Os animais (nove por grupo) foram divididos em grupos que
recerebram, respectivamente: CONT (salina, i.p., 0,1 mL/10g), IMI (imipramina 1 e 30
mg/Kg,.i.p), FLUO (fluoxetina 1 e 10mg/kgv.i.p.), BUP (bupropiona 1 e 20mg/kg i.p),
EHFAM (0,5 e 5 mg/Kg, i.p.), além das associagbes IMI 1 + EHFAM 0,5 (imipramina 1
mg/kg, i.p. + EHFAM 0,5 mg/kh, i.p.), FLU 1 + EHFAM 0,5 (fluoxetina 1 mg/kg, i.p. +
EHFAM 0,5 mg/kg, i.p.) e BUP 1 + EHFAM 0,5 (bupropiona 1 mg/Kg, i.p. + EHFAM 0,5
mg/Kg, i.p.) (Tabela 7). Apos trinta minutos da administracdo, cada animal foi colocado para
nadar no cilindro por um tempo de 5 minutos. O parametro comportamental observado neste
teste foi o tempo durante o qual o animal permaneceu imdvel (tempo de imobilidade — TI),
sendo considerado imovel quando o camundongo flutuava ou realizava apenas movimentos

necessarios para manter sua cabeca acima da &gua (ALMEIDA, 2006).

Tabela 8: Grupos experimentais e respectivas drogas administradas no teste de

potencializacdo do efeito tipo antidepressivo do EHFAM.

GRUPOS EXPERIMENTAIS TRATAMENTOS
CONT Salina 0,1 mL/10g, i.p.

IMI 1e 30 Imipramina 1 e 30mg/kg i.p.

FLUO 1e10 Fluoxetina 1 e 10mg/kg, i.p

BUP 1e 20 Bupropiona 1 e 20mg/kg, i.p

EHFAMO0,5¢e5 EHFAM 0,5 e 5mg/kg, i.p.
IMI 1+ EHFAM 0,5 Imipramina 1 mg/kg, i.p. + EHFAM 0,5 mg/kg, i.p.
FLU1+EHFAMO0,5 Fluoxetina 1 mg/kg, i.p. + EHFAM 0,5 mg/kg, i.p.
BUP 1+ EHFAM 0,5 Bupropiona 1 mg/kg, i.p. + EHFAM 0,5 mg/kg, i.p.
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EHFAM 0,5mg/kg, i.p.)
+

Fluoxetina 1 mg/kg, i.p.

EHFAM 0,5mg/kg, i.p.)
+
Imioramina 1ma/ka. i.n

EHFAM 0,5mg/kg, i.p.)
+

Bupropiona 1 mg/kg, i.p.

Salina (0,1 mL/10g), i.p.
Imipramina 30mg/kg, i.p.

Fluoxetina 10 mg/kg, i.p.

Bupropiona 20mg/kg, i.p
EHFAM 5 mg/kg i.p

Observacao
5 9

PARAMETROS OBSERVADOS:
TI1 - Tempo de Imobilidade

Figura 18: Esquema de avaliacdo do envolvimento dos sistemas monoaminérgicos,

noradrenergicos e dopaminégicos no efeito tipo-antidepressivo do EHFAM.
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3.8.5. Avaliacéo do efeito do EHFAM sobre o limiar de convulsdo em animais tratados com
PTZ.

O efeito do EHFAM sobre o limiar de convulsdo foi avaliado através do modelo
de convulsdes induzidas por pentilenotetrazol (PTZ). Os animais (nove por grupo) foram
divididos e pré-tratados com: CONT (salina, i.p., 0,1 mL/10g), PTZ (pentilenotetrazol 40 e 80
mg/Kg, i.p.), IMI (imipramina 30 mg/Kg,.i.p), FLUO (fluoxetina 10mg/kg i.p.), BUP
(bupropiona 1 e 20mg/kg i.p) e EHFAM (5, 10 e 20 mg/Kg, i.p.) (Tabela 9). Decorridos 30
minutos, o0s animais tratados com os antidepressivos padrées e com EHFAM receberam uma
dose de PTZ 40 mg/Kg, i.p. A analise comportamental consistiu na observacdo dos animais
individualmente por um periodo de 30 minutos, quanto ao aparecimaneto da primeira
convulséo clénica ou ténico-clonica (laténcia de 12 convulsdo — LC, em segundos) e 0 tempo
decorrido da administracdo do PTZ até a morte do animal (laténcia de morte — LM, em

segundos) (Figura 19).

Tabela 9: Grupos experimentais e drogas administradas no teste de avaliagdo do efeito do

EHFAM sobre o limiar de convulsdo em animais tratados com PTZ.

GRUPOS EXPERIMENTAIS TRATAMENTOS
SALINA Salina, 0,1mL/10g, i.p.
PTZ 40 PTZ 80mg/kg, i.p.
PTZ 80 PTZ 40mg/kg, i.p.
IMI 30 Imipramina 30mg/kg i.p.
FLUO 10 Fluoxetina 10mg/Kkg, i.p
BUP 20 Bupropiona 20mg/kg, i.p
EHFAM 5 EHFAM 5mg/kg, i.p.
EHFAM 10 EHFAM 10mg/kg, i.p.
EHFAM 20 EHFAM 20mg/kg, i.p.
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EHFAM Fl'\lj"oml)gw kfk‘ i PTZ 40mglkg
(5, 10 e 20 mg/kg, i.p.) Mg/xg, 1.p.
BUP 20 mg/kg, i.p. PTZ 80mglkg

Apods 30°

PTZ 40mg/kg i.p

Observacéo 30’

PARAMETROS OBSERVADOS:

LC — LATENCIA PARA CONVULSAO
TM — TEMPO DE MORTE

Figura 19: Esquema representativo da investigagdo do efeito do EHFAM sobre o limiar de

convulsdo em animais tratados com PTZ.
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3.8.6. Teste dos tremores induzidos por oxotremorina:

O experimento foi realizado segundo a técnica descrita por Fukuzaki et al. (2000).

Os animais (nove por grupo) foram divididos e pré-tratados com: CONT (salina, 0,1 mL/10g,
i.p.), ATRO (atropina 10 mg/Kg, i.p.) e EHFAM (5, 10 e 20 mg/Kg, i.p.) (Tabela 9).
Decorridos 30 minutos, cada animal recebeu uma injecdo de oxotremorina (0,5 mg/Kg, i.p.) e
teve seu comportamento avaliado 10, 20 e 30 min apds a administracdo deste Ultimo
composto. A intensidade dos tremores apresentados pelos animais foi avaliada de acordo com
a escala descrita por Coward et al. (1977):

0 - Auséncia de tremores;

1 - Tremores fracos e isolados;

2 - Tremores moderados e pouco persistentes;

3 - Tremores intensos e persistentes.

Tabela 10:: Grupos experimentais e drogas administradas no teste tremores induzidos por

oxotremorina.

GRUPOS EXPERIMENTAIS TRATAMENTOS
OXO 0,5 Oxotremorina 0,5mg/kg, i.p.
SALINA Salina, 0,1mL/10g, i.p.
IMI 30 Imipramina 30mg/kg, i.p.
FLUO 10 Fluoxetina 10mg/kg , i.p
BUP 20 Bupropiona 20mg/kg , i.p
EHFAM 5 EHFAM 5mg/kg , i.p.
EHFAM 10 EHFAM 10mg/kg , i.p.
EHFAM 20 EHFAM 20mg/kg , i.p.
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E H FAM Imipramina 30mg/kg,

i FI tina 10mg/kg, |
5,10, 20mghg,ip) | | S oot

30" apés

CONTROLE POSITIVO

L.p. Salina (0,1 mL/10g i.p.)
p.
i.p.

OXOTREMORINA
0,5 mgl/kg i.p.

OBSERVAGAO:
Intensidade dos tremores

em10', 20' e 30'

Figura 20: Esquema representativo do teste de tremores induzidos por oxotremorina.
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3.9. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados que obedeceram a uma distribuicdo paramétrica foram analisados
por Analise de Variancia (ANOVA) seguido pelo teste de Student-Newman-Keuls (post hoc),
e teste “t” para os resultados ndo-paramétricos. Em todas as analises estatisticas, os valores
foram representados pela Média = Erro Padrdo da Média (EPM), sendo considerado o nivel

critico para rejeicdo da hipotese de nulidade menor que 0,05 (p<0,05).
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RESULTADOS E DISCUSSAQO
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. PROSPECCAO FITOQUIMICA DO EHFAM:

A analise fitoquimica do EHFAM revelou a presenca de diversos compostos, 0s

quais sdo apresentados na tabela abaixo.

Tabela 11: Anélise fitogimica do EHFAM.

METABOLITO SECUNDARIOS RESULTADO

Taninos condensados -

Antocianidinas -

Flavondis +

Chalconas -

Flavononois +

Flavononas +

Alcaléides +
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4.2. ANALISE QUIMICA POR CROMATOGRAFIA DE ALTA EFICIENCIA (CLAE)

A CLAE do EHFAM revelou a presenca dos seguintes compostos: acido galico
(tR = 10,09 min, pico 1), catequina (tR = 16,32 min, pico 2); acido clorogénico (t R = 20,57
min, 3 de pico), acido caféico (tR = 24,93 min, pico 4), &cido eldgico (tR = 29,86 min, pico 5)
epicatequina (tR = 34,19 min, pico de 6), a rutina (tR = 39,05 min, pico 7), isoquercitrina (tR
= 44,89 min, pico de 8), quercitrina (tR = 47,61 min, pico de 9), quercetina (tR = 51,07 min;
pico 10) e kaempferol (tR = 61,20 min; pico 11 ) (figura 21 e tabela 12).

0 220 0.0 min

Figura 21: Cromatograma do EHFAM (deteccdo UV a 325nm).
Fonte: Arquivo préprio.

87



Tabela 12: Analise da composicdo quimica do EHFAM por cromatografia liquida de alta

eficiéncia (CLAE).
COMPOSTOS EHFAM mg/g LOD pg/mL | LOQ pg/mL

Acido galico 5.31+0.02a 0.015 0.049
Catequina 2.79+£001Db 0.032 0.105
Acido clorogénico 6.25+0.01c 0.009 0.029
Acido cafeico 10.14 +0.03 d 0.024 0.078
Acido eléagico 13.07 £0.02 e 0.013 0.042
Epicatequina 1.83+0.01f

Rutina 520+0.01a 0.027 0.090
Isoquercitrina 9.64+0.03¢ 0.008 0.026
Quercitrina 6.19+0.01c 0.035 0.114
Quercetina 10.21 £ 0.02d 0.019 0.063
Kampferol 6.27 £0.03¢c 0.026 0.085

Os resultados foram expressos em média £ desvio padrdo (SD) de trés determinagdes. Médias

seguidas de letras diferentes diferem pelo teste de Tukey para valores de p <0,001.

A investigacdo farmacoldgica de produtos naturais que apresentam atividade
sobre 0 SNC tem auxiliado a compreensdo das bases neuroquimicas de muitas doencas
(PASSOS et al., 2009). Os metabdlitos secundarios sao divididos em trés grupos principais:
0s compostos fendlicos, os terpenos e 0s compostos nitrogenados. Dentre os metabolitos
secundarios mais estudados na pesquisa cientifica estdo os terpendides (substancias
isoprénicas) e os flavonoides (compostos fendlicos), que constituem grupos de pigmentos
com ampla distribuicdo na natureza (CAMPOS, 2008). Compostos fendlicos, comumente
encontrados em vegetais, frutas e muitos alimentos, estdo presentes na dieta, tais como
tocoferol, &cido ascdrbico, carotendides e fendlicos, estdo entre as mais potentes substancias
bioativas e terapeuticamente Uteis, proporcionando beneficios de salde associados com a
reducdo risco de diversas doencas crénicas e degenerativas (SILVA & JORGE, 2011).

A analise fitoquimica do EHFAM revelou a presenca de metabolitos secundarios
como: Flavonas, Flavondis, Xantonas, Chalconas, Auronas, Flavonondis, Catequinas,
Flavononas e alcaloides. Estes resultados corroboram com Oliveira(2013), que identificou

um perfil fitoquimico semelhante aquele apresentado em nossa pesquisa. Outros estudos
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quimicos com a A. muricata L. conduziram ao isolamento de compostos de diversas classes,
tais como: alcaloides, terpenoides, carboidratos, polifendis, lipideos e acidos aminados.
(REIS, 2011; LUNA, 2006). Compostos polifenolicos naturais e seus andlogos constituem um
grupo heterogéneo de metabdlitos secundarios vegetais conhecidos por apresentar varias
atividades bioldgicas. Estes compostos sdo classificados quimicamente em &cido fendlicos e
analogos, estilbenos, flavondides e um quarto grupo que inclui as cumarinas, lignanos
etaninos (FRESCO et al., 2006).

Provensi (2007) afirma que alcaloides e flavonoides sdo considerados 0s
principais constituintes quimicos que apresentam um efeito modulador do sistema nervoso
central. Pesquisas recentes concentram-se na possibilidade do uso de produtos naturais,
especialmente flavonoides, para o0 desenvolvimento de medicamentos com acgdo
antidepressiva, ou como uma alternativa complementar para o tratamento da depresséo
(Borges Filho et al., 2013; Liu et al., 2014; Mao et al., 2014).

Compostos fendlicos derivados de plantas sdo divididos em diversas categorias, como
fenois simples, acidos fendlicos, cumarinas, flavondides, taninos condensados e hidrolisaveis,
lignanas e ligninas (Naczk e Shahidi, 2004). Nesse contexto, flavonoides isolados de plantas,
como luteolina, hespiridina, apigenina, crisina, rutina, e quercetina ttm demonstrado efeitos
protetores em doengas cardiacas, renais, hepéticas, neuroldgicas/psiquiatricas e neoplasicas
(Pietta, 2000; Sequeto et al., 2012). Um ensaio clinico revelou que a administracdo cronica e
subcrénica de compostos fendlicos levou a uma menor prevaléncia de sintomas depressivos
em individuos idosos japoneses (Niu et al., 2009).

Zhu et al. (2012) observaram a menor incidéncia dos sintomas da depressdo sob
pardmetros comportamentais e bioquimicos em camundongos que foram tratados com
polifendis presentes no cha verde. O acido cafeico, um dos constituintes presentes na semente
do café, apresentou efeito sugestivo de acdo antidepressiva no teste do nado forcado e em um
modelo de estresse. Porém, ensaios bioquimicos destes mesmos estudos sugerem que o efeito
ndo deva ocorrer pela inibicdo da MAO ou inibicdo da recaptago de monoaminas, e sim por
outras vias (Takeda et ai., 2002a; 2002b). Em estudos realizados por Takeda et al.,(2003) e
Alves(2009), demonstraram que o &cido cafeico possui efeito ansiolitico e antidepressivo
qguando administrado em animais sujeitos a stress, aparentemente através de uma modulacéo
indirecta dos receptores adrenérgicos alA.

Estudos realizado por Girish(2012), mostraram que o &cido elagico quando

administrada de forma aguda ou crénica em camundongos (25, 50 e 100 mg / kg, po),
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produziu uma reducéo significativa na duragdo de imobilidade, com um perfil comparévela
fluoxetina (20 mg / kg,v.0.), no entanto, o tratamento com &cido elagico ndo teve nenhum
efeito sobre a actividade locomotora quando testado no campo aberto.

Ainda, corroborando com os resultados da nossa pesquisa, estudos realizados por
Dhingra(2012) também observaram atividade antidepressiva na administracdo aguda do acido
elagico.

A quercetina € um polifenol pertencente a classe dos flavondides que tem
demonstrado inimeras atividades farmacoldgicas (FRESCO et al., 2006 ).Este polifenol
também teve seu efeito tipo-antidepressivo demonstrado, através da reducdo do tempo de
imobilidade no teste do nado forcado (Kaur et al., 2007; Bhutada et al., 2010.), e também
mostrou ser capaz de inibir a atividade da enzima MAO-A (Chimenti et al., 2006; Saaby et
al., 2009). Dimpfel (2009) demonstrou recentemente, em experimentos de eletrofarmacografia
da atividade elétrica do cérebro de rato, que apds a administracdo oral de quercetina, 0s
padrdes apontam para um efeito inibitdrio sobre a enzima monoaminoxidase, sugerindo efeito
do tipo antidepressivo e corroborando com experimentos realizados anteriormente tanto in
vitro (LEE et al., 2001),como in vivo (ANJANEYULU et al., 2003).

Um fator que deve ser levado em consideracdo é que a concentracdo e a diversidade
dos alcaloides podem sofrer influencia do habitat, da distribuicdo geogréfica, e do periodo da
coleta, resultando em variacdo ecogeogréfica de quiomiotipos (LEVIN, 1976; EGYDIO,
2009). Ainda as propriedades observadas no EHFAM , odem esta relacionada ndo somente
um composto presente em sua constiuicdo, mas pela acao sinérgica das juncdo dos mesmaos.

Portanto, os resultados obtidos neste trabalho devem ser observados levando em
consideracdo os fatores supracitados que podem influenciar na composi¢do quimica e,

consequentemente, nos efeitos farmacoldgicos do EHFAM.
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4.3. Efeito do EHFAM (5, 10 e 20 mg/Kg, i.p.) sobre o tempo de imobilidade (TI) em
camundongos submetidos ao teste do nado forcado (TNF):

O efeito tipo-antidepressivo do EHFAM foi avaliado no teste de nado forgado,
através da analise do tempo de imobilidade (em segundos) do animal no cilindro com agua
(figura 22). As drogas antidepressivas padrdo imipramina 30 mg/kg (64,00 £ 3,16), fluoxetina
10m/kg (91,11+ 5,81), bupropiona 20mg/kg (67,64 + 9,58) e 0 EHFAM (5, 10 e 20 mg/kg:
102,7+ 6,85; 135,2 + 11,59; 132,0+ 9,67, respectivamente) diminuiram significativamente o
tempo de imobilidade dos animais em relacdo ao grupo controle (184,1+14,92). Um efeito
dose-resposta foi observado apenas com a menor dose do extrato, quando comparada com as
outras duas doses do material vegetal. Ressalta-se que os grupos tratados com EHFAM 5,10 e
20 mg/kg reduzirem em 44,2% , 27,8% e 25,1% respectivamente, o tempo de imobilidade dos

animais em relacdo ao grupo controle (salina).

250+
2004

1504

100+

a
<

Tempo de Imobilidade (seg)

o
1

Figura 22: Efeito do EHFAM (5, 10 e 20 mg/Kg, i.p.) sobre o tempo de imobilidade (TI) em
camundongos submetidos ao teste do nado forgado (TNF). As colunas representam média +
erro padrdo da média (EPM), analisados através da ANOVA seguido por Student Newman
Keusl (post hoc). Valores significativos: "a" e "e" vs CONT e EHFAM 5, respectivamente,
quando p<0.05. CONT = Controle, FLUO = fluoxetina 10mg/kg; BUP = bipropiona 20mg/kg;
IMIP = Imipramina 30mg/Kg; 5 = EHFAM 5 mg/kg; 10 = EHFAM 10 mg/Kg; 20 = EHFAM
20 mg/Kag.
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4.4. Efeito do EHFAM sobre camundongos submetidos ao teste da acinesia induzida por
reserpina:

O efeito tipo antidepressivo do EHFAM foi avaliado sobre a acinesia induzida por
reserpina. O nimero de cruzamentos no campo aberto foi o parametro avaliado. Na figura 23
observa-se que a reserpina 10mg/kg i.p (19,11+ 1,38) reduziu significativamente o nimero de
cruzamentos (NC) dos animais em relacdo ao grupo controle (56,3+ 3.36) . Este efeito foi
parcialmente revertido com a administragdo dos antidepressivos padrdo Imipramina 30 mg/kg,
Fluoxetina 10 mg/kg e Bupropiona 20 mg/kg (37,4 4,70; 453 + 5,61e 37,78t 4,7,
respectivamente). O EHFAM na dose de 5mg/kg aumentou de forma significativa o0 NC
guando comparados com 0 grupo reserpina. Porém, as doses de 10 e 20 mg/kg do extrato
(16,44+2,81; 19,33% 1,65, respectivamente), ndo apresentaram diferenca significante em

relacdo ao grupo tratado apenas com reserpina.
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Figura 23: GEfeito do EHFAM sobre camundongos submetidos ao teste da acinesia induzida
por reserpina. As colunas representam média = erro padrdo da media (EPM), analisados
através da ANOVA seguido por Student Newman Keusl (post hoc). Valores significativos:
"a" e "b" vs CONT e RES 5, respectivamente, quando p<0.05. CONT = Controle; RES =
reserpina; FLUO = fluoxetina 10mg/kg; BUP = bipropiona 20mg/kg; IMIP = Imipramina

30mg/Kg; 5=EHFAM 5 mg/kg; 10 = EHFAM 10 mg/Kg; 20 = EHFAM 20 mg/Kag.
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O transtorno depressivo € uma condi¢do clinica amplamente debilitante e
prevalente na populacdo mundial, associada com morbidade e mortalidade (NESTLER e
CARLEZON, 2006; NEMEROFF et al., 2007). A interacdo entre o0s sistemas
monoaminergicos tem sido base para entender a fisiopatologia dessa doenca e o
desenvolvimento de novos farmacos (PRYOR et al, 1991). Os agentes antidepressivos
atualmente oferecem melhores resultados terapéuticos e menores taxas de efeitos colaterais
para a maioria dos pacientes (BERTON; NESTLER, 2006). Atualmente existe uma grande
necessidade de buscar novos alvos terapéuticos, a fim de tratar pacientes resistentes a
tratamentos classicos e diminuir os efeitos colaterais que ocorrem com 0 uso de
antidepressivos.

Em animais, ndo ha estado que corresponda exatamente a condicao inata da depressdo
em seres humanos. Entretanto, varios procedimentos experimentais produzem em animais
estados comportamentais (perda da interacdo social, perda de apetite, reducdo da atividade
motora, estresse, entre outros), tipicos da depressdo humana (PORSOLT et al., 1987). O
modelo animal mais amplamente utilizado para triagem de novas drogas antidepressivas é o
teste do nado forcado (PORSOLT et al., 1977). Quando camundongos séo forcados a nadar
no TNF, onde ndo ha possibilidade de escapar, eventualmente cessam a luta e rendem-se a
situacdo estressante. Este estado de imobilidade é, portanto, considerado como um desespero
comportamental, o qual pode ser traduzido como comportamento depressivo (PORSOLT et
al., 1977, 1978). Desta forma, diversos estudos sugerem que drogas que diminuem o tempo
de imobilidade no TNF podem sugerir possivel acdo antidepressiva (MELO, 2006 et al.;
SILVA, 2007; KULKARNI; DIRH, 2007).

Embora este modelo ndo reproduza adequadamente a sintomatologia da depressao em
humanos, ele apresenta um alto valor preditivo na investigacdo de substancias antidepressivas
(WILLNER, 1984; 1997), uma vez que antidepressivos classicos reduzem o tempo de
imobilidade neste teste (PORSOLT et al., 1977; CRYAN et al., 2002).

Os resultados dos testes demostraram que a administracdo aguda EHFAM, reduziu
significativamente o tempo de imobilidade no teste do nado for¢ado, nas doses avaliadas,
tendo sua melhor atuacdo na menor dose, apresentando assim uma possivel atividade do tipo
antidepressiva. Estes dados corroboram com estudos realizados anteriormente por
Oliveira(2013)in  press, em nosso grupo de pesquisa, onde doses maiores do
EHFAM(25,0,100 mg/kg) apresentaram efeito tipo antidepressivo ao diminuirem o tempo de

imoblidade de camundongos no teste de natacdo forcada. Segundo Hasrat et al (1997) estudos
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com o fruto da A. muricata apresentou efeito tipo antidepressivo, atribuido aos alcalGides
isoquinolinicos, no qual foi sugerido uma acao agonista destes compostos sobre receptores 5-
HT1a (HASRAT, 1997). Outro composto presente em A. muricata é a quercetina, que também
teve seu efeito tipo antidepressivo demonstrado atraves da reducdo do tempo de imobilidade
no TNF (Kaur et al., 2007; Bhutada et al., 2010.), e também ao inibir a atividade da enzima
MAO-A (Chimenti et al., 2006; Saaby et al., 2009). Ainda, alguns autores atribuem esse
effeito tipo antidepressivo aos compostos fendlicos tais como acido elagico e acido cafeito,
presentes em no EHFAM (Niu et al., 2009; Girish,201; Dhigra,2012).

Em estudos anteriores, Caparros-Lefebvre e Elbaz (1999) também relacionaram o
efeito antidepressivo da graviola aos alcaldides do tipo reticulina, que tem mostrado tanto em
ensaios in vitro como in vivo, atividade antagonista dopaminérgica e agonista serotoninérgica,
a qual se associa a atividade antidepressiva. Segundo Vazquez (2013), Varias espécies de
Annona (Annonaceae) sdo utilizadas na medicina tradicional mexicana por apresentarem
efeitos anticonvulsivantes e propriedades antidepressivas.

Estudos realizados por Diaz-Véliz (2012) com as folhas de A. muricata, também
evidenciaram atividade antidepressiva nas doses de 12,5 e 25 mg/Kg, i.p. Neste trabalho os
autores sugerem o envolvimento de mecanismos serotonérgicos na acao do extrato. Todavia,
no estudo de Oviedo (2009), ndo foi observada atividade tipo antidepressiva do extrato,
mesmo em doses altas (500 mg/Kg, v.0.). Esta diferenca pode estar relacionada ndo somente a
dose, mas também a via de administracdo que difere dos demais trabalhos realizados e a
composicdo do extrato.

Para confirmacdo de um possivel efeito tipo antidepressivo do EHFAM, foi realizado
teste de acinesia induzida por reserpina, uma vez que que 0s antidepressivos padrdo sdo
capazes de reverter as manifestagfes decorrentes da administracdo da reserpina .

A reserpina é um alcaldide extraido das raizes da planta Rauwolfia serpentina. A sua
acdo farmacoldgica foi descrita em detalhes pela primeira vez por Bein em 1953 (Gillis,
1974). Tem acdo depressora do sistema nervoso central e efeito hipotensor, tendo sido
utilizada clinicamente como um agente antipsicético (Bear et al., 2008) e anti-hipertensivo. A
reserpina interfere no armazenamento vesicular de monoaminas (dopamina, noradrenalina,
adrenalina e serotonina), causando deplecdo destes neurotransmissores nos terminais
nervosos, com consequente hipolocomocdo e rigidez muscular transitorias, sendo estas
respostas dependentes da dose utilizada (Colpaert, 1987; Gerlach e Riederer, 1996; Dawson,

2000). Recentemente, o uso de reserpina em doses consideradas baixas (0,1 — 1,0 mg/kg) tem
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sido proposto como um modelo valido para o estudo dos prejuizos cognitivos (Alves et al.,
2000; Prediger et al., 2005; Carvalho et al., 2006) e sintomas depressivos (Skalisz et al.,
2002).

O teste de acinesia com reserpina foi utilizado como modelo de avaliacdo da funcéo
monoaminérgica anormal, através do qual os compostos antidepressivos foram diferenciados
de outras drogas psicoativas (Askel, 1963; Metys et al., 1967). O  pré-tratamento  com
reserpina provocou a reducdo do numero de cruzamentos, no campo aberto , demonstrando o
efeito acinético da droga, como descrito no pardgrafo anterior. O efeito observado
anteriormente resultou possivelmente da deplecdo dos estoques neuronais de noradrenalina,
dopamina e serotonina (Goodwin et al, 1971).

Neste teste foi possivel observar que o EHFAM reverteu o efeito da reserpina, de
forma significativa, na dose 5mg/kg, o mesmo foi observado nos animais tratados com os
antidepressivos imipramina, fluoxetina e bupropiona. No entanto esse comportamento néo foi
observado nas doses de 10 e 20 mg/Kg do extrato. Tomados em conjunto, os resultados
observados até o presente momento indicam que o efeito tipo antidepressivo do EHFAM
parece envolver a neurontransmissdo monoaminérgica, uma vez que o EHFAM apresentou
comportamente semelhantes aos antidepressivos padrdes que atuam pela via das monoaminas.

Entretanto, os modelos como o teste de natacdo forcadoa e acinesia induzida por
reserpina, sao testes baseados na resposta motora do animal e, portanto, drogas que aumentam
a atividade motora (psicoestimulantes) podem fornecer resultados falso-positivos (BORSINI;
MELI, 1998). De fato, € mostrado na literatura que drogas estimulantes como a cafeina ou
anfetaminas, reduzem a duragdo da imobilidade nos referidos testes (VIEIRA et al., 2008).
Para descartar essa possibilidade, investigou-se o efeito do EHFAM no teste do campo aberto
(TCA), um teste classico utilizado para avaliar efeitos das drogas sobre a atividade motora dos
animais (NOVAS et al., 1988).
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4.5. Teste do campo aberto (TCA)

Os parametros analisados no campo aberto foram o nimero de cruzamentos (NC —
foram contados todos os quadrantes cruzados pelo animal, quando este se encontrava com as
quatro patas dentro do mesmo quadrante), o nimero de rearing (NR - exploracéo vertical) e 0
numero de grooming (movimento de auto-limpeza), conforme mostrados nas figuras 21, 22,
23. Na figura 24, observa-se que a dose de 5mg/kg i.p., (79,8 £ 5,84) do EHFAM néo
apresento diferenca significatica no NC em relacdo ao grupo controle (83,33 = 1,65). No
entanto, houve uma reducdo do nimero de cruzamentos nas doses de 10 e 20 mg/kg, i.p
(61,22 * 3,4; 62,00 £ 3,39 respectivamente), demonstrando um possivel efeito sedativo do
extrato. Em termos percentuais, 0 EHFAM nas doses de 10 e 20 mg/kg reduziu o0 NC em
26,5% e 25,5% respectivamente, em relacdo ao grupo controle. Os animais tratados com o
DZP 2 mg/kg, i.p. (44,67t 7,71) e imipramina 30mg/kg,i.p. (53,56t 6,16) tambem
apresentaram reducdo deste parametro com percentual de reducdo de 46,3% e 35,7%

respectivamente em relacéo ao controle (figura 24).
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Figura 24:Efeito do EHFAM (5, 10 e 20 mg/Kg, i.p.) sobre o nimero de cruzamentos. As
colunas representam média + erro padrdo da média (EPM), analisados através da ANOVA
seguido por Student Newman Keusl (post hoc). Valores significativos: "a" e "b" vs CONT e
DZP 2, respectivamente, quando p<0.05. CONT = Controle, DZP 2 = diazepam 2 mg/Kg,
FLUO = fluoxetina 10mg/kg; BUP = bipropiona 20mg/kg; IMIP = Imipramina 30mg/Kg, 5 =
EHFAM 5 mg/kg; 10 = EHFAM 10 mg/Kg, 20 = EHFAM 20 mg/Kg.
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De forma semelhante, 0 EHFAM também reduziu o nimero de grooming, na dose
de 20 mg/kg (1,33% 0,16) em relacdo ao grupo controle (2,44 + 0,17) em 45,45%. As demais
doses do extrato ndo apresentaram tal efeito. O tratamento com DZP 2mg/kg, i.p. (0,88+ 0,30)
e a imipramina 30mg/kg,i.p(0,77+ 0,14), também apresentaram reducdo deste parametro
com percentual de reducdo de 63,9% e 68,4%, respectivamente, em relacdo ao grupo
controle (figura 25). E importante ressaltar que, quando comparadas entre si, as doses de 5 e

20mg/kg do EHFAM apresentam diferenca significativa, indicando um efeito dose-resposta.

o 2 § x

Figura 25: Efeito do EHFAM (5, 10 e 20 mg/Kg, i.p.) sobre o numero de grooming.. As
colunas representam média + erro padrdo da média (EPM), analisados atraves da ANOVA
seguido por Student Newman Keusl (post hoc). Valores significativos: "a" vs CONT, quando
p<0.05. CONT = Controle, DZP 2 = diazepam 2 mg/Kg, FLUO = fluoxetina 10mg/kg; BUP =
bipropiona 20mg/kg; IMIP = Imipramina 30mg/Kg, 5 = EHFAM 5 mg/kg; 10 = EHFAM 10
mg/Kg, 20 = EHFAM 20 mg/Kg.

No tocante ao numero de rearing (figura 26), observa-se que a dose de 5mg/kg
(36,89+ 1,47) ndo apresentou diferenca significativa em relacdo ao grupo controle (36,7 +
3.27). A doses de 10 e 20 mg/kg i.p. (28,44+ 1,77 e 21,67+ 0,91) apresentaram reducdo deste
parametro quando comparados em relacdo ao grupo controle (36,7 + 3.27) de 22,6% e 41,1%
respequitivamente. O Diazepam 2mg/kg (2,11 £+ 3,86) a imipramina 30mg/kg também
aprentaram reducdo deste parametro quando comparados em relacdo ao grupo controle

correspondendo a 94,2% e 66,2%, respectivamente.
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Figura 26: Efeito do EHFAM (5, 10 e 20 mg/Kg, i.p.) sobre o nimero de rearing. As colunas
representam média + erro padrdo da média (EPM), analisados através da ANOVA seguido
por Student Newman Keusl (post hoc). Valores significativos: "a" vs CONT, quando p<0.05.
CONT = Controle, DZP 2 = diazepam 2 mg/Kg, FLUO = fluoxetina 10mg/kg; BUP =
bipropiona 20mg/kg; IMIP = Imipramina 30mg/Kg, 5= EHFAM 5 mg/kg; 10 = EHFAM 10
mg/Kg, 20 = EHFAM 20 mg/Kag.

O TCA foi utilizado neste estudo para verificar se a administracdo aguda do EHFAM
poderia causar alguma alteracdo na atividade locomotor-exploratéria no teste de nado forcado.
Os efeitos de drogas psicoestimulantes podem ser diferenciados de antidepressivos por
aumentarem a atividade motora (Borsini e Meli, 1988). Dessa forma, para excluir a
possibilidade de que a reducéo no tempo de imobilidade produzida por determinado composto
no TNF, seja devido a um aumento da atividade locomotora dos animais, € utilizado o TCA.
Este teste permite avaliar o efeito de drogas sobre a atividade geral de animais (NOVAS et al,
1988). No teste do campo aberto o nimero de cruzamentos & considerado um indice de
atividade locomotora enquanto que o numero rearing é considerado indice de atividade
exploratoria (LOTUFO et al., 2004). Desta forma o modelo pode discriminar (dependendo do
protocolo e do parametro observado) se a substancia-teste exibe efeito ansiolitico ou efeito
depressor (SILVA et al., 2006).
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Para avaliar a atividade motora do animal no TCA, o parametro analisado foi o
numero de cruzamentos (nimero de quadrantes invadidos) do animal na arena (MARQUES et
al., 2013). Um aumento na locomocao central ou no tempo gasto na parte central do aparelho
pode ser interpretado como efeito ansiolitico, enquanto a reducdo da atividade vertical
(rearing) e da locomocdo esta relacionada com a sedacdo ou com a prostracdo (CARLINI;
MENDES, 2011). A atividade sedativa pode ser definida pela redugdo da atividade
locomotora e reducdo da vigilancia, o que minimiza a excitacdo excessiva (GUIMARAES,
1999).

O EHFAM 5 mg/kg n&o promoveu alteragdes motoras, uma vez que nao apresentou
diferenca significativa no NC, NG e NR em reacdo ao grupo controle no TCA. No entanto,
as doses maiores, apresentaram reducdo em todos o0s paramentros em relacdo ao grupo
controle, sugerindo que o extrato pode causar efeito sedativo dose-dependente sobre o sistema
nervosos central. Este fato pode ocorrer devido tanto a um efeito inibitério do extarto de A.
muricata no SNC (atividade locomotora é uma medida através do nivel de excitabilidade do
sistema nervoso central) ou por acdo periférica sobre a atividade muscular (HABIBI et al.,
2012).

Neste teste o diazepam foi utilizado como droga padrdo para efeito sedativo. Este
efeito foi evidenciado através da reducdo significativa dos parametros analisados (nimero de
cruzamentos — NC, nimero de grooming — NG e nimero de rearing — NR), o qual é
decorrente da interacdo da droga com o receptor GABAA (SOUSA et al.,, 2007). A
imipramina também apresentou efeito semelhante. Entretanto, segundo, Ago et al. (2006), o
efeito sedativo da imipramina ocorre devido ao bloqueio que essa droga causa sobre o0s
receptores de histamina H1.

O comportamento de locomocdo vertical, conhecido como rearing, é caracteristico de
excitabilidade do sistema nervoso central (SANTOS; JUNIOR; PRATA, 2012). A reducéo do
numero de rearing, por sua vez, sugere uma possivel acdo sedativa (OKOLI et al., 2010). Este
comportamento é controlado pela estimulacdo e bloqueio de sub-tipos de receptores
dopaminérgicos (DRAGO et al., 1999; CROMWELL et al., 1996) que estdo sob controle e
regulacao de neurdnios GABAérgicos (LUCETTI, 2010).

Estes resultados corroboram com Oliveira (2013) que, ao avaliar a atividade sedativa/
ansiolitica do EHFAM nas doses de 25, 50 e 100mg/kg i.p., observou que as concentracdes
maiores do extrato causavam a diminuigédo de todos os pardmetros no teste de campo aberto e

que, tal efeito foi decorrente da reducdo de dopamina no corpo estriado dos animais tratados
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com o extrato, além da interacdo do mesmo com o sistema gabaérgico. Estes dados
evidenciam que o EHFAM apresentou, em baixas doses, efeito tipo andtidepressivo onde foi
demonstrado que este efeito ndo foi decorrente de uma possivel acdo estimulante central do

material vegetal.
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4.6. Potencializacdo da atividade tipo antidepressiva do EHFAM no teste do nado forgado
(TNF)

Os dados apresentados na figura 27 mostram o efeito da administracdo do
EHFAM 0,5 e 5mg/kg isoladamente ou associado a fluoxetina 1 e 10 mg/Kg, i.p., no teste de
nado forgcado. Isoladamente, o EHFAM 5mg/kg (55,11+7,882) e FLU 10 mg/kg (42,44 +
5,17) reduziram o TI signicativamente em relacdo ao grupo controle (109,4+3,34). Tal efeito
ndo foi observado com o0s grupos tratados com as doses menores do extrato de do
antidepressivo. Entretanto, a associacdo do EHFAM 0,5 e FLU 1 apresentou redugéo do TI
(45,22 = 7,06), quando comparado com o grupo controle, de forma semelhante a EHFAM 5

mg/Kg e FLU 10 mg/Kg, indicando uma potencializacao no efeito das drogas.
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Figura 27: Potencializacdo da atividade antidepressiva do EHFAM com fluoxetina. As
colunas representam média + erro padrdo da média (EPM), analisados através da ANOVA
seguido por Student Newman Keusl (post hoc). Valores significativos: "a", “b”, “d” e “e” vs
CONT, FLUO 10, EHFAM 5 e EHFAM 0,5, respectivamente, quando p<0.05. CONT =
Controle, FLU = fluoxetina 1 e 10mg/kg, 0,5 e 5 = EHFAM 0,5 e 5 mg/kg e EHFAM 0,5 +

FLU 1 = EHFAM 0,5 mg/kg, + fluoxetina 1mg/kg.
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Os dados apresentados na figura 28 mostram o efeito da administracdo do
EHFAM 0,5 e 5mg/kg isoladamente ou associado a bupropiona 1 e 20 mg/Kg, i.p., no teste
de nado forcado. Isoladamente, o EHFAM 5mg/kg (55,11+£7,882) e a bupropiona 20mg/kg
(38,44+5,635) reduziram o TI signicativamente em relagdo ao grupo controle (109,4+3,34).
Tal efeito néo foi observado com os grupos tratados com as doses menores do extrato de do
antidepressivo. Entretanto, a associacdo do EHFAM 0,5 e BUP 1 apresentou redugéo do TI
(47,33£8,53), quando comparado com o grupo controle, de forma semelhante a EHFAM 5

mg/Kg e BUP 20 mg/Kg, indicando uma potencializagéo no efeito das drogas.
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Figura 28 : Potencializacdo da atividade antidepressiva do EHFAM com Bupropiona. As
colunas representam média + erro padrdo da media (EPM), analisados através da ANOVA
seguido por Student Newman Keusl (post hoc). Valores significativos: "a", “b”, “d” e “e” vs
CONT, BUP 20, EHFAM 5 e EHFAM 0,5, respectivamente, quando p<0.05. CONT =
Controle, BUP = bupropiona 1 e 20mg/kg, 0,5e 5 = EHFAM 0,5 e 5 mg/kg e EHFAM 0,5 +

BUP 1 = EHFAM 0,5 mg/kg, + bupropiona 1mg/kg.
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Os dados apresentados na figura 29 mostram o efeito da administracdo do
EHFAM 0,5 e 5mg/kg isoladamente ou associado a imipramina 1 e 30 mg/Kg, i.p., no teste de
nado forcado. Isoladamente, o EHFAM 5mg/kg (55,11+7,882) e a imipramina 30mg/kg
(49,56+3,24) reduziram o TI signicativamente em rela¢&o ao grupo controle (109,4+3,34). Tal
efeito ndo foi observado com os grupos tratados com as doses menores do extrato de do
antidepressivo. Entretanto, a associagdo do EHFAM 0,5 e IMI 1 apresentou reducdo do TI
(33,89+4,11), quando comparado com o grupo controle, de forma semelhante a EHFAM 5

mg/Kg e IMI 30 mg/Kg, indicando uma potencializagdo no efeito das drogas.
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Figura 29: Potencializacdo da atividade antidepressiva do EHFAM com Imipramina. As
colunas representam média + erro padrdo da média (EPM), analisados atraves da ANOVA
seguido por Student Newman Keusl (post hoc). Valores significativos: "a", “b”, “d” e “e” vs
CONT, IMI 30, EHFAM 5 e EHFAM 0,5, respectivamente, quando p<0.05. CONT =
Controle, IMI = imipramina 1 e 30mg/kg, 0,5 e 5 =EHFAM 0,5 e 5 mg/kg e EHFAM 0,5 +

IMI 1 = EHFAM 0,5 mg/kg, + imipramina 1mg/kg.
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A observacdo de um efeito tipo antidepressivo do EHFAM nos testes de NF e acinesia
induzida por reserpina direcionou a necessidade da investigacdo do envolvimento do sistema
monoaminérgico (dopaminérgico, noradrenergico e serotonérgico) com vista a tracar um
possivel mecanismo de acdo antidepressiva do extrato. Logo, foram realizados testes de
sinergismo, onde foram administradas doses subativas do extrato EHFAM (1mg/kg i.p.) em
associacao a antidepressivos classicos, inibidores dos sistemas de captacdo de monoaminas,
tais como a imipramina (inibidor mista da recaptacdo de 5-HT/NE), fluoxetina (inibidor
seletivo da recaptacéo de 5-HT) e bupropiona (inibidor seletivo de recaptura de DA).

Alteraces no sistema noradrenérgico tem sido apontadas como a principal causa na
fisiopatologia da depressdo e no mecanismo de acdo de antidepressivos (Frazer, 2000; Nutt,
2006). Compostos ou drogas que afetam a neurotransmissdo noradrenérgica, como ISRN ou
0s inibidores da enzima monoamina oxidase (iIMAO, que inibem o metabolismo das
monoaminas, incluindo a noradrenalina), sdo amplamente utilizados para tratar depresséo
(P&ez-Pereda, 2005). Tendo em vista a importante relacdo do sistema noradrenérgico na
fisiopatologia e tratamento da depressao, este estudo também investigou o envolvimento deste
sistema de neurotransmissd@o no efeito tipo antidepressivo do EHFAM. Tal fato foi observado
uma vez que os resultados mostraram que a associacdo EHFAM 0,5 + IMI 1 potencializou o
efeito da imipramina e do extrato, quando administrados isoladamente e em doses menores.

De forma semelhante, o sistema serotoninérgico e dopaminérgico também tem sido
implicados fortemente na etiologia da depressdo e no mecanismo de acdo de farmacos
antidepressivos. As principais evidéncias relacionadas com o alivio da depressdo envolvem os
farmacos inibidores da recaptacdo de serotonina. Corroborando com essas evidéncias, estudos
mostram que a deplecdo de triptofano, aminoacido precursor da serotonina, confirma a
relacdo entre a diminuicdo da monoamina e os distdrbios depressivos. Existem diversas
evidéncias que indicam que antidepressivos com efeitos no sistema dopaminérgico séo
eficazes para o tratamento da depressdo (TAYLOR et al., 2005,) D’Aquila et al., 2000;
Willner et al., 2005 ). Os resultados do presente estudo mostram que o sistema dopaminérgico
pode também estr envolvido na acdo tipo antidepressiva do EHFAM, uma vez que a
associacdo do EHFAM 0,5 com BUP 1potencializou o efeito da bupropiona e do extrato,
qguando administrados isoladamente e em doses menores.

A hipotese serotoninérgica da depressio (Glowinski e Axelrod, 1964;
Schildkraut,1965) associou 0s sintomas depressivos com a reducdo da concentragdo de

serotonina nas sinapses do SNC. Consistente com esta hipotese, a maioria dos farmacos
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utilizados atualmente para o tratamento da depressdo aumentam o0s niveis sindpticos de
serotonina (Risch e Nemeroff, 1992). Além disso, vale ressaltar que muitos extratos de
plantas e compostos isolados desses extratos exibem efeito tipo-antidepressivo mediado pela
modulacdo do sistema serotoninérgica (McGarry et al., 2007; Machado et al., 2007, 2008;
Freitas et al., 2010). Estudos pré-clinicos e clinicos mostram que 0 aumento na transmissdo
serotoninérgica causa efeitos na transmissao noradrenérgica e vice-versa, confirmando que
serotonina e noradrenalina estdo intimamente relacionadas no SNC (Gorman e Sullivan, 2000;
Szabo e Blier, 2001a, 2001b). Pacientes com depressdo apresentam distirbios nesta interacao,
0 que sugere que uma falha na comunicacdo entre estes sistemas pode estar envolvida na
patogénese desta doenca (Geracioti et al., 1997). Além disso, camundongos que tiveram seus
niveis enddgenos de NA depletados, ndo responderam a diferentes antidepressivos, incluindo
0s ISRS no TSC (Cryan et al., 2004). Adicionalmente, estudos clinicos tém mostrado que o
tratamento com antidepressivos que inibem a recaptacdo de serotonina e noradrenalina, como
a venlafaxina, possui uma maior eficécia clinica que ISRS (Rudolph, 2002; Stahl et al., 2002;
Papakostas et al., 2007).

Para avaliar a hipOtese da participacdo da serotonina no efeito tipo antidepressivo
EHFAM, foi realizado um teste de sinergismo com o extrato e a fluoxetina (ISRS) no TNF. A
fluoxetina, antidepressivo que aumenta a disponibilidade de serotonina na fenda sinéptica,
guando co-administrada com o extrato de A. muricata, ambas em doses sub-ativas (1mg/kg
i.p. e 0,5 mg/Kg, i.p., respectivamente), potencializou o efeito tipo antidepressivo do extrato.
Assim, a acdo tipo antidepressiva do extrato parece ser mediada, pelo menos em parte, por um
possivel aumento dos niveis de serotonina na fenda sinaptica.

Os dados apresentados ndo permitem indicar precisamente o mecanismo pelo qual o
extrato hidroalcodlico de A. muricata interage com o0s sistemas serotoninérgico,
noradrenérgico e dopaminérgico, mas uma hipétese é que ele ndo interaja diretamente com os
receptores destes sistemas, mas atue inibindo a recaptagdo de monoaminas e aumentando a
disponibilidade dos neurotransmissores pertencentes a estes sistemas na fenda sinéptica, uma
vez que o extrato apresentou efeito sinérgico com os antidepressivos fluoxetina, imipramina e
bupropiona. No entanto, estudos futuros sdo necessarios para confirmar esta hipotese, tais
como dosagem de monoaminas e metabdlitos em homogenatos de hipocampo, corpo estriado

e cortex pré-frontal.
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4.7. Efeito do EHFAM sobre o limiar da convulsdo induzida por pentilenotetrazol:

Para o estudo da potencializacdo da atividade anticonvulsivante, uma dose baixa
de pentilenotetrazol (40 mg/Kg, i.p.) foi administrada de forma isolada ou associada ao
antidepressivos padrdo: imipramina (30 mg/Kg, i.p.) (291,0 + +68,34), bupropiona
20mg/Kg, i.p (1647 = 152,9), fluoxetina 10mg/kg (177,4 30,58). O pentilenotetrazol (40
mg/Kg, i.p.) e ao EHFAM (5,10,20 mg/kg v.i.p). O pentilenotetrazol em sua menor dose
capaz de produzir efeito PTZ 40 mg/Kg, i.p.( 1657 = 143,2 ) administrado isoladamente,
aumentou, de forma significativa, a laténcia para a primeira convulsdao em 94% em relacdo ao
grupo de animais tratados com PTZ 80 mg/Kg, i.p.( 101,1 + 11,57). A administracdo do
EHFAM nas doses de 5, 10 e 20 mg/kg i.p, e de BUP 20 (1647 % 152,9) em associacdo com
PTZ40 mg/kg, ndo ndo reduziu a laténcia de 12 convulsdo, como foi observado com 0s
antidepressivos IMI 30 (291,0 +68,34) e FLUO 10 (177,4 30,58).
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Figura 30: Efeito do EHFAM (5,10,20 mg/Kg, v.i.p.) em associa¢cdo com antidepressivos
padrdes sobre a Laténcia de 1°convulsdo. As colunas representam média + erro padrdo da
média (EPM), analisados através da ANOVA seguido por Student Newman Keusl (post hoc).
Valores significativos: "a" e "b" vs PTZ 80 e PTZ 40, respectivamente, quando p<0.05. PTZ
80 = pentilenotetrazol 80 mg/Kg, PTZ 40 = pentilenotetrazol 40 mg/Kg, FLUO = fluoxetina
10mg/kg, BUP = bipropiona 20mg/kg, IMIP = imipramina 30mg/Kg, 5 = EHFAM 5 mg/kg;

10 = EHFAM 10 mg/Kg, 20 = EHFAM 20 mg/Kg.
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Figura 31: Efeito do EHFAM (5,10,20 mg/Kg, v.i.p.) em associacdo com antidepressivos
padrdes sobre o0 pardmetro tempo de morte. As colunas representam média + erro padrdo da
média (EPM), analisados através da ANOVA seguido por Student Newman Keusl (post hoc).
Valores significativos: "a" vs PTZ 80, quando p<0,05. PTZ 80 = pentilenotetrazol 80 mg/Kg,
PTZ 40 = pentilenotetrazol 40 mg/Kg, FLUO = fluoxetina 10mg/kg, BUP = bipropiona
20mg/kg, IMIP = imipramina 30mg/Kg, 5= EHFAM 5 mg/kg; 10 = EHFAM 10 mg/Kg, 20
= EHFAM 20 mg/Kg.

Varios efeitos colaterais estdo relacionados aos antidepressivos, porém, o efeito
colateral considerado de maior gravidade é o efeito pré-convulsivante, o qual ocorre, em
especial com os antidepressivos triciclicos e ISRS, quando administrados em altas doses.
Alguns estudos tém demonstrado que altas doses de imipramina tem atividade epileptogénica
em animais e em seres humanos (Koella et al., 1979; Krijzer et al., 1984; Roseinstein et al.,
1993). No entanto, o exato mecanismo das convulsdes observadas com a imipramina ainda
ndo é compreendido (Ago et al., 2006).

Este efeito bifasico parece ocorrer como o resultado do aumento de monoaminas que
se observa com a administracdo desses compostos em doses elevadas. Estes achados sé@o
confirmados pelo trabalhno de Shouse etal. (2001), ao mostrarem que 0 aumento de

noradrenalina e serotonina, mas ndo de dopamina, estaria associado a alteragdes no
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eletroencefalograma, as descargas neuronais intermitentes na amigdala e/ou locus coeruleus e,
até mesmo, a sua generalizacdo por todo o cortex cerebral. Estudos realizados por Ago et al.
(2006), reforcam que a imipramina esta envolvida na geracdo de convulsfes devido as suas
propriedades sobre a neurotransmissdo monoaminérgiga e, além disso, devido ao bloqueio
que essa droga causa sobre os receptores H1.

Para avaliar se o limiar proconvulsivante do EHFAM, efeito observado em dose
elevadas de alguns antidepressivos. O extrato foi testado no modelo que utiliza o
pentilenotetrazol (PTZ) como agente indutor de convulsdes. Inicialmente, os animais foram
pré-tratados com o EHFAM (5, 10 e 20 mg/Kg, i.p.) e subsequentemente tratados com PTZ
(40 mg/Kg, i.p.). Como resultado dessas associagOes, foi observado que os grupos tratados
ndo alteraram a laténcia da primeira convulsdo em relacdo ao grupo tratado apenas com PTZ
(40 mg/Kg, i.p.). Em estudos realizdos por Oliveira (2013), observou-se que a dose de 100
mg/Kg i.p., apresentou atividade anticonvulsivante, mediada pelo sistema GABAérgico. Por
outro lado, no trabalho de Oviedo (2009), a A. muricata ndo conferiu protecdo contra
convuls6es induzidas por eletrochoque e pentilenotetrazol.

Possivelmente a diferenca do efeito anticonvulsivante entre os autores, pode estar
relacionada a diferenca de absorcdo decorrente da via de administragdo no estudo de Oviedo
(2009) o extrato foi administrado por via oral), da dose ou até mesmo da composi¢do do
extrato.

Os resultados sugerem entdo, que o EHFAM ndo compartilha o potencial pro-
convulsimante presente nos antidepressivos tricicicos, em especial a imipramina, indicando o
EHFAM como potencial atidepressivo com caracteristicas neuroprotetoras(Olivera, 2013),
sendo desprovido de atividade pré-convulsivante observados em algumas classes de

antidepressivos.
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4.8. Efeito do EHFAM sobre os Tremores induzidos por oxotremorina

A figura 30 mostra o efeito do EHFAM reduziu sobre os tremores induzidos pela
oxotremorina nos primeiros dez minutos do teste. A atropina 10 mg/Kg, i.p. (0 £ 0) e 0
EHFAM 5, 10 mg/Kg, i.p. (1,2 + 0,32 e 1,89+ 0,38, respectivamente), reduziram a
intensidade dos tremores em relagédo ao controle (3 £ 0). Por outro lado, o EHFAM 20 mg/Kg,

i.p. (2,5 £ 0,17) ndo apresentou 0 mesmo efeito.
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Figura 32: Efeito do EHFAM (5,10,20 mg/Kg, v.i.p.) sobre os tremores induzidos por
oxotremorina. As colunas representam média + erro padrdo da média (EPM), analisados

através de two-way ANOVA seguido por Student Newman Keusl (post hoc). Valores

significativos: "a" vs CONT, quando p<0,05. CONT = controle, EHFAM 5 = extrato
hidroalcodlico das folhas de Annona muricata L. 5 mg/kg, i.p., EHFAM 10 = extrato
hidroalcodlico das folhas de Annona muricata L. 10 mg/Kg e EHFAM 20 = extrato

hidroalcoolico das folhas de Annona muricata L. 20 mg/kg, i.p.

No segundo intervalo de tempo (20 minutos), apenas a atropina (0 + 0) apresentou

diferenga significativa em relagéo ao grupo controle (3 £ 0). O EHFAM 5, 10 e 20 mg/Kg, i.p.
(25+0,17,25+ 0,17 e 2,6 + 0,16, respectivamente), ndo apresentou diferenca significativa
qguando comparado ao controle. Um efeito semelhante foi observado no terceiro e ultimo
intervalo de tempo (30 minutos). Nele, a atropina reduziu a intensidade dos tremores (0 = 0)
em relagdo ao controle (2,5 £ 0,17). Os demais grupos tratados com EHFAM 5, 10 e 20
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mg/Kg, i.p. (2,4 £ 0,17, 2,0 £ 0,33 e 2,4 + 0,17, respectivamente) ndo apresentaram diferenca

significativa em relacdo ao grupo tratado apenas com salina.

Sabe-se que a oxotremorina (um agonista colinérgico) é um ligante extremamente
seletivo para os receptores colinérgicos muscarinicos no sistema nervoso central e periférico,
e é muito utilizada na investigacdo de fungdes muscarinicas. Ele é capaz de induzir tremores,
que sao bloqueados pela atropina (COWARD et al., 1977) e mediados, possivelmente, através
da estimulacdo central do sistema colinérgico (BEBBINGTON et al., 1996). A ativacdo
colinérgica é essencial para o inicio do processo convulsivo em modelos de epilepsia, visto
que estas convulsbes podem ser bloqueadas pelo pré-tratamento com o0 antagonista
muscarinico atropina (MARINHO et al., 1998; DE BRUIN et al., 2000). Por outro lado
algumas drogas podem desenvolver a¢des sobre o sistema colinérgico e que, em alguns casos,
estas acdes ocorrem como efeito colateral, como é o caso dos antidepressivos triciclicos.

Para avaliar a hipétese de o EHFAM atuar na via colinérgica, como o fazem o0s
antidepressivos triciclicos, foi realizado o teste dos tremores induzidos por oxotremorina,
onde foi observado que apenas a dose de 5 mg/Kg, i.p., do EHFAM exerceu um discreto
efeito antimuscarinico, capaz de reverter parcialmente os tremores induzidos pela
oxotremorina, apenas no primeiro intervalo de tempo do teste.  Tem sido proposto que 0s
agonistas muscarinicos sejam efetivos como agentes farmacoldgicos em numerosas doencas e
desordens incluindo psicoses, distlrbios motor e prejuizos cognitivos, mas seu uso é limitado
devido aos seus efeitos colaterais parassimpaticomiméticos como salivacdo, sudorese,
bradicardia e diarréia (BYMASTER et al., 2003; FELDER et al., 2000). No sistema nervoso
periférico, os mMAChRs medeiam a contracdo da musculatura lisa, a secre¢do glandular, e a
funcdo cardiaca (LI et al., 2003; EGLEN, 2001) enquanto que no SNC os mAChRs modulam
a percepcdo da dor, controle motor, regulacdo térmica e processos de aprendizagem e
memoria (LI et al., 2003; GOMEZA et al., 1999a; BYMASTER et al., 1993). Sabe-se que 0
controle motor extrapiramidal é regulado pelo balanco entre 0s neurotransmissores
colinérgicos e dopaminérgicos (GOMEZA et al., 1999b; DI CHIARA et al., 1994). Fujishiro
et al. (2002) observaram que o tremor induzido pela OXO foi inibido pelos antidepressivos
inibidores da recaptacdo de serotonina, como a clomipramina e paroxetina (as quais mostram
alta afinidade a receptores colinérgicos muscarinicos).

Confimando a hipotese do possivel mecanismo de acdo do EHFAM atuar na via

colinérgica, foi visto no teste de oxotremorina, que as doses de 5 e 10 mg/Kg, ip. do EHFAM
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exerceram um efeito antagonista sobre o sistema colinérgico, ao antagonizar parcialmente 0s
tremores induzidos por oxotremorina (um agonista colinérgico) em camundongos,

demonstrando que o extrato é dotado de discreta acao antimuscarinica.
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5. CONCLUSOES

A anélise fitoquimica do extrato hidroalcolico folhas de Annona muricata L.
identificou a presenca de alcaloides, compostos fendlicos ndo-flavonoides e
compostos fendlicos flavonoides (flavonas, flavononas, flavonois, flavonondis). A
técnica de CLAE, por sua vez, revelou a presenca dos acidos caféico e elagico como

0s compostos fendlicos majoritarios do EHFAM;

O EHFAM apresentou efeito do tipo antidepressivo no TNF, o qual foi confirmado

ao reduzir a acinesia induzida por reserpina em animais;

Quando associado aos antidepressivos cldssicos bupropiona, fluoxetina e

imipramina, o EHFAM apresentou efeito sinérgico em animais submetidos ao TNF;
O EHFAM néo apresentou efeito pro-convulsivante em animais tratados com PTZ,

mas mostrou-se dotado de acdo antimuscarinica ao antagonizar parcialmente 0s

tremores induzidos por oxotremorina (um agonista colinérgico) em camundongos.
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6. CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

De acordo com os resultados obtidos, pode-se concluir que o0 EHFAM apresenta em
sua composicgdo fitoquimica alcaloides e compostos fendlicos (em especial os acidos caféico e
elagico), metabdlitos que apresentam diversas acdes sobre o sistema nervoso central. Quando
testado em animais, 0 EHFAM apresentou, em baixas doses, efeito tipo antidepressivo no
teste do nado forcado. Este efeito ndo foi decorrente de uma possivel acdo estimulante central
do material vegetal, uma vez que o mesmo ndo apresentou tal caracteristica quando avaliado
no campo aberto. O efeito tipo antidepressivo do extrato parece decorrer da interacdo de um
ou mais componentes do EHFAM com o sistema monoaminérgico, visto que 0 mesmo
reverteu parcialmente a acinesia induzida por reserpina (um composto que depleta as reservas
de catecolaminas nos terminais neuronais) e potencializou o efeito de antidepressivos
classicos (bupropiona, fluoxetina e imipramina), compostos que aumentam a concentracao de
monoaminas nas fendas sinapticas, no teste do nado forcado. Além disso, o extrato mostrou-
se seguro, uma vez que o0 mesmo ndo diminuiu o limiar de convulsdo dos animais tratados
com PTZ, como o fazem alguns antidepressivos, a saber, os triciclicos (imipramina) e 0s

inibidores seletivos da recaptacéo de serotonina (fluoxetina).

Diante do exposto, acredita-se que ainda sd@o necessarios alguns testes para melhor
caracterizar o efeito tipo antidepressivos do EHFAM, bem como identificar o composto que
possa ser o responsavel pelas acdes descritas anteriormente. Dessa forma, segue abaixo uma

relacdo de outros testes que visam complementar os resultados obtidos no presente estudo:

e Investigacdo do efeito do EHFAM (5 mg/Kg, i.p.) e dos acidos caféico e elagico
(compostos fendlicos majoritarios, presentes no extrato) sobre o sistema de
transmissdo monoaminérgico, utilizando antagonistas seletivos para os receptores
noradrenérgico, dopaminérgico e serotoninérgico, isoladamente ou associados ao

EHFAM em animais submetidos ao teste do nado for¢ado;

e Dosagem de monoaminas e metabolitos em homogenatos de hipocampo, corpo
estriado e cortex pré-frontal de camundongos tratados com EHFAM (5 mg/Kg, i.p.) e
os acidos caféico e elagico;
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e Avaliacdo do perfil antioxidante (TBARS, nitrito, catalase, GSH e glutationa
peroxidase) em homogenatos de hipocampo, corpo estriado e cortex pré-frontal de

camundongos tratados com EHFAM (5 mg/Kg, i.p.) e os acidos caféico e elagico.
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Autorizagao para atividades com finalidade cientifica

Numero: 40883-1 | Data da Emissao: 29/08/2013 10:15 | Data para Revalidagao*: 28/09/2014
* De acordo com o art. 33 da IN 154/2009, esta autorizagado tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto,
mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentagéo do relatério de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias
a contar da data do aniversario de sua emisséo.

Dados do titular
Nome: CRISTINA KELLY DE SOUZA RODRIGUES CPF: 017.335.793-89

Titulo do Projeto: AVALIAGAO DOS EFEITOS COMPORTAMENTAIS E MECANISMOS CENTRAIS DA ATIVIDADE ANTIDEPRESSIVA NA
ADMINISTRAGCAO AGUDA DO EXTRATO HIDROALCOOLICO DAS FOLHAS DE ANNONA MURICATA L. EM CAMUNDONGOS.

Nome da Instituicdo : Universidade Regional do Cariri CNPJ: 06.740.864/0001-26

Material e métodos

[1 TAmostras biolégicas (Plantas) [ Folhas |
[2_ [ Método de captura/coleta (Plantas) [ Coleta manual |

Destino do material biolégico coletado

[#] Nome local desti | Tipo Destino |
[ Universidade Regional do Cariri | ]

Este documento (Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugdo Normativa n°154/2007. Através do codigo
de autenticagdo abaixo, qualquer cidadao podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na

Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).
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mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentacéo do relatério de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias
a contar da data do aniversario de sua emissao.

Dados do titular
Nome: CRISTINA KELLY DE SOUZA RODRIGUES CPF: 017.335.793-89

Titulo do Projeto: AVALIAGAO DOS EFEITOS COMPORTAMENTAIS E MECANISMOS CENTRAIS DA ATIVIDADE ANTIDEPRESSIVA NA
ADMINISTRAGAO AGUDA DO EXTRATO HIDROALCOOLICO DAS FOLHAS DE ANNONA MURICATA L. EM CAMUNDONGOS.

Nome da Institui¢do : Universidade Regional do Cariri | CNPJ: 06.740.864/0001-26

Registro de coleta imprevista de material biolégico
De acordo com a Instrugdo Normativa n°154/2007, a coleta imprevista de material biolégico ou de substrato nao
contemplado na autorizagdo ou na licenga permanente devera ser anotada na mesma, em campo especifico, por
ocasido da coleta, devendo esta coleta imprevista ser comunicada por meio do relatério de atividades. O transporte do
material biolégico ou do substrato deverd ser acompanhado da autorizagdo ou da licenga permanente com a devida
anotagdo. O material biol6gico coletado de forma imprevista, devera ser destinado a instituicao cientifica e, depositado,
preferencialmente, em colecao biolégica cientifica registrada no Cadastro Nacional de Colegées Biologicas (CCBIO).

Taxon* Qtde. Tipo de amostra Qtde. Data

Este documento (Autorizagéo para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugdo Normativa n°®154/2007. Através do cédigo
de autenticagéo abaixo, qualquer cidadao podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na
Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).
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APENDICES 1.

Dados da andlise estatistica do teste de avaliacdo da atividade antidepressiva do EHFAM (5,

10, 20 mg/Kg,v. i.p.) sobre a laténcia de imobilidade em camundongos submetidos ao teste de
nado focado (TNF).

EHFAM - ANALISE ESTATISTICA - TESTE NADO FORGADO (TNF)

Pzf: 1 way ANOVA of data 1 - 02.09.2013

A < (3] E F —G
Col.sens CONT FLU 10 BUP 20 MI30 | EHFAM S5 | EHFAM 10 | EHFAM20 |
v v v v v v
T |Number of values 9 9 9 9 9 9 9
2
3 [Minimum 149.0 71.00 30.00 53.00 56.00 72.00 76.00
4 |25% Percentile 157.0 73.50 4150 5500 95.00 1055 1135
5 |Median 166.0 £9.00 65.00 61.00 108.0 146.0 1300
© |75% Percentile 2035 1065 94.00 73.50 1150 1635 1595
7 Maximum 289.0 119.0 1100 77.00 127.0 1750 163.0
3
9 |Moan 184.1 91.11 67.67 64.00 102.7 1352 1320
10 |Std. Deviation 2477 17.43 28.60 9.500 20.57 34.77 29.00
11 |Std. Error 1492 5811 9.532 3.167 6.856 11.59 9.667
12
13 |Lower 95% Cl of mean  |149.7 77.71 4569 56.70 86.86 1085 109.7
14 |Upper 95% Clof mean  |218.5 1045 8965 71.30 1185 162.0 1543
15
16 [Sum 1657 820.0 609.0 576.0 924.0 1217 1188
Tway ANOVA
1 |Table Analyzed Cata 1
2
S |One-way analysis of varance
+ | Pvalve <0.0001
s P value summary [
€ Are means signef. differem? (P < 0.05) Yeos
7 Number of groups 7
s |rF 20.16
s R squared 0 6836
BU
731 |Barvetr's tost for equal vanances
12 | Bartietts statistic (corrocted) 19.05
IS | P valoe 0.0041
14 P value summary =
15 | Do the vanances differ signil. (P < 0.05) Yes
BG
17 |ANOVA Table SS o ms
18 | T ® Y con 5) 96320 € 16380
P | R © iumns) 45520 %5 8128
720 | Tomal 143800 62
Fil
22 |Nowman-Keus Mullipie Comparison Test [aoan O, Q Significam? P < 0.057 Summary
23 | a1 30 vs CONT 120.1 264 Yeos =
24 | a1 30 vs EHFAM 10 7122 7494 Yes —
725 | i 30 vs EmFAM 20 68.00 7168 7 =
26 | nai 30 ve ErFAMS 3867 3069 Yes <
27 | na1 30 vs FLU 10 27.91 2853 I:No ns
EC a1 30 v BUP 20 -3.667 — No ns
25 | sUP 20 vs CONT 116.4 12.25 Yes -
730 | 5UP 20 vs EHFAM 10 5756 7.109 Yos =
31 | BUP 20 vs EHFAM 20 6333 6.770 Yos -
32 | sUP 20 vs EHFAM S 35.00 3683 Yes =
33 | sUP 20 vs FLU 10 -23.44 —_— INo ns
34 | FLU 10 vs CONT -93.00 9.786 Yes e
[ 35 | Fru1ove ERFAM 10 4411 4642 Yes s
36 | FLU 10 vs EHFAM 20 -40 89 4303 Yes =
37 | FLU 10vs ERFAM S 1156 1216 TnNe =
38 | EHFAM S vs CONT -81.44 8.570 Yes ove
735 | EHFAM S ve EHFAM 10 3256 3426 Yeos <
[ @0 | EHFAM S vs EHFAM 20 2933 3.087 Yes g
a1 EHFAM 20 vs CONT -52.11 5483 Yeos o
42 | EHFAM 20 vs EHFAM 10 3.222 0.3391 |No s
@5 | EHFAM 10 vs CONT 2889 Si44 [¥es =
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APENDICES 2.
Dados da andlise estatistica do teste de avaliagdo da acinesia induzida por reserpina sobre o
EHFAM (5, 10, 20 mg/Kg,Vv. i.p.) .

1way ANOVA

Tabular results
1 |Table Analyzed Data 1
2
3 [Repeated Measures ANOVA
4 P value < 0.0001
5 P value summary e
L] Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
7. Number of groups 8
8 |[F 38.30
9 R squared 0.8272
10
11 | Was the pairing significantly effective?
12 R squared 0.3250
13 | F 19.50
14 P value < 0.0001
15 P value summary whd
16 Is there significant matching? (P < 0.05) Yes
17
18 |ANOVA Table Ss df MS
19 | Treatment (between columns) 10250 7 1464
20 | Individual (between rows) 5966 8 7458
21 Residual (random) 2141 56 38.23
22 | Total 18360 71
23 s
24 |Newman-Keuls Muitiple Comparison Test Mean Diff. q Significant? F{Summary
25 | 10vsS -33.11 16.06 Yes aa
26 | 10vs BUP20 2922 1418 Yes -
27 10 vs FLUO 10 -21.33 10.35 Yes s
28 | 10vsIMI30 -21.00 10.19 Yes e
29 | 10vs5 -19.56 9.488 Yes -
30 10 vs 20 -2.889 1.402 No ns
31 10 vs RES 5 -2.667 —_ No ns
32 | RES5vsS -30.44 14.77 Yes was
33 | RES 5vs BUP 20 -26.56 12.88 Yes e
34 | RES 5vs FLUO 10 -18.67 9.057 Yes xee
35 | RES 5vs IMI 30 -18.33 8.895 Yes =
36 | RES5vs5 -16.89 8.194 Yes —
37 | RES5vs 20 -0.2222 — No ns
38 | 20vsS -30.22 14.66 Yes A
39 | 20vs BUP 20 -26.33 12.78 Yes e
40 | 20vs FLUO 10 -18.44 8.949 Yes =
41 | 20 vsIMI 30 -18.11 8.787 Yes e
42 | 20vs5 -16.67 8.086 Yes e
43 | 5vyssS -13.56 6.577 Yes e
44 | 5ys BUP 20 -9.667 4690 Yes .
45 | 5ys FLUO 10 -1.778 0.8625 No ns
46 5vs IMiI 30 -1.444 — No ns
47 | IMI30vs S -12.11 5.876 Yes A
48 | |MI 30 vs BUP 20 -8.222 3.989 Yes -
49 | |MI 30 vs FLUO 10 -0.3333 — No ns
50 | FLUO10vsS - -11.78 5714 Yes e
51 | FLUO 10 vs BUP 20 -7.889 3.827 Yes -
52 | BUP20vsS -3.889 1.887 No ns
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APENDICES 3.

Dados da anélise estatistica da avaliagdo da atividade antidepressiva do EHFAM (5, 10, 20

mg/Kg,v. i.p.) sobre de cruzamentos (NC) de camundongos submetidos ao teste de Campo

Aberto (TCA).

EHFAM - ANALISE ESTATISTICA - TESTE CAMPO ABERTO - CA NC Pzf: 1 way ANOVA of data 1 - 02.09.2013

A B [ D E F G
- CONT DZP 2 FLU 10 BUP 20 IMI 30 EHFAM 5 EHFAM 10
b b § Y Y ¥ b Y
1 [Number of values 9 9 9 9 9 9 9
2
3 |Minimum 76.00 9.000 76.00 76.00 27.00 47.00 43.00
4 |25% Percentile 79.50 22.00 76.50 78.00 34.00 71.00 46.50
5 |Median 81.00 58.00 81.00 81.00 61.00 84.00 62.00
6 |75% Percentile 88.50 62.00 83.00 82.50 71.00 91.50 73.50
7 [Maximum 89.00 73.00 84.00 83.00 73.00 100.0 87.00
8
9 [Mean 83.33 44.67 79.78 80.33 53.56 79.89 61.22
10 |Std. Deviation 4.975 23.15 3.270 2.500 18.48 16.02 15.03
11 |Std. Error 1.658 7.715 1.090 0.8333 6.160 5.340 5.010
12
13 |Lower 95% Cl of mean |79.51 26.87 77.26 78.41 39.35 67.58 49.67
14 |Upper 95% Cl of mean  |87.16 62.46 82.29 82.26 67.76 92.20 72.78
15
16 |Sum 750.0 402.0 718.0 723.0 482.0 719.0 561.0
1way ANOVA
1 Table Analyzed Data 1
2
3 One-way analysis of variance
4 P value < 0.0001
5 P value summary -
6 Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
7 Number of groups 8
8 F 10.26
9 R squared 0.5289
10
11 Bartlett's test for equal variances
12 Bartlett's statistic (corrected) 51.66
13 P value < 0.0001
14 P value summary —
15 Do the variances differ signif. (P < 0.05) Yes
16
17 |ANOVA Table ss df Ms
18 Treatment (between columns) 13520 g 1931
19 Residual (within columns) 12040 64 188.2
20 Total 25560 71
21
[T 22 |Newman-Keuls Multiple Companson Test Moan Diff. a Significant? P < 0.057 Summary
23 DZP 2 vs CONT -38.67 8.457 Yes e
24 DZP 2 vs BUP 20 -35.67 7.800 Yes
25 DZP 2 vs EHFAM 5 35.22 7.703 Yes
26 DZP 2 vs FLU 10 -35.11 7 679 Yes
27 DZP 2 vs EHFAM 20 -17.33 3.791 Yes -
28 DZP 2 vs EHFAM 10 -16.56 3.621 Yes -
29 DZP 2 vs IMI 30 -8.889 1.944 No ns
30 IMI 30 vs CONT -29.78 6513 Yes -
31 IMI 30 vs BUP 20 -26.78 5.856 Yes -
32 IMI 30 vs EHFAM 5 -26.33 5.759 Yes =
33 IMI 30 vs FLU 10 -26.22 5.735 Yes o
34 IMI 30 vs EHFAM 20 -8.aaa 1.847 No ns
35 IMI 30 vs EHFAM 10 ~7.667 —- No ns
36 EHFAM 10 vs CONT 2211 4. 836 Yes -
37 EHFAM 10 vs BUP 20 -19.11 4.180 Yes -
38 EHFAM 10 vs EHFAM 5 -18.67 4 082 Yes =
39 EHFAM 10 vs FLU 10 -18.56 4.058 Yes -
40 EHFAM 10 vs EHFAM 20 -0.7778 - No ns
41 EHFAM 20 vs CONT -21.33 4.666 Yes =
a2 EHFAM 20 vs BUP 20 -i8.33 4.010 Yes -
a3 EHFAM 20 vs EHFAM 5 -17.89 3.912 Yes e
a4 EHFAM 20 vs FLU 10 -17.78 3.888 Yes -
45 FLU 10 vs CONT -3.556 07776 No ns
46 FLU 10 vs BUP 20 -0.5556 —- No ns
a7 FLU 10 vs EHFAM 5 0. 1111 —- No ns
48 EHFAM 5 vs CONT -3 aaa — No ne
49 EHFAM 5 vs BUP 20 -0.4aas — No ns
S0 BUP 20 vs CONT -3.000 — No ns
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APENDICE5..
Dados da analise estatistica da atividade antidepressivado EHFAM (5, 10, 20 mg/Kg,v. i.p.)
sobre de cruzamentos (NG) de camundongos submetidos ao teste de Campo Aberto (TCA).

EHFAM - ANALISE ESTATISTICA - TESTE C}E\MF’O ABERTO - CA NG Pzf: 1 way AENOVA of data 1 - 02.09.201§
A [« D F

Col: atnty CONT DZP 2 FLU 10 BUP 20 TMIT 30 EFAFAM 5 EFFAM 10
Y Y Y Y Y Y Y

1 Number of values 9 9 9 9 9 9 9

2

3 [Minimum 2.000 0.0 1.000 1.000 0.0 1.000 0.0

4 25% Percentile 2.000 0.0 2.000 1.000 0.5000 2.000 1.500
5 |Median 2.000 1.000 2.000 2.000 1.000 3.000 2.000
6 |75% Percentile 3.000 2.000 2.000 2.500 1.000 3.000 3.000
7 |Maximum 3.000 2.000 2.000 3.000 1.000 4.000 4.000
8

9 |Mean 2.444 0.8889 1.889 1.889 0.7778 2.556 2111
10 |Std. Deviation 0.5270 0.9280 0.3333 0.7817 0.4410 0.8819 1.269
11 |Std. Error 0.1757 0.3093 0.1111 0.2606 0.1470 0.2940 0.4231
12

13 |Lower 95% Cl of mean  |2.039 0.1756 1.633 1.288 0.4388 1.878 1.135
14 |Upper 95% Cl of mean  |2.850 1.602 2.145 2.490 1117 3.233 3.087
15

16 |[Sum 22.00 8.000 17.00 17.00 7.000 23.00 19.00

1way ANOVA

1 Table Analyzed Data 2

2

3 One-way analysis of variance

4 P value < 0.0001

5 P value summary e

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

7 Number of groups 8

8 F 6.921

9 R squared 0.4309

10

11 |Bartlett's test for equal variances

12 Bartlett's statistic (corrected) 20.28

13 P value 0.0050

14 P value summary -

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

16

17 [ANOVA Table ss df MS

18 Treatment (between columns) 28.43 T 4.062

19 Residual (within columns) 37.56 64 0.5868

20 | Total 65.99 71

21
22 |Newman-Keuls Multiple Comparison Test Mean Diff. q Significant? P < 0.057 Summary
23 IMI 30 vs EHFAM 5 -1.778 6.962 Yes ——
24 | |MI 30 vs CONT -1.667 6.527 Yes -
25 IMI 30 vs EHFAM 10 -1.333 5.222 Yes -
26 IMI 30 vs BUP 20 -1.111 4.351 Yes -
27 IMI 30 vs FLU 10 -1.111 4.351 Yes w
28 IMI 30 vs EHFAM 20 -0.5556 2.176 No ns
29 IMI 30 vs DZP 2 -0.1111 —- No ns

30 DZP 2 vs EHFAM 5 -1.667 6.527 Yes —

31 DZP 2 vs CONT -1.556 6.092 Yes —
32 | DzP 2 vs EHFAM 10 -1.222 4.787 Yes -

33 DZP 2 vs BUP 20 -1.000 3.916 Yes -

34 DZP 2 vs FLU 10 -1.000 3.916 Yes -

35 DZP 2 vs EHFAM 20 -0.4444 — No ns

36 EHFAM 20 vs EHFAM 5 -1.222 4.787 Yes -

37 | EHFAM 20 vs CONT 1111 4.351 Yes .

38 EHFAM 20 vs EHFAM 10 -0.7778 3.046 No ns

39 EHFAM 20 vs BUP 20 -0.5556 — No ns
40 EHFAM 20 vs FLU 10 -0.5556 —- No ns

41 FLU 10 vs EHFAM 5 -0.6667 2.611 No ns
42 | FLU 10 vs CONT -0.5556 - No ns
43 | FLU 10 vs EHFAM 10 -0.2222 — No ns
44 | FLU 10 vs BUP 20 0.0000 — No ns
45 BUP 20 vs EHFAM 5 -0.6667 —- No ns
46 BUP 20 vs CONT -0.5556 —- No ns
a7 BUP 20 vs EHFAM 10 -0.2222 — No ns
438 EHFAM 10 vs EHFAM 5 -0.4444 —- No ns
49 | EHFAM 10 vs CONT -0.3333 — No ns

50 | CONT vs EHFAM 5 -0.1111 — No ns
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APENDICES 6.
Dados da anélise estatistica da avaliagdo da antidepressiva do EHFAM (5, 10, 20 mg/Kg,v.

i.p.) sobre de cruzamentos (NR) de camundongos submetidos ao teste de Campo Aberto
(TCA).

EHFAM - ANALISE ESTATISTICA - TESTE CAMPO ABERTO - CA NR Pzf: 1 wav ANOVA of data 1 - 02.09.2013
E

A B [+ D F G
Col. stats
CONT DzZP 2 FLU 10 BUP 20 IMI 30 EHFAM 5 EHFAM 10
Y Y Y Y Y Y Y
1 [Number of values 9 9 9 9 9 9 9
2
3 |Minimum 23.00 0.0 13.00 25.00 10.00 27.00 18.00
4 |25% Percentile 27.00 0.5000 26.00 27.00 10.00 35.50 24.50
5 |Median 37.00 3.000 40.00 28.00 12.00 38.00 29.00
6 |75% Percentile 45.00 3.000 44.50 37.50 14.50 39.00 33.00
7 |Maximum 51.00 4.000 47.00 45.00 15.00 43.00 34.00
8
9 |Mean 36.78 2111 35.89 31.33 12.44 36.89 28.44
10 |Std. Deviation 9.833 1.453 11.59 7.858 2.128 4.372 5.318
11 |Std. Error 3.278 0.4843 3.864 2.619 0.7093 1.457 1.773
12
13 |Lower 95% Cl of mean  |29.22 0.9943 26.98 25.29 10.81 33.53 24.36
14 |Upper 95% Cl of mean 44.34 3.228 44.80 37.37 14.08 40.25 32.53
15
16 |Sum 331.0 19.00 323.0 282.0 112.0 332.0 256.0
1way ANOVA
1 Table Analyzed Data 3
2
3 One-way analysis of variance
a4 P value < 0.0001
5 P value summary e
6 Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
g 2 Number of groups 8
8 F 33.07
9 R squared 0.7834
10
11 Bartlett's test for equal variances
12 Bartlett's statistic (corrected) 47.12
13 P value < 0.0001
14 P value summary -
15 Do the variances differ signif. (P < 0.05) Yes
16
17 |ANOVA Table SS dr MS
18 Treatment (between columns) 10250 E4 1465
19 | Residual (within columns) 2835 64 4429
20 | Total 13090 71
22 |Newman-Keuls Multiple Comparison Test Mean Diff. q Significant? P < 0.057 Summary
23 DZP 2 vs EHFAM 5 -34.78 15.68 Yes el
24 DZP 2 vs CONT -34.67 15.63 Yes w—
25 DZP 2 vs FLU 10 -33.78 15.23 Yes ——
26 DZP 2 vs BUP 20 -29.22 13.17 Yes -
27 DZP 2 vs EHFAM 10 -26.33 11.87 Yes —
28 DZP 2 vs EHFAM 20 -19.56 8.815 Yes i
29 DZP 2 vs IMI 30 -10.33 4.658 Yes -
30 IMI 30 vs EHFAM 5 -24.44 11.02 Yes .
31 IMI 30 vs CONT -24.33 10.97 Yes -
32 IMI 30 vs FLU 10 -23.44 10.57 Yes —
33 IMI 30 vs BUP 20 -18.89 8.515 Yes o
34 IMI 30 vs EHFAM 10 -16.00 7.212 Yes ——
35 | IMI 30 vs EHFAM 20 -9.222 4157 Yes -
36 | EHFAM 20 vs EHFAM 5 -15.22 6.862 Yes -
37 EHFAM 20 vs CONT -15.11 6.812 Yes e
38 EHFAM 20 vs FLU 10 -14.22 6.411 Yes i
39 EHFAM 20 vs BUP 20 -9.667 4.357 Yes -
40 EHFAM 20 vs EHFAM 10 -6.778 3.055 Yes -
41 EHFAM 10 vs EHFAM 5 -8.444 3.807 No ns
42 EHFAM 10 vs CONT -8.333 —- No ns
43 | EHFAM 10 vs FLU 10 -7.44a — No ns
44 EHFAM 10 vs BUP 20 -2.889 — No ns
45 BUP 20 vs EHFAM 5 -5.556 —_ No ns
46 BUP 20 vs CONT -5.444 — No ns
a7 BUP 20 vs FLU 10 -4.556 — No ns
48 | FLU 10 vs EHFAM 5 -1.000 — No ns
49 FLU 10 vs CONT -0.8889 — No ns
50 CONT vs EHFAM 5 -0.1111 —- No ns
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APENDICES 7
Dados da andlise estatistica do teste de potencializagdo da atividade antidepressiva do
EHFAM 0,5mg/kg e Fluoxetina 1mg/kg

EHFAM - ANALISE ESTATISTICA -- TESTE POTENCIALIZAGAO NF FLUOX Pzf: 1 way ANOVA of data 1 - 02.09.2013

1way ANOVA A B c D E F
Column statistics CONT FLU 10 FLU 1 EHFAM 5 EHFAM 0,5 FLU 1
Y N Y Y Y ¥
1 |Number of values 9 9 9 9 9 9
2
3  |Minimum 97.00 22.00 83.00 32.00 83.00 12.00
4 |25% Percentile 98.50 26.50 86.00 34.00 92.00 27.50
5 [Median 107.0 43.00 101.0 51.00 108.0 49.00
6 |[75% Percentile 120.0 56.00 106.0 81.00 139.5 64.50
7  [Maximum 121.0 65.00 119.0 91.00 149.0 72.00
8
9 |Mean 109.4 42.44 98.00 55.11 114.4 45.22
10 |Std. Deviation 10.04 15.53 12.18 23.65 24.50 21.22
11 |Std. Error 3.346 5.175 4.059 7.882 8.165 7.075
12
13 |Lower 95% CI 101.7 30.51 88.64 36.94 95.62 28.91
14 (Upper 95% CI 117.2 54.38 107.4 73.29 133.3 61.54
1way ANOVA
Tabular results
% Table Analyzed POT.EHFAM +FLUO|
2
3 |Repeated Measures ANOVA
4 P value < 0.0001
5 P value summary i
6 Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
@ Number of groups 6
8 F 195.2
9 R squared 0.9606
10
1 Was the pairing significantly effective?
12 R squared 0.2200
13 F 35.83
14 P value < 0.0001
15 P value summary -
16 Is there significant matching? (P < 0.05) Yes
17
18 |ANOVA Table ss df MS
19 Treatment (between columns) 50200 5 10040
20 Individual (between rows) 14740 8 1843
21 Residual (random) 2057 40 51.42
22 Total 67000 53
23
24 |Newman-Keuls Multiple Comparison Test Mean Diff. q Significant? P < 0.05? Summary
25 | FLU 10 vs EHFAM 0,5 -72.00 30.12 Yes
26 | FLU 10 vs CONT -67.00 28.03 Yes
27 | FLU10vs FLU 1 -55.56 23.24 Yes
28 | FLU 10 vs EHFAM 5 -12.67 5.299 Yes -
29 | FLU 10vs FLU 1 -2.778 1.162 No ns
30 | FLU 1vs EHFAM 0,5 -69.22 28.96 Yes
31 | FLU 1vs CONT -64.22 26.87 Yes
32 | FLU1vsFLU 1 -52.78 22.08 Yes
33 | FLU 1vs EHFAM 5 -9.889 4.137 Yes =
34 | EHFAM 5 vs EHFAM 0,5 -59.33 24.82 Yes e
35 | EHFAM 5 vs CONT -54.33 22.73 Yes
36 | EHFAM 5 vs FLU 1 -42.89 17.94 Yes
37 | FLU 1vs EHFAM 0,5 -16.44 6.880 Yes ane
38 | FLU 1vs CONT -11.44 4.788 Yes -
39 | CONT vs EHFAM 0,5 -5.000 2.092 No ns
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APENDICES 8.
Dados da analise estatistica do teste de potencializacdo da atividade antidepressiva do
EHFAM 0,5mg/kg e Bupropiona 1mg/kg

1way ANOVA

Tabular results
1 |Table Analyzed Data 1
2
3 |One-way analysis of variance
4 | Pvalue < 0.0001
5 | P value summary e
6 Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
7 Number of groups 6
8 [F 26.32
9 R squared 0.7327
10
11 |Bartlett's test for equal variances
12 | Bartlett's statistic (corrected) 7.847
13 | Pvalue 0.1649
14 | P value summary ns
15 | Do the variances differ signif. (P < 0.05) No
18
17 |ANOVA Table ss df MS
18 | Treatment (between columns) 54560 5 10910
19 | Residual (within columns) 19900 48 4146
20 | Total 74460 53
21
22 |Newman-Keuls Multiple Comparison Test Mean Diff. q Significant? P < 0.05? Summary
23 | BUP20vs 0,5 -76.00 11.20 Yes e
24 | BUP20vsS -71.00 10.46 Yes -
25 | BUP 20 vs BUP 1 -66.33 9.773 Yes e
26 | BUP20vs 5 -16.67 2.456 No ns
27 | BUP20ys BUP1+E -8.889 — No ns
28 BUP1+Evs05 -67.11 9.888 Yes
29 BUP1+EvsS -62.11 9.151 Yes e
30 BUP 1+ E vs BUP 1 -57.44 8.464 Yes
31 BUP1+Evs 5 -7.778 = No ne
32 | 5vs05 -59.33 8.742 Yes 2
33 | 5vss -54.33 8.005 Yes -
34 | 5vysBUP1 -49.67 7.318 Yes e
35 | BUP1vs 0,5 -9.667 1.424 No ns
36 | BUP1vsS -4.667 = No ns
37 | svs05 -5.000 = No ns
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APENDICES 9.
Dados da andlise estatistica do teste de potencializacdo da atividade antidepressiva do

EHFAM 0,5mg/kg e Imipramina 1mg/kg

1way ANOVA
Tabular results

1 |Table Analyzed Data 1

2

3 |Repeated Measures ANOVA

4 P value < 0.0001

5 P value summary e

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

7 | Number of groups 6

8 [F 208.3

9 | Rsquared 0.9630

10

11 | Was the pairing significantly effective?

12 | R squared 0.1659

13 | F 26.89
14 | P value < 0.0001
15 | P value summary ik
16 | Is thers significant matching? (P < 0.05) Yes
17
18 |ANOVA Table sSsS df MS

19 | Treatment (between columns) 58220 5 11640
20 | Individual (between rows) 12030 8 1504
21 | Residual (random) 2236 40 55.91
22 | Total 72480 53
23
24 |Newman-Keuls Multiple Comparison Test Mean Diff. q Significant? P < 0.057 Summary
25 IMIP1+Evs0,5 -80.56 32.32 Yes 2
26 IMP1+EvsS -75.56 30.31 Yes =
27 IMIP 1+ E vs IMIP 1 -73.67 29.56 Yes e
28 IMIP1+Evs5 -21.22 8515 Yes e
29 IMIP 1 + E vs IMIP 30 -15.67 6.286 Yes -
30 [ IMIP30vs 05 -64.89 26.03 Yes =
31 | iMiP30vsS -58.89 24.03 Yes e
32 | |MIP 30 vs IMIP 1 -58.00 23.27 Yes
33 | IMP30vs5 -5.556 2.229 No ns
34 | 5vs05 -59.33 23.81 Yes wee
35 | 5vsS -54.33 21.80 Yes e
36 | 5vsIMIP 1 -52.44 21.04 Yes e
37 [ MP1vs05 -6.889 2.764 No ns
38 | MP1vsS -1.889 = No ns
39 | Svs05 -5.000 - No ns
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APENDICES 10.1
Dados da analise estatistica do teste avaliagdo de limiar pro-convulsivante. —Latencia de 1°

convulsao.
1way ANOVA
Tabular results

1 [Table Analyzed Data 1

2

3 |One-way analysis of variance

4 P value < 0.0001

5 | P value summary e

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

7 | Number of groups 8

8 |F 104.9

9 | Rsquared 0.9198

10

11 |Bartlett's test for equal variances

12 | Bartlett's statistic (corrected)

13 | Pvalue

14 | P value summary ns

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

16

17 |ANOVA Table ss df MS

18 | Treatment (between columns) 40990000 7 5856000

19 | Residual (within columns) 3573000 64 55830

20 | Total 44570000 |71

21

22 |Newman-Keuls Multiple Comparison Test Mean Diff. q Significant? P < 0.05? Summary
23 | PTZ80vs 20 -1699 21.57 Yes -
24 | PTZ80OvVs 10 -1699 21.57 Yes e
25 | PTZ80VS 5 -1699 21.57 Yes e
26 | PTZ80vs PTZ 40 -1556 19.76 Yes -
27 | PTZ 80 vs BUP 20 -1546 19.63 Yes o
28 | PTZ 80 vs IMI 30 -189.9 2411 No ns
29 | PTZ 80 vs FLUO 10 -76.33 = No ns
30 | FLUO 10vs 20 -1623 20.60 Yes -
31 | FLUO 10vs 10 -1623 20.60 Yes -
32 | FLUO10vs 5 -1623 20.60 Yes o
33 | FLUO 10 vs PTZ 40 -1479 18.78 Yes -
34 | FLUO 10 vs BUP 20 -1470 18.66 Yes -
35 | FLUO 10 vs IMI 30 -113.6 - No ns
36 | MI30vs 20 -1509 19.16 Yes
37 | IMI30vs 10 -1509 19.16 Yes -
38 | IMI30vs5 -1509 19.16 Yes -
39 | |MI30vs PTZ 40 -1366 17.34 Yes -
40 | |MI 30 vs BUP 20 -1356 17.22 Yes e
41 | BUP 20 vs 20 -152.9 1.941 No ns
42 | BUP 20 vs 10 -152.9 I No ns
43 [ BUP20 vs 5 -152.9 — No ns
44 | BUP 20 vs PTZ 40 -9.667 — No ns
45 | PTZ40vs 20 -143.2 = No ns
46 | PTZ40vs 10 -143.2 o No ns
47 | PTZ40vs 5 -143.2 2= No ns
48 | 5vs 20 0.0000 — No ns
49 | 5vs10 0.0000 - No ns
50 | 10vs 20 0.0000 — No ns
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APENDICES 10.2

Dados da avaliagéo estatistica do teste de avaliacdo do limiar pro-convulsivante. —Tempo

de morte.

1way ANOVA

Tabular results
1 |Table Analyzed Data 2
2
3 |Repeated Measures ANOVA
4 | Pvalue <0.0001
5 | P value summary -
6 | Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
7 Number of groups 8
8 [ F 94.19
9 R squared 0.9217
10
11 | Was the pairing significantly effective?
12 | R squared 0.01106
13 | F 1.000
14 | P value 0.4464
15 | P value summary ns
18 | Is there significant matching? (P < 0.05) No
17
18 |ANOVA Table Ss df MS
19 | Treatment (between columns) 8675000 7 1239000
20 | Individual (between rows) 105300 8 13160
21 | Residual (random) 736800 56 13160
22 | Total 9517000 71
23
24 |Newman-Keuls Multiple Comparison Test Mean Diff. q Significant? P < 0.057 Summary
25 | PTZ80vs 20 -1050 27.45 Yes e
26 | PTZ80vs 10 -1050 27.45 Yes -
27 | PTZ80vs 5 -1050 27.45 Yes o
28 | PTZ 80 vs IMIP30 -1050 27.45 Yes .
29 | PTZ 80 vs BUP 20 -1050 27.45 Yes -
30 | PTZ 80 vs FLUO 10 -1050 27.45 Yes e
31 | PTZ80vs PTZ 40 -1050 27.45 Yes -
32 | PTZ40vs 20 0.0000 0.0000 No ns
33 | PTZ40vs 10 0.0000 - No ns
34 | PTZ40vs 5 0.0000 - No ns
35 | PTZ 40 vs IMIP30 0.0000 - No ns
36 | PTZ 40 vs BUP 20 0.0000 - No ns
37 | PTZ 40 vs FLUO 10 0.0000 e No ns
38 | FLUO 10vs 20 0.0000 — No ns
39 | FLUO 10 vs 10 0.0000 . No ns
40 | FLUO10vs 5 0.0000 - No ns
41 | FLUO 10 vs IMIP30 0.0000 - No ns
42 | FLUO 10 vs BUP 20 0.0000 = No ns
43 | BUP 20 vs 20 0.0000 — No ns
44 | BUP 20 vs 10 0.0000 — No ns
45 [ BUP20 vs 5 0.0000 — No ns
46 | BUP 20 vs IMIP30 0.0000 o No ns
47 | IMIP30vs 20 0.0000 No ns
48 | |MIP30 vs 10 0.0000 — No ns
49 | IMIP30vs 5 0.0000 = No ns
50 | 5vs 20 0.0000 e No s
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APENDICES 11.1

Dados da avaliacdo estatistica do teste de tremores induzidos por oxotremorina.

2way ANOVA
Tabular results

1 |Table Analyzed Data 1

2

3 [Two-way ANOVA

4

5 |Source of Variation % of total variation P value

6 Interaction 5.30 0.0012

7 | Column Factor 70.05 P<0.0001

8 | Row Factor 1.72 0.0131

9

10 |Source of Variation P value summary Significant?

11 | Interaction - Yes

12 | Column Factor i Yes

13 | Row Factor * Yes

14

15 |Source of Variation |Df Sum-of-squares [Mean square |F

16 | Interaction 8 10.01 1.252 3.467

17 | Column Factor 4 1323 33.09 91.62

18 | Row Factor 2 3.244 1.622 4.492

19 | Residual 120 43.33 0.3611

20

21 [Number of missing values 45

22
23 |Bonferroni posttests

24

25 |CONT vs ATRO 10

26 |Row Factor CONT ATRO 10 Difference 95% CI of diff.
27 | 10 3.000 0.0000 -3.000 -3.911 to -2.089
28 | 20 2.778 0.0000 -2.778 -3.689 to -1.867
29 | 30 2.556 0.0000 -2.556 -3.467 to -1.644
30

31 |Row Factor Difference t P value Summary

32 | 10 -3.000 10.59 P<0.001 =

33 | 20 -2.778 9.806 P<0.001 giaed
34 1 30 -2.556 9.021 P<0.001 el

35

36 |CONT vs EHFAM 5

37 |Row Factor CONT EHFAM 5 Difference 95% CI of diff.
38 10 3.000 1222 -1.778 -2.689 1o -0.8665
39 | 20 2778 2.556 -0.2222 -1.133 to 0.6890
40 | 30 2.556 2.444 -0.1111 -1.022 to 0.8001
41

42 |Row Factor Difference t P value Summary

43 | 10 -1.778 6.276 P<0.001 —

44 | 20 -0.2222 0.7845 P>0.05 ns

45 | 30 -0.1111 0.3922 P>0.05 ns

46

47 |CONT vs EHFAM 10

48 |Row Factor CONT EHFAM 10 Difference 95% CI of diff.
49 | 10 3.000 1.889 -1.111 -2.022 {0 -0.1999
50 | 20 2778 2556 -0.2222 -1.133 t0 0.6890
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APENDICES 11.2

Dados da avaliagdo estatistica do teste de tremores induzidos por oxotremorina.cont.

[ 2way ANOVA

| Tabular resuits

1

i 91 30 2.556 2.000 -0.5556 -1.467 10 0.3557
52
53 |Row Factor Difference t P value Summary
54 1 10 -1.111 3.922 P<0.001 o
55 | 20 -0.2222 0.7845 P>0.05 ns
56 | 30 -0.5556 1.961 P>0.05 ns
57
58 1CONT ve EHFAM 20
59 |Row Factor CONT EHFAM 20 Difference 95% CI of diff.
60 | 10 3.000 2.556 -0.4444 -1.356 to 0.4668
61 | 20 2.778 2.667 -0.1111 -1.022 to 0.8001
€2 1 3¢ 2.550 2434 -0.1111 -1.022 {5 0.8001
63
64 |Row Factor Difference t P value Summary
65 | 10 -0.4444 1.569 P>0.05 ns
66 | 20 -0.1111 0.3922 P> 0.05 ns
67 | 30 -0.1111 0.3922 P>0.05 ns
68
89 |ATRO 10 vs EHFAM 5
70 |Row Factor ATRO 10 EHFAM 5 Difference 95% CI of diff.
71 | 10 0.0000 1.222 1.222 0.3110t0 2.133
72 | 20 0.0000 2.556 2.556 1.644 to 3.467
73 1 30 0.0000 2.444 2.444 1.533 10 3.356
74
75 |Row Factor Difference t P value Summary
76 | 10 1.222 4.315 P<0.001 e
77 20 2.558 S.021 £<0.001 -
78 | 30 2.444 8.629 P<0.001 bicsd
79
80 |ATRO 10 vs EHFAM 10
81 |Row Factor ATRO 10 EHFAM 10 Difference 95% Cl of diff.
82 | 10 0.0000 1.889 1.889 0.9776 to 2.800
83 | 20 0.0000 2.556 2.556 1.644 to 3.467
84 ! 30 0.0000 2.000 2.000 1.089 40 2.911
85
86 [Row Factor Difference t P value Summary
87 | 10 1.889 6.668 P<0.001 e
88 | 20 2.556 9.021 P<0.001 s
89 | 30 2.000 7.060 P<0.001 o
90
91 [ATRO 10 vs EHFAM 20
92 [Row Factor ATRO 10 EHFAM 20 Difference 86% Cl of diff.
93 | 10 0.0000 2.556 2.556 1.644 to 3.467
94 | 20 0.0000 2667 2.667 1.755 to 3.578
95 | 30 0.0000 2.444 2.444 1.5633 t0 3.356
96
97 |Row Factor Difference t P value Summary
98 | 10 2.556 9.021 P<0.001 o
92 | 20 2667 9414 P<0.001 an

30 2.444 8629 P<0.001 g
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APENDICES 11.3

Dados da avaliagdo estatistica do teste de tremores induzidos por oxotremorina.cont.

T

2way ANDVA

‘ Ththularresuits

B

|| non
102 |EHFAM 5 vs EHFAM 10
103 |Row Factor EHFAM 5 EHFAM 10 Difference 95% ClI of diff.
104 | 10 1.222 1.889 0.6667 -0.2446 to 1.578
105 | 20 2.556 2.556 0.0000 -0.911210 0.9112
106 | 30 2.444 2.000 -0.4444 -1.356 to 0.4668
107
108 |Row Factor Difference t P vaiue Summary
109 | 10 0.6667 2.353 P>0.05 ns
110 | 20 0.0000 0.0000 P>0.05 ns
111 | 30 -0.4444 1.569 P>0.05 ns
112
113 [EHFAM 5 vs EHFAM 20
114 |Row Factor EHFAM 5 EHFAM 20 Difference 95% Cl of diff.
115 | 10 1.222 2.556 1.333 0.4221 t0 2.245
116 | 20 2.556 2667 0.1111 -0.8001 to 1.022
117 | 30 2444 2.444 0.0000 -0.911210 0.9112
118
119 |Row Factor Difference t P value Summary
120 | 10 1.333 4.707 P<0.001 .
121 | 20 0.1111 0.3922 P>0.05 ns
122 | 30 0.0000 0.0000 P> 0.05 ns
123
124 |EHFAM 10 vs EHFAM 20
125 |Row Factor EHFAM 10 EHFAM 20 Difference 95% ClI of diff.
126 | 10 1.889 2.556 0.6667 -0.2446 to 1.578
127 | 20 2.556 2.667 0.1111 -0.8001 to 1.022
128 | 30 2.000 2444 0.4444 -0.4668 to 1.356
129
130 |Row Factor Difference t P value Summary
131 | 10 0.6667 2.353 P>0.05 ns
132 | 20 0.1111 0.3922 P>0.05 ns
133 | 30 0.4444 1.569 P>0.05 ns
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