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RESUMO

O género Annona, pertencente a familia Annonaceae, constitui um género importante
como fonte de espécies medicinais. Dentre as 135 espécies deste género encontra-se a
Annona muricata L., conhecida popularmente como graviola, utilizada na medicina
popular como sedativo, anticonvulsivante, emético, hipoglicemiante, hipotensivo e
antidepressivo. Este trabalho objetivou investigar os efeitos centrais da administracéo
aguda do Extrato Hidroalcodlico das Folhas de A. muricata L. - EHFAM (25, 50 e 100
mg/Kg, via intraperitoneal) em camundongos, através da observacdo das alteracdes
comportamentais em diferentes modelos experimentais de ansiedade, depressao,
convulsdo, sedacdo e coordenagao motora. A prospeccdo fitoquimica do extrato revelou a
presenca de uma série de metabdlitos secundarios, dentre os quais destacam-se 0S
alcaldides e os flavonoides. Os resultados mostraram que a DLsy do extrato é de
aproximadamente 1000 mg/Kg, i.p. e o teste hipocratico demonstrou que o material
vegetal apresentou efeito depressor central. Para confirmar esse efeito, foram realizados
testes especificos. O extrato apresentou efeito sedativo no teste do campo aberto e efeito
ansiolitico no labirinto em cruz elevado, sem apresentar, no entanto, efeito miorrelaxante
no teste do rota rod. Os efeitos sedativo e ansiolitico do extrato foram parcialmente
revertidos pelo flumazenil, um antagonista benzodiazepinico. O extrato também
apresentou efeito anticonvulsivante nos modelos de convulsdo induzidas por pilocarpina
e pentilenotetrazol. Neste Gltimo teste, o efeito anticonvulsivante do EHFAM foi
revertido pelo flumazenil. O EHFAM potencializou o tempo de sono induzido por
pentobarbital, possivelmente por interferir no metabolismo hepatico do barbitarico. Por
fim, o extrato apresentou efeito do tipo antidepressivo ao reduzir o tempo de imobilidade
dos camundongos submetidos ao nado forcado, sugerindo a interacdo de um ou mais
componentes da droga com receptores de monoaminas noradrenérgicos, dopaminérgicos
ou serotoninérgicos, uma vez que o tratamento com o material vegetal promoveu
diminuigdo na concentragdo de monoaminas no corpo estriado dos animais tratados
agudamente. Estes resultados mostram que o EHFAM, possui importantes efeitos sobre o
Sistema Nervoso Central, que ttm como base, possivelmente, a interagdo com sistemas
GABAérgico e monoaminérgico e possiveis implicacdes, o que justifica o uso popular
desta planta no tratamento da ansiedade, depressao e disturbios do sono.

Palavras-chaves: Annona muricata, alcaldides, flavondides, ansiedade, depressdo e
Sistema GABAGérgico.



ABSTRACT

The genus Annona, belonging to the family Annonaceae, constitutes an important genus
as a source of medicinal species. Among the 135 species of this genus, Annona muricata
L., popularly known as graviola, is used in folk medicine as a sedative, anticonvulsant,
emetic, hypoglycemic, hypotensive, antidepressant and antistress. The present study
aimed to investigate the toxicity and behavioral effects of the acute administration of
Hydroalcoholic extract of leaves of A. muricata L. - EHFAM (25, 50 and 100 mg/Kg, via
intraperitoneal) in mice, by observing behavioral changes in different experimental
models of anxiety, depression, seizures, sedation, and motor coordination. The
phytochemical screening of the extract revealed the presence of secondary metabolites,
such as the alkaloids and flavonoids. The results showed that the LDs, of the extract is
approximately 1000 mg / Kg, ip. The hippocratic test showed that the vegetable material
presented central depressant effect. To confirm this effect, specific tests were performed.
The EHFAM showed sedative effect in open field test and anxiolytic effect in the
elevated plus maze test, however, no relaxant effect was observed in the rota rod test. The
sedative and anxiolytic effects of the extract were partially reversed by the flumazenil, a
benzodiazepine antagonist. The extract also showed anticonvulsant effect in models of
seizures induced by pilocarpine pentylenotetrazole. In the latter test, the anticonvulsant
effect of EHFAM was partially reversed by flumazenil. The EHFAM potentiated the
sleeping time induced by pentobarbital, possibly by interfering with the hepatic
metabolism of the barbiturate. Finally, the extract showed antidepressant-like effect by
reducing the immobility time of mice submitted to the forced swimming, suggesting a
possible interaction of one or more components of the drug with noradrenergic,
dopaminergic or serotonergic systems, since the treatment with the extract caused a
decrease in the concentration of monoamines in the striatum of acutely treated animals.
These results show that the EHFAM has important effects on the Central Nervous System
that are possibly based on the interaction with GABAergic and monoaminergic systems,
hence the popular use of this plant in the treatment of anxiety, depression and sleep
disorders.

Keywords: Annona muricata, alkaloids, flavonoids, anxiety, depression and GABAergic
system.
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1. INTRODUCAO

Desde os primordios da civilizagdo, a biodiversidade da natureza é alvo de
observacdo do homem que ao longo de muitos anos, proporcionou o acumulo de
informacdes para promoc¢do de uma melhor qualidade de vida. Em especial as plantas
despertam, por sua ampla distribuicdo e riqueza de espécies a curiosidade em conhecé-
las. O uso das plantas por grupos sociais € uma das mais antigas formas de prética
medicinal da humanidade, que constitui um conhecimento tradicional e fundamental para
a descoberta dos principios ativos- substancias capazes de exercer uma acdo de cura-
responsaveis no combate de doencas (IBAMA, 2013; VEIGA JUNIOR, 2005).

Evidéncias mostram que, para algumas doengas complexas, 0s produtos naturais
representam uma estimavel fonte de producdo de novos compostos quimicos, uma vez
que representam estruturas privilegiadas, selecionadas por mecanismos evolutivos em um
periodo de tempo de milhdes de anos (BOLDI, 2004; CLARDY e WALSH, 2004;
KOEHN e CARTER, 2005; NEWMAN et al, 2003). O Brasil é um pais conhecido por
possuir a mais diversa flora do mundo e pesquisas tem sido realizada buscando melhor
conhecé-la, preserva-la e dela extrair substancias que possam ser Uteis a humanidade
(POZETTI, 2005).

Nesse sentindo, pesquisadores, bem como a industria farmacéutica, dedicam-se ao
desenvolvimento de estudos com o objetivo de descobrir novos principios ativos e
também aprimorar as descobertas de novas atividades farmacoldgicas de substancias ja
conhecidas e oriundas de plantas (FIRMO et al., 2011). Apesar do avango das pesquisas
cientificas para validar as informacGes populares referentes ao uso de plantas medicinais,
estas ainda ndo sdo o suficiente, visto a ampla variedade de plantas de uso popular ndo
terem sido investigadas em testes cientificos pré-clinicos ou clinicos (VEIGA JUNIOR,
2005).

A pesquisa e produgdo de novos farmacos a partir de plantas é um trabalho
multidisciplinar, abrangendo diversos campos do conhecimento e varios métodos de

analise, como, por exemplo, botanica, farmacologia e fitoquimica, para conduzir um
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estudo promissor de eficaz enriquecimento dos conhecimentos sobre a flora mundial
(BALUNAS e KINGHORN, 2005; MACIEL et al., 2002). A integracdo dessas areas na
pesquisa de plantas medicinais é fundamental para a elucidacdo de compostos ativos e
seus respectivos alvos farmacologicos que sdo uns dos maiores desafios na pesquisa
(MACIEL et al., 2010; PITCHAI, 2010).

O primeiro estudo sistematico de plantas medicinais foi realizado, cerca de 2.700
a. C., durante o Império Shennung. Entre as 365 drogas mencionadas no Inventario de
Shennung, encontram-se espécies, tais como Ephedra, Ricinus communis além do 6pio de
Papaver somniferum, que fornecem respectivamente efedrina, 6leo de ricino e morfina,
principios ativos conhecidos e utilizados até os dias atuais para os mesmos propdsitos de
afeccOes respiratorias (Ephedra), cura de feridas e contraceptivo (Ricinus communis),
propriedades sedativas/hipnoticas e analgesia (Papaver somniferum) (BALICK, 1997;
DAVID E DAVID, 2002; FOSTER, 1999; EKWERE, 2011; DUARTE, 2005).

As atividades bioldgicas das plantas sdo correlacionadas a presenca de compostos
quimicos, particularmente os metabdlitos secundarios, cuja composicao sofre influéncia
direta dos fatores geograficos e ambientais (KIRAN et al., 2008). Tais metabdlitos
apresentam estrutura complexa e uma variedade de atividades bioldgicas, destacando-se
como exemplo, as saponinas, cumarinas, flavondides, alcaldides, taninos, 6leos
essenciais, entre outros (POSER e MENTZ, 2003). Eles tém funcdo de defesa contra
pragas e doencas, aqueles envolvidos na defesa contra herbivoria através de atividade
neurotoxica podem ter efeitos benéficos no homem atuando como antidepressivos,

sedativos, relaxantes musculares ou anestésicos (BRISKIN, 2000).

Doencas relacionadas ao SNC tém-se mostrado cada vez mais comuns em meio a
sociedade em que vivemos e dentre estas, a ansiedade e depressédo estdo atualmente entre
as doengas mais comuns da humanidade, sendo as maiores causas de incapacidade no
mundo (LUCETTI, 2010; LAKHAN e VIEIRA, 2008). Assim, a busca por novos
compostos como alternativas terapéuticas para tais disturbios tém progredido
constantemente (IRIE et al., 2004).
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A terapéutica com plantas medicinais para desordens do sistema nervoso tem
crescido nos ultimos anos, na intencdo de minimizar os efeitos colaterais e melhorar a
eficacia farmacoldgica na terapéutica das desordens psiquiatricas. Algumas plantas séo
bastante conhecidas pelos efeitos centrais, tais como o efeito antidepressivo de Hipericum
perforatum, efeito ansiolitico de A. muricata, da Pfaffia glomerata (Ginseng-brasileiro),
Passiflora incarnata, os efeitos analgésicos e antitussigenos de Papaver somniferum,
(PAGE, 2005), e efeitos antimuscarinicos da Atropa belladona (DE PARIS et al., 2000;
CAPASSO e SORRENTINO, 2005; SCHULZ et al., 2001). Frente a esses achados,
drogas obtidas de fontes naturais estdo surgindo como terapias adjuvantes no tratamento
de desordens psiquiatricas, diante do grande indice epidemiolégico desses distlrbios
(KIENZLE-HORN 2002; CARLINI, 2003).

Dados da Organizagdo Mundial da Saude (OMS) apontam que as doengas
mentais acometem de 4,3% a 26,4% da populacdo mundial e tendem a aumentar a
prevaléncia em todo o mundo, em paises desenvolvidos e em desenvolvimento
(DEMYTTENAERE et al., 2004). Em pesquisas epidemioldgicas de transtorno mental
durante a vida, realizadas em alguns paises obteve um indice de 48,6% para os Estados
Unidos e 36,3% para o Brasil. Sendo que os transtornos de ansiedade, humor, respondem
cada, a um terco da prevaléncia total de transtornos mentais nos diferentes paises (WHO,
2000).

As drogas ansioliticas/antidepressivas disponiveis no mercado ndo suprem as
necessidades terapéuticas seja pela ocorréncia de efeitos colaterais, que prejudicam a
utilizacdo em longo prazo, ou pelo custo de aquisicdo, considerando o baixo poder
aquisitivo da maioria da populacdo. Este fato tem atraido o interesse na procura de novas
ferramentas terapéuticas a base de plantas, mais precisamente as utilizadas na medicina
tradicional (DIAZ-VELIZ, 2012).

A literatura mostra que a Annona muricata L. apresenta metabdlitos secundarios
como: taninos, flavonas, flavonondis, flavononas e alcaloides (BENTO, 2013). O
interesse de estudo desta espécie esta ligado a presenca de flavonoides e alcaldides
apormofinicos de ocorréncia na familia Annonaceae com estudos demonstrando que estes

compostos atuam em nivel de Sistem Nervoso Central. Somando-se ao conhecimento
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etnofarmacoldgico da A. muricata, é reportado uso da espécie para uma variedade de
afeccOes, dentre as quais se destaca o uso da infusdo das folhas secas contra insonias
graves e dores de cabeca (GONCALVES, 2007; NOVA, 2008; LUNA et al., 2010) e dos
frutos e folhas sendo utilizados como tranquilizantes (DIAZ-VELIZ, 2012).

1.2 Relevancia e Justificativa

Dentre todas as plantas medicinais usadas pelo o homem, as que sdo reconhecidas
por causarem alteracdo na atividade do SNC tém recebido atencdo especial,
principalmente as utilizadas para desordens psiquiatricas cronicas (ansiedade, depressao e
epilepsia) que, em alguns casos, ndo sdo controladas com tratamentos convencionais
(CARLINI, 2003). No Brasil, varias plantas medicinais sdo utilizadas para aliviar a
ansiedade, ins6nia e humor deprimido (GOMES et al., 2008). Neste contexto, € cada vez
mais crescente 0 nimero de produtos a base de plantas como terapia complementar na
pratica psiquidtrica. Este fato tem despertado o interesse de investigar o potencial
terapéutico de algumas espécies de plantas, através de modelos animais. Esses modelos
tém contribuido para a triagem de novas ferramentas farmacologicas, que permitam a
elucidacdo da eficacia da planta (BULLER e LEGRAND, 2001).

Investigacbes quimicas e farmacoldgicas de espécies de Annona indicam a
presenca de importantes compostos bioativos, sendo largamente empregadas na
etnofarmacologia devido as diferentes propriedades farmacol6gicas atribuidas
principalmente as acetogeninas e alcal6ides, dois dos principais constituintes bioativos
encontrados em géneros especificos das anonaceas (FAGUNDES et al, 2005).

Em decorréncia do pressuposto etnofarmacoldgico que evidencia uso da
A. muricata na medicina popular para o tratamento da ansiedade, depresséo e disturbios
do sono, faz-se necessario um estudo quimico e farmacologico que confirme
experimentalmente o uso popular desta planta no tratamento das desordens psiquiatricas
anteriormente citadas, além de identificar possiveis efeitos tdxicos decorrentes do uso da

planta.
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Nesse contexto, diante do diverso e inesgotavel arsenal terapéutico das plantas
medicinais, a identificacdo de compostos quimicos presentes em espécies vegetais que
apresentam efeitos sobre o sistema nervoso central é importante para a descoberta de
novos farmacos que possam ser utilizados no tratamento de desordens psiquiatricas.
Dessa forma, o presente trabalho vem contribuir com os estudos j& realizados com
A. muricata, no intuito de tragar os possiveis mecanismos envolvidos na agdo ansiolitica e

antidepressiva comumente relatadas pela populacéo e por escassos trabalhos na literatura.

1.3 Revisao de Literatura

1.3.1 Familia Annonaceae e Género Annona

A familia Annonaceae compreende cerca de 135 géneros e mais de 2.300
espécies, a maioria nativa de regides tropicais ou subtropicais, sendo que dos géneros
conhecidos de Annonaceae, 0 género Annona € o de maior importancia como fonte de
frutos comestiveis (BARON, 2010), seguido de Cananga e Rollinia (LUNA, 2006). A
familia é originaria provavelmente da Africa ou América do Sul, com base em dados
fitogeograficos e palinoldgicos. Asia e Austrdlia abrigam 51 géneros, Africa e
Madagascar 40 géneros e o Continente Americano 38 géneros (Figura 1). No continente
Americano a predominancia é na America do Sul, com 35 géneros. A regido amazonica,
as Guianas e o sudeste brasileiro sdo considerados os grandes centros de localizacdo de
espécies da familia Annonaceae (LEBOEUF et al., 1982; MIRALHA, 2007).

Figura 1. Distribui¢do geogréfica da familia Annonaceae.
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No Brasil, a familia Annonaceae compreende 26 géneros e aproximadamente 260
espécies, desempenhando importante papel na composicdo da vegetagdo (MAAS et al.,
2001). Dentre as especies de estimada importancia econémica, destaca-se A. squamosa
(fruta-do-conde), A. muricata (graviola), A. reticulata (condessa) e A. cherimola
(cherimdia), devido as propriedades nutricionais dos frutos que sdo consumidos in natura
ou na forma de sucos e sorvetes (LORENZI e MATOS, 2002).

As areas sob producdo tém crescido mais rapidamente do que a contribuicdo da
ciéncia e tecnologia (PINTO et al, 2005), devido apresentar importancia econdmica em
diversas regides, como, Chile, México, Venezuela, Austrélia e Brasil. Seu cultivo em solo
brasileiro teve inicio a partir da regido semiarida, e com um tempo sofreu disperséo,
estando hoje presente em varios estados brasileiros. Na regido Nordeste, a Bahia é a

principal produtora, seguida por Pernambuco e Alagoas (SOBRINHO, 2010).

Uma variedade de constituintes quimicos apresenta-se na familia Annonaceae,
como: substancias aromaticas, acidos fendlicos, taninos, flavonoides, substancias
benzénicas, catequinas, proantocianidina, Oleos essenciais, terpenos, esteroides,
acetogeninas, carboidratos, lipidios, proteinas, lactonas, vitaminas, carotenos, saponinas,
(REIS, 2011; LIMA, 2007; LUNA, 2006) e alcaloides dos tipos quinolinicos,
pirrolizidinicos, piperidinicos, indolizidinicos, piridinicos e isoquinolinicos entre outros
(SIMOES e SCHENKEL, 2004).

1.3.2 Annona muricata L.

Annona muricata L., é conhecida popularmente no Brasil como graviola,
guanabara, araticum, coracdo-de-rainha, fruta-do-conde, jaca-do-pard, pinha, coracdo-de-
boi, condessa, jaca-de-pobre, araticum-manso entre outros (NUNES, 2012). E uma
espécie originaria da América tropical, principalmente Antilhas e América Central, sendo
amplamente cultivada em quase todos os paises de clima tropical, inclusive no Brasil
(LORENZI e MATQS, 2002). Sendo uma das importantes frutiferas cultivadas no
Nordeste brasileiro, seus frutos séo utilizados in natura e na fabricagdo de suco, sorvetes,

compotas, geléias e doces (LUNA, 2010).
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Do ponto de vista botanico, Annona muricata L. € uma arvore que pode alcancar 4
a 8 m de altura quando adulta, possuindo abundante sistema radicular e caule Unico com
ramificacdo assimétrica (Figura 2). As flores sdo hermafroditas, verde-escuras a verde-
claras (MAAS et al, 2001), com calice de sépalas triangulares e pétalas externas grossas
de cor amarelada (NUNES, 2012). O fruto - graviola - também conhecido como jaca-de-
pobre, jaca-do-pard, coragdo-de-rainha, araticum manso, € uma baga composta (sincarpo)
com peso oscilando entre 0,4 Kg a 10 Kg, comprimento médio em 30 cm e formato de
coracdo; a casca tem espiculas carnosas moles e é verde-clara na colheita. A polpa é
branca sucosa, a semente com 1 a 2 cm de comprimento, peso 0,599 (170 sementes/100
g) é preta na sua retirada do fruto passando a marrom apos dias, (MAAS et al, 2001), as

folhas obovado-oblongas, brilhantes, medindo 8-15 cm de comprimento (NUNES, 2012).

Figura 2. Arvore de Annona muricata

Fonte: SOUZA, D.O.
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Estudos quimicos com a A. muricata L. conduziram ao isolamento de compostos
de diversas classes, tais como: alcaloides, terpenoides, carboidratos, polifendis, lipideos e
acidos aminados. Nos ultimos anos a maioria das pesquisas tém focado num novo
repertorio de compostos, as acetogeninas annonaceas. Estas, encontradas em todas as
partes da planta, as pesquisas fitoquimicas se dirigiram ao isolamento de compostos desta
classe, principalmente a partir das folhas (REIS, 2011; LUNA, 2006).

Os alcaldides sdo substancias organicas nitrogenadas de origem natural,
principalmente em plantas, mas também, em menor quantidade em microrganismos e
animais. Constituem um vasto grupo de metabdlitos secundarios, com carater levemente
alcalino e ampla variedade estrutural. Classificados de acordo com o aminoacido
precursor, que podem ser ornitina, lisina, acido nicotinico, tirosina, histidina, &cido
antranilico, triptofano e reacfes de aminacdo (DEWICK, 2002). No reino vegetal, os
alcal6ides encontram-se distribuidos nas Angiospermas em diversas familias, destacando-
se Apocinaceae, Solanaceae, Papaveraceae, Loganiaceae e Rubiaceae (BOTH, 2005).
Sintetizados no reticulo endoplasmatico, concentrando-se, em seguida, nos vacuolos e,

dessa forma, ndo aparecem em células jovens.

Existe um grande interesse no estudo dos alcal6ides devido a sua ampla atividade
farmacoldgica. Uma das propriedades intrinsecas da maioria dos alcaldides, fundamental
para a sua utilizacdo no tratamento de doencas do SNC, é a de ultrapassar a barreira
hematoencefalica (SILVA, 2005). Muitos alcaldides sdo conhecidos por suas atividades
no sistema nervoso central (podendo apresentar atividade depressiva - morfina,
escopolamina ou estimulante - estricnina, cafeina) e periférico (parassimpatico —
pilocarpina atropina, hiosciamina e simpatico - efedrina). Os alcaldides também tém
atividade anestésica (cocaina), antitumoral (vimblasina, vincristina), antimalarica
(quinina), antibacteriana (berberina) entre outras (BRUNETON, 1999).

A familia Annonaceae apresenta alcaldides isoquinolinicos do tipo
benzilisoquinolinico, distribuido nas seguintes séries: berberinas, aporfinicos,
oxoaporfinicos, fenantrenos, cularinas, morfinandienonas, isoquinolonas e 0s
bisbenzilisoquinolinicos (CAVE, 1985). A origem biossintética dos alcaldides

isoquinolinicos (Figura 3) inicia-se pela formacdo dos aminoécidos aroméaticos como a L-
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fenilalanina e L-tirosina, pela rota do é&cido chiquimico a partir de carboidratos
(RINALDI, 2007).

Figura 3: Rota biossintética para formacao da estrutura benzilisoquinolinica a partir do

aminoacido L-tirosina.
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Fonte: DEWICK, 1997.

Todos os alcaldides isoquinolinicos sdo derivados dos benzilisoquinolinicos, a
formacéo biossintética desse esqueleto tem inicio com a reacdo de condensacdo de duas
unidades fendlicas, ambas derivadas do aminoacido L-tirosina, a dopamina e dos 3,4-di-
hidroxi-fenilacetaldeido (DEWICK, 1997).

Na familia Annonaceae a presenca dos alcaldides aporfinicos é constante em
espécies do género Annona (DEBOURGES et al., 1987). Estes sdo encontrados somente
em plantas das familias Annonaceae, Berberidaceae, Lauraceae, Magnoliaceae,
Menispermaceae, Monimiaceae, Ranunculaceae, Papaveraceae e Rhamnaceae
(GUINAUDEAU et al, 1979). No género Annona, a anonaina é o alcaloide aporfinico de
ocorréncia mais comum. E encontrada nas espécies A. cherimola, A. glabra, A. montana,
A. paludosa, A. reticulata, A. salzmanni, A. senegalensis, A. squamosa e A. spinescens
(QUEIROZ et al., 1996, BHAUMIK et al.,, 1979). Estes compostos demonstraram
propriedades antitumorais significantes e toxidade seletiva contra varios tipos de células

cancerosas em doses baixas.
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A composicdo de alcaldides das folhas de A. muricata também foi bastante
estudada, revelando a presenca de alcaldides aporfinicos annonaina, isolaurelina, xilopina
e 0 coclaurina, reticulina, além de outros compostos polifendlicos (ZIYAEV, 2011,
CAPARROS-LEFEBVRE e ELBAZ, 1999; NUNES, 2012).

Do ponto de vista etnofarmacoldgico, todas as partes da planta séo utilizadas no
tratamento de algumas condi¢des como artrite, artrose, colicas, diarreia, feridas, ulceras,
problemas renais, malaria, ansiedade, tosse, problemas na prostata e na funcéo
pancredtica, diabetes, depressdo, alcoolismo, alteracGes digestivas e intestinais, HIV,
epilepsia, e esclerose (REIS, 2011; JARAMILLO et al., 2000). Estudo realizado na
Amazonia registrara 0 uso da planta na insonia, dores de cabeca, perda de peso, febre,
aftas e diurese (DI STASI; HIRUMA-LIMA, 2003). Os frutos e folhas da graviola séo
utilizados como tranqiiilizantes tradicionais. A fruta sfo atribuidos efeitos
antidepressivos, possivelmente relacionados aos alcaldides isoquinolinicos ao atuarem
como agonistas nos receptores SHT1A (HASRAT, 1997), embora a eficacia e a seguranca
de suas preparacdes ndo tenham sido comprovadas cientificamente (BARON, 2010;
LIMA, 2007; PEREIRA et al., 2004).

Estudos tém mostrado acdo hipotensiva das folhas, antidepressiva do fruto e anti-
herpes da casca do caule (LUNA, 2006), atividade antiespasmodica, vasodilatadora,
relaxante do musculo liso e citotdxico contra células cancerigenas a partir dos extratos
das folhas e troncos (ALALI et al., 1999), efeito contra Herpes simplex (PADMA et al,
1998), antibacteriano, antifungico, cardiodepressor do extrato da casca e das folhas de A.
muricata L. (LUNA, 2006). Estudos realizados pela Central de Medicamentos - CEME,
em modelos pré-clinicos, ndo comprovaram a acdo antidiabética, sedativa e

anticonvulsivante do extrato de A. muricata, popularmente atribuida.

Atualmente os estudos sobre A. muricata L., concentram-se na sua capacidade de
agir contra células cancerigenas. Torres (2012), mostrou reducdo da tumorigenicidade e
na metastase dos tumores pancreaticos e Hamizah (2012), obteve reducdo da incidéncia
de tumores da pele em 33,33%. A investigacdo da atividade antitumoral na grande
maioria dos trabalhos é relacionada a atividade das acetogeninas (LIAW et al., 2002).

Entretanto, ha relatos indicando que o uso em longo prazo da A. muricata, pode levar a
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uma possivel atividade neurodegenerativa, possivelmente associada a presenca das
acetogeninas. Estudos indicam que a annonacina, substancia presente na A. muricata L.,
talvez seja responsavel pelo desenvolvimento da sindrome Parkinsoniana na populacao
estudada em Guadeloupe (LANNUZEL et al., 2008). No entanto, alta concentracdo do
alcal6ide reticulina foi encontrada no fluido cerebroespinhal de alguns pacientes e,
portanto, h& possibilidade dessa substancia estar também associada a essa enfermidade,
agindo como um agente neurotdxico, cuja a¢do parece ser mediada pelo glutamato ou por

radicais livres.

A A. muricata L. é considerada fonte natural de antioxidantes. Uma comparacéo
da atividade antioxidante foi feita entre espécies do género Annona. As folhas de A.
muricata, A. squamosa e A. reticulata foram testadas e os resultados evidenciaram que 0s
extratos etanolicos de A. muricata possuem atividade antioxidante mais potente in vitro
quando comparado as folhas de A. squamosa e A. reticulata; este efeito parece ser

atribuido a presenca de acetogeninas nos extratos (BASKAR et al., 2007).

Poucos estudos (DIAZ-VELIZ, MORA, 2012; OVIEDO et al., 2009) tém
investigado a atividade ansiolitica da A. muricata. Todavia, ha controvérsias destes
estudos sobre o possivel mecanismo da agdo ansiolitica; Oviedo et al., (2009) relacionam
sistema serotonérgico ao efeito ansiolitico da planta, enquanto Diaz-Véliz, Mora (2012)

sugere, sem maiores evidéncias, a participacdo do GABA no efeito ansiolitico.

A chapada do Araripe compreende um conjunto formado por todas as formas de
vida de dada regido. Uma éarea delimitada entre trés Estados do Nordeste Brasileiro
(Cearé, Piaui e Pernambuco), que apresenta uma riqueza inestimavel em seu ecossistema
com caracteristicas  geologicas, geomorfoldgicas, pedoldgicas, climaticas,
hidrogréficas/hidrolégicas e de vegetagdo, bastante peculiares. A Regido do Cariri,
localizada ao Sul do Estado do Ceara tem seus aspectos geograficos intimamente
marcados pela configuracdo da Chapada do Araripe (AUGUSTO, GOES, 2007). Nesse
universo da biodiversidade local é possivel encontrar, como tem sido foco de estudo de
pesquisadores da Regido, o uso de plantas com a finalidade de tratamento de

enfermidades humanas. Dentre as espécies vegetais empregadas com a finalidade curativa
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pelas comunidades residentes na area de cerrado da Chapada do Araripe, evidencia-se uso
da A. muricata, pelas comunidades locais da Chapada do Araripe.

1.3.6 Ansiedade

A ansiedade consiste em um estado de tensdo ou apreensdo cujas causas nao sao
necessariamente produtoras de medo, mas sim da expectativa de algum evento préximo
(LENT, 2004). A ansiedade é benéfica em niveis normais, no entanto se os sintomas da
ansiedade sdo prolongados, ou tornam-se desproporcionais a situacdo objetiva (RUIZ et
al., 2000), provocam sofrimento no individuo, passando a ser inconveniente e
incapacitante, sendo considerada patoldgica (GRAEFF e BRANDAO, 1999), causando
sofrimento clinicamente significativo com prejuizo social e ocupacional para o individuo.
Pacientes com ansiedade generalizada apresentam, pelo menos, trés ou mais dos
seguintes sintomas, na maioria dos dias em um periodo de 6 meses: inquietacdo ou
sensacdo de estar com os nervos a flor da pele, fatigabilidade, dificuldade em concentrar-
se ou sensacdes de “branco” na mente, irritabilidade, tensdo muscular, pertuba¢ao do
sono (dificuldades em conciliar ou manter o sono ou sono insatisfatorio e inquieto). Estas
emoc0Oes sdo resultantes de processos neurais complexos que culminam em manifestacdes
fisioldgicas autbnomas como sudorese, taquicardia, tremores entre outras. Estas emocgoes
nos permitem lidar com situacdes emergenciais e de estresse, sdo importantes tanto para o

desempenho quanto para a sobrevivéncia do ser humano (PARENTE et al., 2005).

A ansiedade normal tem funcdo adaptativa, melhora o rendimento, é mais leve,
sendo uma reacdo que néo afeta a liberdade do individuo (RUIZ et al., 2000). No entanto,
se 0s sintomas de ansiedade sdo prolongados, ocorrendo de forma desproporcional ou na
auséncia de eventos ou estimulos estressantes, pode culminar nos transtornos de
ansiedade (DSM-IV-TR, 2000). Os transtornos de ansiedade estdo entre 0s mais
frequentes na pratica clinica (KESSLER et al, 2005a, 2005b; OLATUNUJI et al, 2007;
KESSLER; WANG, 2008).

Alguns estudos mostram que a ansiedade tem uma prevaléncia de um oitavo do
total da populagédo mundial (EISENBERG et al, 1998.; DOPHEIDE e PARK, 2002). No
ambito nacional foi constatado que a ansiedade e as fobias constituem os principais

problemas de salde mental da populagédo brasileira (ALMEIDA FILHO et al., 1997),
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variando de 3,7 a 12,7%, (MELLO, 2007), frequentemente coexistindo com outras
desordens, principalmente, a depressdo (MALSEN, 2008).

Os transtornos da ansiedade caracterizam-se por um desarranjo na manutencao
dos mecanismos neurobiologicos para atender ao estresse, a maior ativacdo deste
processo prejudica a vida socio-profissional das pessoas que sofrem desse mal. Apesar
dos avangos observados no tratamento dos transtornos de ansiedade nos Gltimos anos,
estima-se que menos de 50% dos pacientes portadores de transtorno de ansiedade
generalizada apresentem alivio total dos sintomas, indicando a necessidade de

continuidade da pesquisa pré-clinica e clinica nesse campo (ANDREATINI et al., 2001).

O transtorno é definido pelo Diagnostic and Statistical Manual of Mental
Disorders (DSM-1V) como estado de preocupacdo exacerbado que pode abranger
diversas atividades ou eventos da vida do individuo. Pode ser considerado um transtorno
cronico quando ocorre na maior parte dos dias em um periodo de pelo menos seis meses
(AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2002). Os transtornos de ansiedade sdo
classificados em: Transtorno de panico sem agorafobia, transtorno de panico com
agorafobia, fobia especifica, fobia social, transtorno obsessivo-compulsivo, transtorno de
estresse pés-traumatico, transtorno de estresse agudo, transtorno de ansiedade
generalizada, transtorno de ansiedade devido a uma condicdo médica geral, transtorno de
ansiedade devido a uma substancia e transtorno de ansiedade sem outra especificacdo. As
perturbacdes de ansiedade mais prevalentes sdo a fobia especifica (8,7%), a fobia social
(6,8%), seguida da perturbacdo pds-stress traumatico (3,5%), e perturbacdo de ansiedade
generalizada (3,1%) (KESSLER et al., 2005).

As desordens da ansiedade sdo intermediadas por processos neurobioldgicos
distintos. Graeff, (2007) mostra em testes de ansiedade experimental humana as
diferencas entre o estado emocional associado a ansiedade antecipatoria, condicéo
caracteristica do transtorno de ansiedade generalizada (TAG), e aquele partilhado por
outras condicbes patologicas, como o transtorno de péanico (TP) e o transtorno de
ansiedade social (TAS). Estes estados neurobiologicos distintos implicam na diferencga do
tratamento farmacologico; o TAG e a ansiedade sdo aliviados rapidamente por doses

relativamente baixas de ansioliticos benzodiazepinicos (BZDs), enquanto o TP e o TAS
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respondem ao tratamento prolongado com medicamentos antidepressivos (GRAEFF,
2007).

Bases neurais da ansiedade

O conhecimento da integragdo entre 0s processos emocionais, cognitivos e
homeostaticos, € de grande valia na compreensdo das respostas fisioldgicas do organismo
frente as mais variadas situacBes enfrentadas pelo o individuo (ESPERIDIAO-
ANTONIO, 2008). As areas cerebrais envolvidas no controle motivacional, na cognicéo e
na memoria fazem conexdes com diversos circuitos nervosos, 0s quais, através de seus
neurotransmissores promovem respostas fisioldgicas que relacionam o organismo ao
meio (sistema nervoso somatico) e também a inervacdo de estruturas viscerais,

importantes para a manutenc¢do da constancia do meio interno (LANOTTE et al., 2005).

Na ansiedade, fica evidente a relacdo das bases neurofisiologicas e
comportamento. A ansiedade € uma emocao, portanto as estruturas cerebrais relacionadas
estdo presentes no sistema limbico. O sistema limbico (Figura 4) € uma designacao para
regides cerebrais (formacdo do hipocampo, complexo amigdaloide, septo, nucleos
olfatérios, ganglios da base e nucleos selecionados do diencéfalo) agrupados ao redor das
bordas subcorticais do nucleo cerebral subjacente, ao qual é atribuida uma variedade de
funcbes emocionais e motivacionais complexas (BLOOM, 2005). Embora, a ideia de um
sistema das emocdes, tenha sido bastante discutida, uma vez que diferentes circuitos e
areas do SNC séo correlacionados as emocdes (ESPERIDIAO-ANTONIO, 2008), néo
existem componentes morfofuncionalmente mais pronunciados e os elementos exercem

papéis regulatdrios semelhantes entre si (BERRIDGE, 2004).

Figura 4: Estruturas principais do Sistema Limbico
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Fonte: http://amulhereoperineo.files.wordpress.com/2012/01/sistema_limbicol.jpg
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Acredita-se que 0s circuitos neurais que envolvem a amigdala e o hipocampo séo
a base da ansiedade (ROSEN e SCHULKIN, 1998). A amigdala é responsavel pela
deteccdo, geracdo e manutencdo das emocdes relacionadas ao medo e coordenacdo de
respostas apropriadas a ameaca e ao perigo (PHAN, 2002; DE GELDER, 2004;
HOISTAD, 2008). Localizada no lobo temporal (LENT, 2004). Esta estrutura esta
envolvida na geracdo da ansiedade e medo (DELANEY e SAH, 1999; LEDOUX, 2004) e
sua estimulacdo pode levar a um estado de vigilancia ou atencdo aumentada, ansiedade e
medo (BEAR, 2002; LEE, 2006; GRAHAM, 2006).

As informaces de todos os sistemas sensoriais projetam-se aos ndcleos da
amigdala, através de conexOes excitatorias e inibitorias a partir de vias corticais e
subcorticais (WILLIAMS, 2006).

Alvos terapéuticos no tratamento da ansiedade

Os benzodiazepinicos (BZP) sdo os farmacos de primeira linha para os transtornos
de ansiedade, representando uma das classes de medicamentos mais consumidas
mundialmente. Contudo, o tratamento farmacolédgico dos vérios disturbios de ansiedade
estd longe do ideal (OLIVIER, 2003) e a eficacia na reducdo dos sintomas somaticos tem
sido questionavel, especialmente no tratamento crénico (SRAMEK et al., 2002). Embora na
génese da ansiedade estejam envolvidos diversos sistemas de neurotransmissores
integrados, 0s medicamentos mais comumente empregados no tratamento das desordens
ansiosas envolvem os sistemas GABAérgico e serotonérgico (NUTT et al., 2002) pois 0s
neurotransmissores acido y -aminobutirico (GABA) e serotonina, sdo 0s mais atuantes no
controle da ansiedade; ambos controlam a resposta ao estresse e qualquer reducdo ou
supressdo temporaria ou continua de um deles pode resultar em ansiedade (JUANG et al.,
2005). Recentemente novos estudos destacam o0s grupos de antagonistas glutamatérgicos
e outros compostos que atuam em outras vias de neurotransmissdo como possiveis drogas
para o tratamento da ansiedade (LIMA, 2009).

Um agente ansiolitico deve reduzir a ansiedade e exercer um efeito calmante, com

pouco ou nenhum efeito sobre as fungdes motoras ou mentais. Vérias drogas ansioliticas
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usadas rotineiramente, principalmente os BZPs, estdo entre as classes de drogas que
modulam alostericamente os receptores GABAérgicos do tipo A (OLSON, 2002). Estes
receptores possuem um papel central na regulacdo da excitabilidade cerebral, uma vez
que medeia a acdo do principal neurotransmissor inibitorio no cérebro dos mamiferos o,
GABA, este ativa trés diferentes classes de receptores, tais como: GABA,, GABA; e
GABA: (BORMANN, 1988; SILVILOTTI e NISTRI, 1991).

Os receptores do GABA sdo proteinas transmembranas; o receptor GABAA
(Figura 5), € formado por um complexo pentamérico de subunidades sendo, basicamente,
duas do tipo a, duas B e a outra pode ser qualquer uma das outras, dispostas a formar um
canal de ions cloreto (CI") (BIANCHI et al., 2009; KUMAR et al., 2009). Considerando
como o alvo mais importante para os estudos de ansiedade, este receptor ocorre
principalmente a nivel pré-sindptico, tendo um papel central na regulacdo da
excitabilidade cerebral, através de seus efeitos inibitérios. Muitas drogas importantes tais
como os BZPs, apresentam varios efeitos relacionados com este receptor, tais como a
sedacdo e a inducdo do sono, a reducdo da ansiedade e da agressédo, a reducao do tonus
muscular e da coordenacdo, efeito anticonvulsivante, além de amnésia anterdgrada, que é
a perda da capacidade de reter novas informacfes. Estes efeitos dos benzodiazepinicos
ocorrem através da potencializacdo da resposta a0 GABA, por facilitarem a abertura dos
canais de cloreto ativados por este neurotransmissor, ao ligar-se de um modo especifico
em um sitio regulador do receptor, distinto do sitio ligante de GABA, aumentando a
afinidade do GABA pelo receptor (RANG e DALE, 2007).
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Figura 5: Receptor GABAA

Barbitiricos L2100

Fonte: www.pr.mqg.edu.au/macnews/septO1/apaf.htm

Esse receptor também possui local de ligagdo para outras substancias, como 0s
barbitdricos, alcool, neuroesterdides, picrotoxina e alguns anestésicos, no qual todos
potencializam a resposta do GABA (MACDONALD; OLSEN, 1994; JOHNSTON,
1996). O antagonista competitivo dos benzodiazepinicos mais conhecido é o flumazenil,
0 qual possui certa atividade ansiogénica e proconvulsivante. Esta droga ser usada para
reverter o efeito da superdosagem de benzodiazepinicos (RANG e DALE, 2007).

E importante ressaltar que na pratica clinica, os BZPs devem ser utilizados para a
gestdo de ansiedade aguda, ndo devendo exceder 2 a 4 meses. Porém, o uso desses
medicamentos ocorre muitas vezes de forma indiscriminada, e a continuidade do uso supera
a indicacdo clinica, levando ao uso excessivo e por um longo periodo (CARVALHO e
DIMENSTEIN, 2004), gerando diminui¢do dos efeitos benéficos dos BZPs, além de gerar
tolerancia, dependéncia fisica e pscicoldgica e sindrome da abstinéncia (BENITEZ et al.,
2008; AUTHIER et al., 2009). Diante da complexidade envolvida na mediacdo da
ansiedade, é importante, uma melhor compreensdo dos processos moleculares e
neuroanatbmicos envolvidos neste distarbio, para facilitar o desenvolvimento de

tratamentos mais eficazes.
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1.3.7 Depressao

A depressdo € um grande problema de saude publica mundial, sendo a quarta
maior causa de incapacitagéo social (STOPPE JUNIOR, 2006). Na populacéo geral varia
de 4% a 10% (ZAVASCHI, 2002). No Brasil a prevaléncia de depressdo é bastante
variavel. Dados da OMS apontam que a depressdo sera a doenga mais comum do mundo
em 2030.

A depressdo é caracterizada por alteragdo no humor e falta de interesse em
atividades prazerosas (anedonia), acarretando prejuizo das funcdes psicoldgicas, motoras
e sociais, podendo variar de uma condi¢do branda, beirando a normalidade, a uma
depressdo severa (psicética) acompanhada por alucinaces e delirios (RANG et al.,
2003). Difere tanto qualitativa quanto quantitativamente de paciente para paciente
(NESTLER et al., 2002). A depressdo pode ocorrer na infancia, adolescéncia e
maioridade, com maior prevaléncia em mulheres (5 a 20%), que em homens (3 a 12%)
(BEBBINGTON, 2004; PRYCE et al., 2005; BURCUSA e IACONO, 2007).

Os transtornos de humor dividem-se em transtornos unipolares, que incluem a
depressdo maior e a distimia (depressdo menor intermitente) e os transtornos bipolares,
que incluem o transtorno bipolar (desordem maniaco-depressiva) e a ciclotimia (forma
branda da desordem bipolar caracterizada por episédios de hipomania e depressao
alternados) (AMERICAN PSYCHITRY ASSOCIATION, 1994).

O diagnostico é feito a partir de um critério estabelecido pela APA (American
Psychiatric Association), que define cinco ou mais sintomas caracteristicos devem estar
presentes durante duas semanas e devem representar uma mudancga significativa na
qualidade de vida do paciente para ser caracterizado como depressdo. Pelo menos um dos
sintomas deve ser o humor deprimido ou perda de interesse e de prazer em atividades
previamente prazerosas (TOIGO, 2011), além de outros sintomas, tais como: alteracéo do
apetite e peso, distarbio do sono, sentimento de culpa, falta de concentracdo, falta de
energia e ideias suicidas (NEMEROFF e OWENS, 2002).

O humor deprimido caracteriza-se, quando o interesse ou prazer se reduz de forma

acentuada, ou quando se instala perda ou ganho de peso, ins6nia ou sonoléncia excessiva,
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agitacdo ou retardo motor, fadiga ou perda de energia, sentimento de inutilidade ou culpa
excessiva ou inadequada (JUANG et al., 2005; CAMARGOS et al., 2008). Os individuos
com depressdo apresentam problemas relativos a capacidade de decidir, veem o futuro de
forma pessimista e sdo incapazes de responder positivamente, mesmo a estimulos
favoraveis e se consideram incapazes, incompetentes e perdedores. A ansiedade é comum
na depressao, afetando 90% dos casos, porém a baixa autoestima ndo é reconhecida como

um dos sintomas mais prevalentes da depressdo (JUAN et al., 2005).

Os agentes causais da depressdo podem ser biologicos, genéticos e psicossociais.
Neste altimo item, varios fatores podem desencadear a psicopatologia da depressdo, a
saber: perda de genitores na infancia, cuidado parental inadequado, abandono, divorcio,
educacdo ‘sem afeto’ ou disfuncional por parte dos pais, abuso fisico e sexual, e outros
traumas ocorridos na infancia. Mello (2003) afirma de forma consistente que a vivéncia
de estressores no inicio da vida associa-se ao maior risco de transtornos de humor,

ansiedade e de personalidade na idade adulta.

Neurobiologia da depressao

Como se sabe, a sinapse representa a comunicacdo entre 0S neuronios,
constituindo a base do funcionamento do SNC. Normalmente, os neurdnios liberam os
neurotransmissores, que sdo capturados por outros neurdnios por meio de seus receptores.
Na depressdo ocorre diminuicdo na quantidade de neurotransmissores liberados,
principalmente da serotonina, bem como ocorrem alteragdes no mecanismo de recaptagédo
dos neurotransmissores (MAARTENS, KNOTTNERUSB e POP, 2002, MAN, 2005).

Biologicamente, inicialmente foram implicadas a deficiéncia de catecolaminas, e
indolaminas, especialmente a noradrenalina (KAPCZINSKI et al., 2004). Posteriormente,
muito valor tem sido dado a diminuicdo de neurotransmissores, como a serotonina,

noradrenalina e dopamina (MAN, 2005).

O desequilibrio do cortisol e a regulagéo deficiente do feedback de glicocorticéide
tém sido repetidamente identificados como correlatos bioldgicos de transtornos
depressivos e de ansiedade em adultos (BURKE, 2005; YEHUDA 2005). Em um estudo
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de Heim et al. (2000), mulheres com historico de abuso sexual ou fisico demonstraram
ACTH aumentado, mas respostas normais de cortisol ao Trier Social Stress Test (TSST),

comparadas com mulheres sem historico de abuso.

Tratamento da depresséo

O tratamento da depressdo baseia-se principalmente na teoria monoaminérgica.
Essa teoria postula que a depressdo é causada por uma deficiéncia na transmissdo de

monoaminas (noradrenalina, dopamina e serotonina) no SNC.

Os primeiros estudos clinicos da relacdo entre monoaminas e a depressdo foram
publicados por Freis (1954). Este pesquisador verificou que cinco pacientes hipertensos
desenvolveram depressdo ap0s o tratamento com altas doses de reserpina, um agente
antihipertensivo que depleta as reservas de monoaminas. As evidéncias que apoiam essa
teoria € o fato de que diversos farmacos utilizados no tratamento da depressdo agem
aumentando a concentracdo de monoaminas na fenda sinaptica (ANDERSON et al.,
2000), principalmente serotonina e noradrenalina, que atuam como neurotransmissores
em sinapses nervosas. Estas sdo removidas das sinapses ap6s sua liberacdo, por um
processo de recaptacdo pelo neurdnio pré-sinaptico (STAHL, 1998). Ap6s a recaptacao
sdo destruidas dentro do neurdnio, pelas enzimas monoaminoxidase (MAO) e catecol-O-
metiltransferase (COMT), ou sdo novamente armazenadas em vesiculas, para serem
liberadas na fenda sinaptica (TOIGO, 2011). Esta relacdo das monoaminas com a
depressédo tem sido a base de estudos para entender a fisiopatologia dessa doenga e para o

desenvolvimento de medicamentos antidepressivos (PRYOR et al., 1991).

Entretanto, estudos recentes tém sugerido que o sistema monoaminérgico ndo
representa a via final comum na regulacdo do humor, mas exerce uma influéncia
modulatéria. (STAHL, 1998). Outros sistemas que estariam regulando a plasticidade
neuronal e sinaptica teriam importancia central na neurobiologia e tratamento deste
transtorno (SANACORA et al.; 2008; ZARATE e MANJI, 2008). Este dado pode
justificar o efeito antidepressivo de outros agentes (bupropiona, mirtazapina) que ndo tém

efeito significativo nem sobre a MAO nem sobre a recaptacdo de monoaminas, além da
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evidéncia de que cocaina e anfetaminas, apesar de serem potentes inibidores da
recaptacdo de monoaminas, sdo drogas destituidas de efeito antidepressivo.

Pesquisas em ratos mostram que a administracdo de antidepressivos por duas
semanas produz reducdo no numero de receptores (down-regulatation) adrenérgicos. Este
achado gera uma nova teoria de que as alteracbes na sensibilidade de receptores
monoaminérgicos, observadas ap0s administracdo crbnica de medicamentos, estdo
relacionadas ao mecanismo de acao antidepressiva (STAHL, 1998). Ndo ha, entretanto
nenhuma teoria plenamente convincente para explicar como a adaptacdo de receptores
monoaminérgicos pode atuar na depressdo. Outra hipdtese mais recente propde a causa
principal como uma reduzida atividade elétrica dos neurdnios, uma vez que essa atividade
é o fator limitante para a liberacdo dos neurotransmissores, ou seja, € o fator limitante da
concentracdo das monoaminas (KISS, 2008). Alem, disso ressaltam-se também pesquisas
que investigam modificacfes no padrdo de expressdo génica a partir do tratamento com
antidepressivos (STAHL, 1998). As pesquisas atuais procuram buscar um ponto em
comum entre todas essas evidéncias. Os agentes antidepressivos atualmente oferecem
melhores resultados terapéuticos e menores taxas de efeitos colaterais para a maioria dos
pacientes, mas eles ainda sdo designados a aumentar agudamente a transmissédo de
monoaminas (BERTON; NESTLER, 2006). Estima que 30 a 50% dos pacientes
deprimidos ndo se recuperam totalmente (QURAISHI e FRANGOU, 2002), existe um
consenso de que alguns déficits cognitivos da depressdo persistiriam apds a remissao
clinica (TRICHARD et al., 1995).
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar os efeitos centrais da administracdo aguda do Extrato Hidroalcodlico das

Folhas de Annona muricata L. em camundongos.

2.2 Especificos

Realizar a prospeccéo fitoquimica do extrato hidroalcodlico das folhas de Annona
muricata L. (EHFAM), a fim de identificar os metabolitos secundérios presentes

no material vegetal;

Realizar uma triagem farmacoldgica geral para avaliar o perfil de efeitos obtidos

com a administracdo intraperitoneal de doses crescentes do EHFAM;

Determinar a DLso € identificar possiveis sinais de toxicidade aguda em animais
tratados com EHFAM,;

Avaliar os efeitos centrais da administracdo aguda do EHFAM em camundongos
submetidos aos seguintes testes comportamentais: campo aberto (CA), labirinto
em cruz elevado (LCE), rota rod (RR), convuls@es induzidas por pentilenotetrazol
(PTZ) e pilocarpina (PILO), potencializacdo do tempo de sono induzido por
pentobarbital e nado forgado (NF);

Determinar a concentracdo de monoaminas e metabolitos em corpo estriado de
camundongos tratados com EHFAM, atraves da técnica de cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE);

Avaliar a participagdo do sistema GABAérgico e monoaminérgico sobre o0s
efeitos comportamentais do EHFAM e sugerir um possivel mecanismo que

explique as ac¢des centrais do EHFAM.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Material
3.1.1 Material vegetal

O material vegetal (folhas de Annona muricata) foi coletado nas imedia¢cfes dos
laboratorios da Universidade Regional do Cariri no municipio de Crato-CE, Brasil, a
orientagdo sul 07° 0.143415; oeste 039° 24.9330, no més de agosto de 2011. De acordo
com a autorizacdo com base na Instrucdo Normativa n°154/2007; licenca n® 33028-2,
Ministério do Meio Ambiente — MMA/ Instituto Chico Mendes de Conservacdo da
Biodiversidade — ICMBIo.

A identificacdo botanica foi realizada pela Profa. Dra. Maria Arlene Pessoa da
Silva e a exsicata foi depositada no Herbario Caririense Dardano de Andrade Lima —
HCDAL da Universidade Regional do Cariri - URCA catalogada sob nimero de registro
9469.
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3.1.2 Drogas e reagentes:

Tabela 1 — Drogas e reagentes utilizados nos ensaios comportamentais e neuroquimicos.

Drogas e Reagentes

Procedéncia

Acetonitrila

Carlo Erba Reagenti, Italia

Acido citrico

Grupo Quimica, Brasil

Acido octanosulfonico sddico

Sigma-Aldrich, EUA

Agua deionizada

Deionizador, LFQM

Alcool etilico P.A.

Sigma-Aldrich, EUA

Cloridrato de imipramina

Novartis, Suica

Diazepam

Germed, Brasil

Flumazenil

Cristalia Farma, Brasil

Hidroxido de soédio

Reagen, Brasil

Imipramina

Cristalia Farma, Brasil

Pentobarbital s6dico

Syntec, Brasil

Pentilenotetrazol

Sigma-Aldrich, EUA

Pilocarpina

Sigma-Aldrich, EUA

Tetrahidrofurano

Sigma-Aldrich, EUA

3.1.3. Animais

Foram utilizados camundongos albinos (Mus musculus), raca Swiss, adultos,
fémeas, pesando 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 racéo
(Labina, Purina®) ¢ agua “ad libitum” no Biotério de manutencdo de animais da URCA.
Um dia anterior aos testes os animais foram separados por grupos, identificados e

pesados.
A manipulacdo dos animais foi realizada seguindo os principios éticos para a

experimentacdo animal, relatados nos principios éticos da experimentacdo animal do

Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal — COBEA.
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Ap0s 0s experimentos, os animais foram sacrificados por deslocamento cervical
e acondicionados em sacos plasticos sob refrigeracdo a — 20°C; o recolhimento foi

realizado por empresa especializada no descarte de material bioldgico.
3.2 Métodos
3.2.1 Exigéncias legais - aspectos éticos da pesquisa

Toda a proposta da pesquisa foi submetida e aprovada pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Regional do Cariri- URCA, credenciado pela Comisséo
Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP), pelos termos da Portaria 196/96 do Conselho

Nacional de Saude; com parecer n° 23/2012.2.

3.2.2 Obtencéo do extrato hidroalcodlico liofilizado

O material botanico (180g) foi selecionado e seco em intervalos de sol forte por
um periodo de 72 horas para posterior preparacdo do extrato. O extrato hidroalcodlico
liofilizado das folhas de Annona muricata foi obtido a partir da trituracdo das folhas
secas, a fim de aumentar a superficie de contato com o solvente. Em seguida as folhas
secas foram acondicionadas em frascos de vidro transparente, sendo estas embebidas por
solvente etanol 99,9% e &gua destilada, na proporc¢do de 1:1, a temperatura ambiente por
72h. Apobs esse periodo, a solucdo obtida foi filtrada e submetida a evaporacdo do
solvente no aparelho evaporador rotativo. O produto final foi congelado e, em seguida,
liofilizado. O rendimento obtido foi de 66% (Figura 6).
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Figura 6: Fluxograma de obtencdo do EHFAM.

Material vegetal
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3.2.3 Prospeccéo fitoquimica do EHFAM

A pesquisa fitoquimica visa 0 conhecimento dos constituintes quimicos presentes
em espécies vegetais (SIMOES et al, 2007). A realizacio da prospeccéo fitoquimica do
EHFAM seguiu a metodologia de Matos (1997), onde classes de metabdlitos secundarios
foram identificadas por mudancas colorimétricas e precipitados formados apos a adicao
de reagentes especificos. Nos proximos paragrafos segue a descricdo do procedimento

anteriormente citado.

3.2.1.1. Preparacao 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.

3.2.1.2. Teste para fendis e taninos

Os polifendis sdo substancias redutoras, caracterizados pela féacil oxidac&o,
resultando em substéncias coradas. Os taninos séo caracterizados por reacOes de
coloracdo ou precipitacdo (SIMOES et al., 2007).

No frasco 1 foram adicionadas 3 gotas de solucdo alcodlica de FeCls. Apos
agitacdo, o resultado obtido foi comparado com um teste “branco” (mistura de agua e
FeCl3). O surgimento de coloracdo varidvel entre azul e vermelho evidencia a presenca de
fenois, 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 desse composto para interagir e precipitar proteinas, como a gelatina
(STRUMEYER e MALIN, 1975).
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3.2.1.3. Teste para antocianinas, antocianidinas e flavondides

Os flavonoides representam um dos grupos mais amplamente distribuidos e

diversificados no reino vegetal. Solventes de polaridade crescente facilitam a extracéo
dos flavonoides (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

coloracdes diferentes indica presenca de constituintes diversos, de acordo com o quadrol.

Quadro 1: Constituintes especificos para coloracdo em determinado meio.

CONSTITUINTES

COR E pH DO MEIO

Acido (pH 3.0)

Alcalino (pH 8.5)

Alcalino (pH 11)

Antocianinas Vermelho Lilas Azul - parpura
Antocianidinas - - -
Flavonas - - Amarelo
Flavonois - - -
Xantonas - - -

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

Legenda: (-): auséncia de qualquer cor.

3.2.1.4. 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

observagdo adotado no item anterior, 0 aparecimento ou intensificacdo de cores indica a

presenca de constituintes especificados na tabela seguinte:

47



Quadro 2: Constituintes especificos para coloracéo referente ao meio.

CORE pH DO MEIO
CONSTITUINTES Acido Alcalino
Leucoantocianidinas Vermelho -
Catequinas Pardo - amarelo -
Flavononas - Vermelho - laranja

Legenda: (-): auséncia de qualquer cor.

3.2.1.5. Teste para alcaldides

Podem-se encontrar alcaloides em todas as partes dos vegetais, porém ha acimulo
preferencial em alguns 6rgdos 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 solucdo contendo 300 mg do EHFAM, acrescido de 30 mL
de &cido 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 solugdo de NaOH 10%. A variacdo 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 solucdo e, ao lado desta, 1 gota de reagente de
Draggendorff. Ap6s a mistura, o indicativo de alcaloides é dado a partir da formacéo de

precipitado na lamina.
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3.2.4 Teste Hipocratico e Determinacdo da Dose Letal Mediana (DLsp)

Os efeitos gerais da administracdo aguda do EHFAM foram avaliados segundo a
lista de sinais listados por Almeida et al., (1999) e Almeida, (2006), que avalia possiveis
mudancas comportamentais em decorréncia de tratamentos, resultantes de acgdes

estimulantes ou depressoras do SNC, além de efeitos toxicos e morte.

Todos os sinais de toxicidade, o tempo de manifestacdo, a intensidade, a duracao e
a progressdo dos mesmos foram registrados de acordo com a intensidade do evento, que
seguiu um padrdo de observacdo: ausente (0), efeito diminuido (-), efeito presente (+),
efeito presente intenso (++).

Os parametros observados apds a administracdo das drogas, relacionados as agdes
estimulantes, foram: cocar o focinho, convulsdo clénica e tdnica, exoftalmia, aumento da
frequéncia respiratoria, lamber patas, morder cauda, aumento da motilidade, movimentos
estereotipados, piloerecdo, tremores finos e grosseiros. Os parametros observados,
relacionados as aces depressoras, foram: alienacdo ao meio, analgesia (por teste de
compressdo da cauda do animal), anestesia (puxando o pélo e suspendendo o animal),
ataxia, diminuicdo da apreensdo da pata, catatonia, dispnéia, exoftalmia, diminui¢do da
frequéncia respiratoria, diminuicdo da motilidade, diminuicéo do reflexo corneano, tonus
dorsal, ptose palpebral e sedacdo. Outros parametros observados foram: agressividade,
contorcdo, coloracdo da urina, diametro da pupila, diarréia, erecdo da cauda,
fasciculac@es, grunhidos, aumento ou diminuicdo da miccdo, midriase, orelha (ciandtica,
hiperémica ou pélida), passividade, reacdo de fuga, sialorréia, tremor da cauda,
lacrimejamento, sudorese, coma e morte (YAMANAKA, x2008).

Os animais foram organizados em grupos contendo quatro animais, e tratados via
intraperitoneal com EHFAM nas doses: 10, 50, 100, 500, 1.000, 1.250, 1.500, 1.750,
2.000 mg/Kg e veiculo e observados por 10, 30, 60, 120, 180, 240, 360, 720 minutos,
pos-administracdo intraperitoneal. Apds a avalia¢do, seguiram-se observagoes a cada 24
horas durante 14 dias consecutivos dos parametros descrito por Malone e Robichaud
(1962).
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A toxicidade aguda via oral, seguiu 0 método de classes (2000 mg/Kg), no qual

foi administrado 2000 mg/Kg a trés animais, os quais foram mantidos em jejum de 12
horas. A avaliacdo seguiu da mesma forma anteriormente descrita.

O tempo de corte de observacdo dos parametros de toxicidade foi de quatro

horas. Os animais foram acompanhados por 14 dias, e verificado o niUmero de mortes.

Apos este periodo os animais foram sacrificados.

Os resultados do screening hipocratico (via intraperitoneal) foram submetidos ao
tratamento estatistico e determinado o valor da Dose Letal Média (DLsg). A DLs foi
calculada pela anélise de probitos correspondentes ao nimero de mortes de animais de
cada grupo que receberam o EHFAM em diferentes concentracbes (mencionadas
anteriormente, i.p.). A analise foi realizada por meio da interpolacdo semi-logaritmica,
sendo postos no eixo das ordenadas os valores dos probitos correspondentes ao
percentual de mortes e, no eixo das abcissas, as doses administradas do EHFAM. A
escolha das doses utilizadas neste trabalho foi determinada com base no valor da DLsg do

EHFAM, sendo o valor maximo da dose correspondente a 10% do valor da DLsq.

3.2.5 Protocolo experimental para testes comportamentais

Todos os testes foram realizados no mesmo horario, de 12h30min as 16h00min,
no Laboratdrio de Farmacologia e Quimica Molecular (LFQM) da URCA, em condicdes

controladas de temperatura (23 + 1° C), som e iluminagéo.

Os animais foram divididos em grupos (24 horas antes da realizacdo dos
experimentos) compostos por nove animais em cada, a excecdo do teste de rota rod e
dosagem de monoaminas, que foram realizados com grupos de seis e quatro animais,
respectivamente. A via de administracdo utilizada em todos os experimentos foi a
intraperitoneal (i.p.), com volume utilizado de 0,1 mL/10g de peso corporal do
camundongo. Inicialmente foi realizada uma triagem farmacoldgica (teste hipocratico)
para identificacdo dos efeitos farmacologicos gerais e toxicos do EHFAM. A escolha das
doses utilizadas neste trabalho foi determinada com base no valor da DLs, do extrato,

sendo o valor maximo da dose correspondente a 10% do valor da DLsq.
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Figura 7: Desenho experimental do estudo psicofarmacologico do EHFAM.
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3.2.4.1.Campo aberto (CA)

O campo aberto (BERTGES, 2008) consistiu em uma arena confeccionada de
vidro transparente, e piso preto (30 x 30 x 15 cm), dividida em nove quadrantes iguais.
Foram utilizados cinco grupos contendo nove animais cada. O primeiro grupo foi tratado
com veiculo (agua destilada, i.p.), o segundo com diazepam (DZP 1 mg/Kg, i. p.) o
terceiro, quarto e quinto, receberam EHFAM (25, 50 e 100 mg/Kg, i.p.), respectivamente.
Apos trinta minutos do tratamento, cada animal foi colocado no centro do campo aberto e
observado por 5 minutos, quanto aos parametros comportamentais: ndmero de
cruzamentos (NC), nimero de Grooming (NG — comportamento de auto-limpeza) e o

numero de Rearing (NR — exploracdo vertical) (Figura8).

Figura 8: Esquema representativo da investigagdo do efeito do EHFAM sobre a deambulagéo dos animais
através do teste de campo aberto.

I |
EHFAM Controle positivo Controle negativo
(25, 50 e 100 mg/Kg, i.p.) (Diazepam 1 mg/Kg, i.p.) (Veiculo 10 mL/Kg, i.p.)
1 ]
30

Campo aberto Grooming
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3.2.4.2. Teste do Labirinto em Cruz Elevado (LCE)

O LCE (Figura 9) é baseado no modelo proposto por Porsolt et al., (1985), para
ratos e validado por Lister (1987) para camundongos. Consiste em um aparelho feito em
madeira formado por dois bracos abertos e opostos (34,5x 3,25 c¢cm) e dois bracos
fechados (34,5 x 3,25 cm), unidos por uma plataforma central (10x10 cm), a 72 cm

elevado do solo.

Apds 30 minutos do tratamento, cada animal foi colocado no centro do aparelho
com a cabeca voltada para um dos bracos fechados e o seu comportamento foi observado
por 5 minutos, de acordo com os parametros: nimero de entradas (NEBA) e o tempo
permanéncia nos bragos abertos (TPBA) e nimero de entradas (NEBF) e o tempo
permanéncia nos bracos fechados (TPBF). Diazepam (1 mg / Kg, i.p.) foi usado como um
controle positivo para o efeito ansiolitico. E importante ressaltar que este experimento foi

realizado em sequéncia ao teste de campo aberto, utilizando os mesmos animais.

Figura 9: Esquema representativo da investigacéo do efeito do EHFAM sobre a ansiedade através do LCE.

EHFAM Controle positivo Controle negativo
(25, 50 e 100 mg/Kg, i.p.) (Diazepam 1 mg/Kg, i.p.) (Veiculo 10 mL/Kg, i.p.)
| |

5’

Labirinto em Cruz Elevado
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Para avaliacdo do possivel envolvimento do receptor GABAA no mecanismo de
acdo ansiolitica do EHFAM, foram utilizados outros camundongos, pré-tratados com
flumazenil (2,5 mg/Kg, i.p.), um antagonista benzodiazepinico. Apés 15 minutos, 0s
mesmos animais receberam o EHFAM na dose de 100 mg/Kg, i.p., diazepam 1 mg/Kg e
analisados ap6s 30 minutos no modelo do campo aberto (CA) e labirinto em cruz elevado
(LCE) (Figura 10) (ARAGAO et al., 2006).

Figura 10 - Esquema representativo da determinacdo do mecanismo de acdo ansiolitica do EHFAM no
campo aberto e labirinto em cruz elevado.

Flumazenil
(2,5 mg/Kg, i.p.)

15’
[ |
EHFAM Controle positivo Controle negativo
(100 mg/Kg, i.p.) (Diazepam 1 mg/Kg, i.p.) (Veiculo 10 mL/Kg, i.p.)
1 ]
30°
5 Campo aberto

Labirinto em Cruz
> Elevado
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3.2.4.3. Nado Forcado (NF)

O teste do NF foi desenvolvido por Porsolt et al., (1978; 1987), para estudos de
substancias com possivel acdo antidepressiva, baseado no “desespero comportamental”.
O objetivo foi criar um modelo que reproduzisse um comportamento semelhante a
depressdo e que fosse sensivel aos farmacos utilizados clinicamente no tratamento desta
patologia (FORTUNATO, 2009).

Neste teste os animais foram submetidos ao nado forgado, em um recipiente com
agua, onde é impossivel escapar (Figura 11). Inicialmente hd uma tentativa desesperada
de tentar sair dessa situacdo, quando os animais apresentam um periodo de vigorosa
atividade seguido por momentos em que 0s mesmos permanecem imaveis, limitando-se
aos movimentos necessarios para manter a cabeca fora da agua. Esse periodo de
imobilidade é acompanhado por hipotermia e se prolonga por meia hora apés o teste. A
imobilidade reflete um “estado de desespero”, na suposicdo de que os animais tenham
desistido de tentar escapar da situacdo imposta. O parametro comportamental observado
neste teste foi o tempo durante o qual o animal permaneceu imdvel (Tempo de
Imobilidade — T1) (ALMEIDA, 2006).

Foram utilizados cilindros de vidro transparente, medindo 19 cm de altura e 15 cm
de diametro, com volume total de 2L, contendo 1,5L de &gua a 27°C. Os animais foram
divididos em cinco grupos, com treze animais cada. O primeiro grupo, controle, recebeu
veiculo, agua destilada (i.p.), o segundo foi tratado com imipramina (30 mg/Kg, i.p. —
antidepressivo triciclico usado como droga padrdo de efeito tipo antidepressivo). O
terceiro, 0 quarto e o quinto grupos, foram tratados com EHFAM (25, 50 e 100 mg/Kg,
i.p.) respectivamente. Apoés trinta minutos da administracdo, cada animal foi colocado
para nadar no cilindro por um tempo de 5 minutos, observando o tempo de imobilidade
em segundos. Foi considerado TI, quando o camundongo flutuava ou fazia movimentos

necessarios apenas para manter sua cabeca acima da agua.
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Figura 11: Esquema representativo a investigacéo do efeito do EHFAM sobre a depressdo através do teste
do Nado Forcado.

I |
EHFAM Controle positivo Controle negativo
(25, 50 e 100 mg/Kg, i.p.) (Imipramina 30 mg/Kg, i.p.) (Veiculo 10 mL/Kg, i.p.)
1 |
30°
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3.2.4.4. Teste de convuls@es induzidas por Pentilenotetrazol e Pilocarpina

O efeito anticonvulsivante do EHFAM foi avaliado através do antagonismo das
convulsdes induzidas por pentilenotetrazol (PTZ) e pilocarpina (PILO). Apds 30 minutos
do tratamento i.p. com diazepam 2 mg/Kg e EHFAM (25, 50 e 100 mg/Kg, i.p.) e
veiculo, cada animal recebeu PTZ (80 mg/Kg, i.p.), ou pilocarpina (350 mg/Kg, i.p.). A
analise consistiu na observacdo dos animais individualmente por um periodo de 30
minutos, quando tratados com PTZ e por 60 minutos, quando tratados com PILO. Os
parametros analisados foram: laténcia da primeira convulsdo (tempo decorrido entre a
administracdo de PTZ ou PILO até a primeira convulsdo clénica ou ténico-clonica, em
segundos) e a laténcia de morte dos animais (tempo decorrido da administracdo do PTZ

ou PILO até a morte do animal) (Figura 12).

Figura 12: Esquema representativo da investigagdo do EHFAM sobre a convulsdo induzida por PTZ e
pilocarpina.

I ]
EHFAM Controle positivo Controle negativo
(25, 50 e 100 mg/Kg, i.p.) (Diazepam 1 mg/Kg, i.p.) (Veiculo 10 mL/Kg, i.p.)
| ]
30°

PTZ/ Pilocarpina

30°/60°
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Foi investigado o efeito do flumazenil, um antagonista do receptor seletivo
benzodiazepinico GABAA (GABA-BZD), na atividade anticonvulsivante do EHFAM.
Nos grupos experimentais, os camundongos foram pré-tratados com flumazenil (FLU) (5
mg/Kg, i.p.), 15 minutos antes do tratamento com EHFAM (100 mg/Kg, i.p. ou droga
padrdo DZP (1 mg/Kg, i.p.). Ap6s 30 minutos destes tratamentos, os camundongos foram
tratados com uma dose Unica de PTZ (80 mg/Kg, i.p.) e avaliados quanto a laténcia de
primeira convulsdo e laténcia de morte (FILE; PELLOW, 1986).

3.2.4.5.Teste de potencializacao do Sono induzido por Pentobarbital sédico

Neste teste, os animais foram tratados com EHFAM (25, 50 e 100 mg/Kg) e DZP
(2 mg/Kg), ap6s 30 minutos foi admisnistrado pentobarbital sédico (50 mg/Kg) em cada
animal e observado os parametros da laténcia e duracdo da perda do reflexo postural dos
animais, em até 3 horas de duracdo (DEVI et al., 2003; QUINTANS-JUNIOR et al.,
2005).

Figura 13: Esquema representativo da investigagdo do EHFAM sobre a duragdo de sono induzido por
pentobarbital.
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3.2.4.6. Teste do rota rod

O teste do rota rod investiga o efeito de relaxamento muscular ou incoordenacgéo
motora produzidos por drogas nos animais (CARLINI e BURGOS, 1979). Para este teste,
os camundongos foram selecionados em uma sessdo de treino, 24 horas antes do
experimento. Os animais foram colocados com as quatro patas sobre uma barra de 2,5 cm
de didmetro, elevada a 25 cm do piso. Os camundongos capazes de permanecer na barra

giratoria (16 rpm) por mais de 180 s foram selecionados.

Seguidas 24 horas, os animais selecionados foram tratados com EHFAM 25, 50 e
100 mg/Kg, veiculo (grupo controle) ou diazepam (DZP 1 e 2 mg/Kg, i.p), € 30 minutos
apos, cada animal foi testado no aparelho de rota rod, onde foi registrado o tempo em que
cada um permaneceu na barra até um tempo final de 1 minuto e o nimero de quedas, com
trés reconducbes, no maximo (DUNHAM e MIYA, 1957).

Figura 14: Esquema representativo da investigacdo do EHFAM sobre o efeito sobre a coordenacédo motora
de camundongos submetidos ao teste do rota rod.
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3.2.4.7. Dosagem de monoaminas e metabolitos

Para determinacdo dos niveis de monoaminas e seus metabdlitos, foi utilizado o
método de cromatografia liquida de alta eficiéncia — CLAE. Foram utilizados dois grupos
de animais contendo quatro animais cada. O primeiro grupo recebeu EHFAM 100 mg/Kg
e 0 segundo recebeu salina. Apds 30 minutos, os animais foram sacrificados por
deslocamento cervical e decaptados com tesoura cirargica e imediatamente o encéfalo foi
removido e colocado sobre o gelo para retirada do corpo estriado (CE) com auxilio de
uma pinga reta de microdissecacdo, acompanhando a fissura sagital mediana,
divulsionando tangencialmente aos ventriculos laterais, e cortex fronto-occiptal, que foi

rebatido expondo parte do corpo estriado, sendo isolado e removido.

As amostras obtidas foram envolvidas em papel aluminio, previamente
identificado e pesado, mantidas a temperatura de -70°C, para posterior analise do
conteudo de monoaminas (noradrenalina, dopamina) e metabdlito DOPAC.

Para a obtencdo dos homogenatos de tecidos cerebral, as amostras de tecido (CE)
foram homogeneizadas em é&cido perclérico 10% (HCIO4) e centrifugados por 30
minutos em centrifuga refrigerada (4°C) a 15.000 rpm. Apds foram filtradas e mantidas a
4 ° C até a analise pelo método de HPLC. Uma aliquota de 20uL do sobrenadante foi
injetada no equipamento CLAE para andlise quimica. Foi utilizado um equipamento de
HPLC de marca Shimadzu, com deteccdo amperométrica. Para a separacdo das
monoaminas, foi usada uma coluna (CLC-ODS(M), 25 cm, calibre: 4,6 mm; diametro de
particula: 3 um; Shimadzu). A fase movel foi preparada com solucdo tampéo de acido
citrico 0,163M, pH 3,0, contendo acido octanosulfénico sédico, 0,69 (SOS), como
reagente formador do par i0nico; acetonitrila 4% v/v e tetrahidrofurano 1,7% v/v. Para
preparacdo da solucdo da fase movel, pesou-se 17,75 g de acido citrico, o qual foi
dissolvido com agua mili-Q para um volume de 400 mL e o pH foi ajustado para 3,0 com
hidroxido de sédio 12,5 M. A esta solucdo foram adicionados 75mg de SOS (acido
octanosulfénico sdédico) e o volume acrescido para 471,5 mL com agua mili-Q. A solucao
preparada foi filtrada e degaseificada e acrescido 20 mL de acetonitrila e 10 mL de

tetrahidrofurano, completando um volume final de 500 mL.

Os padr@es utilizados foram preparados em uma concentracdo final de 4 ng de

DA, NA e DOPAC (Sigma Chemical, Co, USA). A partir da altura ou area dos picos
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destes padrbes, as amostras foram calculadas no programa Microsoft Excel em um

computador PC, e os resultados expressos em ng/g de tecido.

3.2.6 Andlise estatistica dos dados

Os resultados foram analisados por Anélise de Variancia (ANOVA) seguido pelo
teste de Student Newman Keuls. Em algumas analises foi utilizado o teste T. Foram
considerados estaticamente significativos os valores de p < 0,05. A DL50 foi calculada
utilizando método estatistico de probitos (FINNEY, 1971) calculados pelo programa
Statplus® versdo 5.8.
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4. RESULTADOS

4.1. Prospeccdo fitoquimica do EHFAM

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

apresentados na tabela 2.

Tabela 2: Prospeccéo fitoquimica do EHFAM.

Metabdlitos
Amostras 112|134 |5|6|7|8|9(10|11(12| 13|14 | 15
EHFAM -l -+ - -+ ]+ -] - + - - + | +

EHFAM = Extrato Hidroalcodlico das Folhas de A. muricata. 1 — Fendis; 2 — Taninos Pirogalicos; 3 —
Taninos Condensados; 4 — Antocianinas; 5 — Antocianidinas; 6 — Flavonas; 7 — Flavondis; 8 — Xantonas; 9
— Chalconas; 10 — Auronas; 11 — Flavonondis; 12 — Leucoantocianidinas; 13 — Catequinas; 14 —
Flavononas; 15 — Alcaldides; (+) presenca; (-) auséncia.

4.2. Teste Hipocratico e Dose Letal Mediana (DLsp)

Os animais tratados com EHFAM, via i.p., nas doses de 500, 1000, 1250, 1500,
1750 e 2000 mg/Kg apresentaram efeitos depressores do SNC, como diminuicdo da
motilidade, analgesia e seda¢do. Estas mudancas comportamentais foram mais evidentes
a partir de 30 minutos ap6s a administracdo do extrato. No entanto, a administracdo do
EHFAM, nas doses de 10, 50 e 100 mg/Kg, n&o apresentou diferenca em relacdo ao
controle em todos os intervalos avaliados. Na dose de 1000 mg/Kg, 50% dos animais
vieram a Obito. Com o aumento da dose do extrato (1250, 1500, 1750 mg/Kg) o
percentual de mortalidade subiu para 75%. Finalmente, com a administragdo do EHFAM
na dose de 2000 mg/Kg, 100% dos animais tratados vieram a 6bito até 30 minutos apos a
administracdo do material. O quadro 3 mostra uma sintese das principais alteracoes
comportamentais observadas nos animais apos tratamento i.p. com o EHFAM em relacéo
ao respectivo grupo controle.

A DLsg apresentou um valor de 1.091,74 mg/Kg, sugerindo que doses superiores a

1000 mg/Kg apresenta um potencial tdxico.
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Quadro 3: Principais alteragdes comportamentais registradas em camundongos decorrentes da

administracdo do EHFAM via intraperitoneal.

EHFAM TEMPO EFEITOS FARMACOLOGICOS
(mg/Kg, i.p.) | (min)
10 Sem alteragdes comportamentais (0)
30 Piloerecdo (+), analgesia (+), diminui¢cdo da motilidade (+)
60 Contorgédo abdominal (+)
120
500 180
240 Sem altera¢cdes comportamentais (0)
360
720
:138 Sem alteracGes comportamentais (0)
1000 60 Contorcdo abdominal, diminui¢do da motilidade (+)
120 morte
:1))8 Sem alteracBes comportamentais (0)
1250 60 morte
120 morte
10
30 N .
50 Sem alteracBes comportamentais (0)
1500 120
180 morte
240 morte
10
30 N .
1750 60 Sem alteracdes comportamentais (0)
120
180 morte
2000 10 morte

Legenda: (0) ausente, (-) efeito diminuido, (+) efeito presente, (++) efeito presente intenso.
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4.3. Testes comportamentais

4.3.1 Campo aberto (CA)

O numero de cruzamentos (exploracdo horizontal), o nimero de rearing
(exploracao vertical) e 0 numero de grooming (movimento de autolimpeza) foram os
parametros analisados, conforme mostrados nas figuras 15, 16 e 17. Ap0s o tratamento
(i.p.) do EHFAM nas doses de 25, 50 e 100 mg/Kg, houve uma reducdo do numero de
cruzamentos (15,89 + 1.65; 18.11 + 1.54; 17.44 + 0.95, respectivamente) em relacdo ao
grupo controle (27.11 £ 2.28). Em termos percentuais, 0 EHFAM nas doses de 25, 50 e
100 mg/Kg reduziu o NC em 58,6%, 66,8% e 64,4%, respectivamente, em relacdo ao
grupo controle. Os animais tratados com o DZP 1 mg/Kg (i.p.), também apresentaram
reducdo deste parametro (14.11 + 1.6) em relacdo ao respectivo controle em 52,2%
(Figura 15).

Figura 15 - Efeito do EHFAM (25, 50 e 100 mg/Kg, i.p.) sobre o nimero de cruzamentos (NC) de
camundongos submetidos ao campo aberto.
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As colunas representam média + erro padrdo da média (EPM), analisados através da ANOVA seguido por
Student Newman Keusl (post hoc); “a” vs Controle, quando p<0.05. Con = Controle (veiculo), DZP =
Diazepam 1 mg/Kg, i.p., 25 = EHFAM 25mg/Kg, i.p., 50 = EHFAM 50 mg/Kg, i.p., 100 = EHFAM 100
mg/Kg, i.p.
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De forma semelhante, 0o EHFAM também reduziu os outros parametros analisados
em relacdo ao grupo controle. O nimero de grooming, por exemplo, foi reduzido nas
doses de 25, 50 e 100 mg/Kg (1.88 + 0.42; 1.88 £ 0.11; 1.77 £ 0,27) em relacdo ao grupo
controle (5,33 = 0,70) em 35,2%; 35,2% e 33,2%, respectivamente. O tratamento com

DZP também reduziu 0 NG em 52% (2,77 + 0,40) em relacdo ao grupo controle (Figura
16).

Figura 16: Efeito do EHFAM (25, 50 e 100 mg/Kg, i.p.) sobre o nimero de Grooming (NG) de
camundongos submetidos ao campo aberto.

Campo Aberto
—~ 8-
O
£
(o))
§=
=
o
<
O
[<B]
© a
o m .
= ] ”W“
E
S
Z
25 50 100
EHFAM

As colunas representam média * erro padrdo da média (EPM), analisados através da ANOVA seguido por
Student Newman Keusl (post hoc); “a” vs Controle, quando p<0.05. Con = Controle (veiculo), DZP =
Diazepam 1mg/Kg, i.p., 25 = EHFAM 25mg/Kg, i.p., 50 = EHFAM 50 mg/Kg, i.p., 100 = EHFAM 100
mg/Kg, i.p.
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Na figura 17, observa-se uma redu¢do no nimero de rearing nos grupos tratados
com EHFAM 50 e 100 mg/Kg, (7,22 + 1,05; 6,66 + 1,45) e DZP (6,5 + 0.6) em relacédo
ao grupo controle (14,11 * 0.8), correspondendo a 51%, 47% e 46% respectivamente. A
dose 25 mg/Kg (11,56 * 2,31) ndo apresentou diferenca estatistica do grupo veiculo. As
doses do EHFAM, ndo apresentaram diferenca estatistica entre si e com a droga de
referéncia (DZP), o que néo evidencia relagéo dose-efeito.

Figura 17: Efeito do EHFAM (25, 50 e 100 mg/Kg, i.p.) sobre o nimero de Rearing (NR) de
camundongos submetidos ao campo aberto.
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As colunas representam média * erro padrdo da média (EPM), analisados através da ANOVA seguido por
Student Newman Keusl (post hoc); “a” vs Controle, quando p<0.05. Con = Controle (veiculo), DZP =
Diazepam 1mg/Kg, i.p., 25 = EHFAM 25mg/Kg, i.p., 50 = EHFAM 50 mg/Kg, i.p., 100 = EHFAM 100
mg/Kag, i.p.
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4.3.2 Teste do Labirinto em Cruz Elevado (LCE)

No LCE a administracdo do EHFAM promoveu diferenca significativa em quase
todos os parametros avaliados, em relagdo ao grupo controle, exceto no nimero de
entradas nos bracos abertos (NEBA) (Figura 18), no qual apenas a dose de 100 mg/Kg
(8,33 = 0.74) foi significativamente diferente do controle (2,88 = 0.38) apresentando
aumento de 2,9 vezes quando comparado ao controle. Os grupos 25 e 50 do EHFAM
(5,00 £ 0,40; 6,00 + 0,33, respectivamente) ndo apresentaram diferenca estatistica entre
si. Entretanto as doses de 25 e 100 mg/Kg do EHFAM, mostram diferenca estatistica de

60% entre si.

O DZP interferiu em todos os parametros: aumentou o nimero de entradas (11,22
+ 1.79 vs 2,889 + 0.38) e permanéncia (135 £ 12,37 vs 31,67 £ 6,19) nos bracos abertos
em 3,9 e 4,3 vezes, em relacdo ao controle veiculo. Reduziu o nimero de entradas (6,00
+ 1,05 vs 11,33 + 0,95) e tempo de permanéncia (88,63 + 16,68 vs 212,1 + 13,87) nos
bragos fechados quando comparado com o grupo controle (veiculo) em 53% e 42%,
respectivamente (Figuras 18 e 19).

Os grupos tratados com EHFAM nas doses 25, 50 e 100 mg/Kg, diminuiram o
numero de entradas nos bracgos fechados (NEBF), (7,22 £+ 0,46; 5,11 + 0,65; 5,22 + 0,61)
apresentando 63,7%, 45%, 46%, respectivamente, do NEBF do grupo controle (11,33 £
0,95) (Figura 18), ndo apresentando diferencas entre 0s grupos.
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Figura 18: Efeito do EHFAM (25, 50 e 100 mg/Kg, i.p.) sobre o nimero de entradas nos bragos abertos e
fechados do labirinto em cruz elevado.
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As colunas representam média + erro padrdo da média (EPM), analisados atraves da ANOVA seguido por
Student Newman Keusl (post hoc). Valores significativos: “a”, “b”, “c” vs Con, DZP e 100,
respectivamente, quando p< 0 ,05. Con = Controle (veiculo), DZP = Diazepam 1mg/Kg, i.p., 25 = EHFAM
25mg/Kg, i.p., 50 = EHFAM 50 mg/Kg, i.p., 100 = EHFAM 100 mg/Kg, i.p.

Também foi observada uma diminuicdo no tempo de permanéncia nos bracgos
fechados (TPBF) em todas as doses 25, 50 e 100 mg/Kg do EHFAM (156,2 + 8,31; 155,0
+ 5,80; 134,9 + 1,30), correspondendo respectivamente a: 73,6%, 73% e 63,6% em
relacdo ao grupo controle (212,1 + 13,87) (Figura 19).

Além disso, houve aumento de 3,39 vezes o tempo de permanancia nos bragos
abertos (TPBA) do grupo tratado com EHFAM na dose de 100 mg/Kg (107,4 + 16,57),
quando comparado ao controle (31,67 % 6,19). Os grupos 25 e 50 do EHFAM (71,44 £
2,66; 80,78 + 5,52, respectivamente) apresentam 2,25 e 2,55 vezes, respectivamente de
aumento do TPBA em relacdo ao controle (veiculo). Entre as doses do EHFAM, houve

diferenca apenas entre as doses 25 e 100 mg/Kg (Figura 19).
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Figura 19: Efeito do EHFAM (25, 50 e 100 mg/Kg, i.p.) sobre o tempo de permanéncia dos camundongos
nos bracos abertos e fechados do labirinto em cruz elevado.
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As colunas representam média + erro padrdo da média (EPM), analisados através da ANOVA seguido por
Student Newman Keusl (post hoc). Valores significativos: “a”, “b”, “c” vs Con, DZP e 100,
respectivamente, quando p< 0 ,05. Con = Controle (veiculo), DZP = Diazepam 1mg/Kg, i.p., 25 = EHFAM
25mg/Kg, i.p., 50 = EHFAM 50 mg/Kg, i.p., 100 = EHFAM 100 mg/Kg, i.p.

Uma vez que o EHFAM apresentou atividade sedativa no CA e ansiolitica no
LCE, procurou-se investigar a participacao dos receptores GABA, nos efeitos observados
com o extrato. Diante dos resultados obtidos anteriormente descritos do CA e LCE,
somando-se aos dados de atividade anticonvulsivante, nas convulsdes induzidas por
pentilenotetrazol, a dose de 100 mg/Kg do EHFAM apresentou melhor efeito dentre as
demais doses do extrato (25 e 50 mg/Kg). Portanto a dose de 100 mg/Kg do EHFAM foi
utilizada para avaliar o possivel envolvimento do sistema GABAérgico nos efeitos
sedativo e ansiolitico do extrato nos mesmos modelos de investigacdo de atividade
sedativa e ansiolitica, respectivamente, no campo aberto e no labirinto em cruz elevado e

no teste de convulsGes induzidas por pentilenotetrazol.

A figura 20 mostra o efeito do diazepam e do EHFAM, isoladamente ou
associados ao flumazenil (antagonista benzodiazepinico), sobre o niUmero de cruzamentos
de camundongos no teste de campo aberto (cont: 29,08 + 1,73, DZP: 14,31 + 1,71,
EHFAM 100: 19,67 + 1,34, DZP + FLU: 24,45 £ 0,85, EHFAM + FLU: 29,67 £ 2,67).

Observa-se que o diazepam 1 mg/Kg (DZP) reduziu, de forma significativa o parametro
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em questdo em relagdo ao grupo controle em 49,2%. Este efeito, entretanto, foi revertido
na presenca de flumazenil 2,5 mg/Kg (FLU), que aumentou em 58,5%, o nimero de
cruzamentos dos camundongos tratados com a associagdo DZP + FLU, em relacdo ao
grupo que recebeu apenas DZP. Assim, como também o efeito do EHFAM, foi revertido
na associa¢do com FLU, o qual aumentou o NC em 66,3%, quando comparado ao grupo
EHFAM 100 mg/Kg isolado. Este altimo diminui o NC em 67,6% em relacdo ao controle

(veiculo).

Figura 20: Efeito do EHFAM (100 mg/Kg, i.p.), e EHFAM (100 mg/Kg, i.p.) associado ao flumazenil (2,5
mg/Kg, i.p.) sobre o nimero de cruzamentos (NC) de camundongos submetidos ao campo aberto.

Campo Aberto

N
o
]

w
i

=
o
1

Numero de Cruzamentos (NC)
N
o

o

As colunas representam média + erro padrdo da média (EPM), analisados através da ANOVA seguido por
Student Newman Keusl (post hoc). Valores significativos: “a”, “b”, “c” vs Con, DZP e 100,
respectivamente, quando p< 0 ,05. Con = Controle (veiculo), DZP = Diazepam 1mg/Kg, i.p., 25 = EHFAM
25mg/Kg, i.p., 50 = EHFAM 50 mg/Kg, i.p., 100 = EHFAM 100 mg/Kg, i.p.
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O EHFAM 100 mg/Kg, também reduziu de forma significativa o nimero de
Grooming (2,87 + 0,84) em 42,2%, assim como o DZP (3,22 + 0,49) em 47,35%, quando
comparados ao grupo controle (6,80 = 0,50). O FLU administrado associado ao DZP
(6,44 £ 0,85), e a0 EHFAM (7,00 £ 0,96), reverteu o efeito de ambos em 50% e 41%,
respectivamente quando comparados aos respectivos grupos isolados. Entretanto estes

altimos grupos associados ndo apresentam diferencas entre si (Figura 21).

Figura 21: Efeito do EHFAM (100 mg/Kg, i.p.), e EHFAM (100 mg/Kg, i.p.) associado ao flumazenil (2,5
mg/Kg, i.p.) sobre o nimero de Grooming (NG) de camundongos submetidos ao campo aberto.
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As colunas representam média * erro padrdo da média (EPM), analisados através da ANOVA seguido por
Student Newman Keusl (post hoc). Valores significativos: “a”, “b”, “c” vs Con, DZP e 100,
respectivamente, quando p< 0,05. Con = Controle (veiculo), DZP = Diazepam 1mg/Kg, i.p., 25 = EHFAM
25mg/Kg, i.p., 50 = EHFAM 50 mg/Kg, i.p., 100 = EHFAM 100 mg/Kg, i.p
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O Numero de Rearing dos animais tratados com EHFAM 100 mg/Kg (5,33
0,47) também foi reduzido em relacdo ao controle (13,13 £ 1,99) apresentando 40,59%,
do NUmero de Rearing, assim como o grupo DZP (1,55 £ 0,80 vs 13,13 * 1,99) que
corresponde a 11,8% deste parametro. Todavia, na associacdo com FLU, apenas o efeito
do DZP foi revertido (5,84 + 0,91), em 26,5% quando comparado ao grupo tratado
apenas com DZP. O efeito do EHFAM 100 mg/Kg, neste caso néo, foi revertido quando

associado ao FLU, em relacdo ao grupo tratado com EHFAM isoladamente (Figura 22).

Figura 22: Efeito do EHFAM (100 mg/Kg, i.p.), e EHFAM (100 mg/Kg, i.p.) associado ao flumazenil (2,5
mg/Kg, i.p.) sobre o nimero de Rearing (NR) de camundongos submetidos ao campo aberto.
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As colunas representam média + erro padrdo da média (EPM), analisados através da ANOVA seguido por
Student Newman Keusl (post hoc). Valores significativos: “a”, “b” vs Con e DZP, respectivamente, quando
p< 0 ,05. Con = Controle (veiculo), DZP = Diazepam 1mg/Kg, i.p., 25 = EHFAM 25mg/Kg, i.p., 50 =
EHFAM 50 mg/Kg, i.p., 100 = EHFAM 100 mg/Kg, i.p
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No LCE, a acdo do DZP foi mais uma vez comprovada em todos os parametros
estudados, aumentando o numero de entradas 3,0 vezes (11,20 £ 1,37 vs 3,77 £ 0,54) e 0
tempo de permanéncia em 2,7 vezes (148,5 + 9,80 vs 55,25 = 7,22) dos animais nos

bracos abertos, em relacédo ao controle.

Quando associado ao FLU o efeito do DZP foi parcialmente revertido, diminuindo
significativamente o0 nimero de entradas nos bracos abertos em 2,4 vezes (4,67 + 0,52 vs
11,20 £ 1,37), bem como no tempo de permanéncia nos bracos abertos em 2,0 vezes
(75,32 + 5,86 vs 148,5 £ 9,80), quando comparado ao grupo tratado somente com DZP
(Figura 23).

Figura 23: Efeito do EHFAM (100 mg/Kg, i.p.), e EHFAM (100 mg/Kg, i.p.) associado ao flumazenil (2,5
mg/Kg, i.p.) sobre o nimero de entradas nos bragos abertos e fechados do labirinto em cruz elevado.
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As colunas representam média + erro padrdo da média (EPM), analisados através da ANOVA seguido por
Student Newman Keusl (post hoc). Valores significativos: “a”, “b” vs Con e DZP, respectivamente, quando
p< 0 ,05. Con = Controle (veiculo), DZP = Diazepam 1mg/Kg, i.p., 25 = EHFAM 25mg/Kg, i.p., 50 =
EHFAM 50 mg/Kg, i.p., 100 = EHFAM 100 mg/Kg, i.p.
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Figura 24: Efeito do EHFAM (100 mg/Kg, i.p.), e EHFAM (100 mg/Kg, i.p.) associado ao flumazenil (2,5
mg/Kg, i.p.) sobre o tempo de permanéncia nos bragos abertos e fechados do labirinto em cruz elevado.
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As colunas representam média + erro padrdo da média (EPM), analisados através da ANOVA seguido por
Student Newman Keusl (post hoc). Valores significativos: “a”, “b” vs Con e DZP, respectivamente, quando
p< 0 ,05. Con = Controle (veiculo), DZP = Diazepam 1mg/Kg, i.p., 25 = EHFAM 25mg/Kg, i.p., 50 =
EHFAM 50 mg/Kg, i.p., 100 = EHFAM 100 mg/Kg, i.p.

No namero de entradas nos bragos fechados, o tratamento com DZP ndo causou
diferenca em relagdo ao grupo controle (veiculo) (7,11 £ 0,61 vs 9,44 + 0,66) (Figura 23),
mas reduziu significativamente o tempo de permanéncia nos bragos fechados quando
comparado com o grupo controle em 53% (99,67 + 14,32 vs 187,9 + 16,29) (Figuras 24).
Na associacdo com FLU, houve aumento do numero de entradas de 73% (9,73 + 0,42 vs
7,11 + 0,61) e de 1,5 vezes no tempo de permanéncia nos bragos fechados quando
comparado com DZP isoladamente (155,1 £ 5.79 vs 99,67 + 14,32).

O EHFAM 100 mg/Kg apresentou atividade em todos os parametros observados
quando comparado ao grupo controle (veiculo), aumentando o nimero de entradas 2,12
vezes (8,00 + 0,60 vs 3,77 £ 0,54) e o tempo de permanéncia em 1,8 vezes (100,0 + 5,85

vs 55,25 + 7,22) dos animais nos bragos abertos, em relagéo ao controle.
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A associacdo com FLU reverteu parcialmente o efeito ansiolitico do EHFAM nos
parametros analisados: diminuiu 2,57 vezes o nimero de entradas (3,11 + 0,38 vs 8,00
0,60) e 2,26 vezes o tempo de permanéncia nos bracos abertos (44,14 + 8,31 vs 100,0 +
5,85), quando comparado com o0s respectivos grupos de EHFAM 100 mg/Kg isolados
(Figuras 23 e 24).

O EHFAM 100 mg/Kg néo reduziu o numero de entradas (7,11 £ 0,87 vs 9,44 +
0,66) nos bracos fechados em relacdo ao controle. E também, ndo houve também
diferenca significativa em relagéo ao grupo tratado com a associagdo EHAM + FLU (8,00
+ 0,52 vs 7,11 £ 0,87) em relacdo ao EHFAM isolado (Figura 23). Porém, o tempo de
permanéncia nos bragos fechados foi reduzido (132,9 + 9,27 vs 187,9 + 16,29) quando
comparado ao controle em 70,7%, e este efeito foi parcialmente revertido em 68,4%,
quando o EHFAM associado ao FLU (194,4 + 12,15 vs 132,9 + 9,27), comparado ao
grupo que recebeu apenas EHFAM (Figura 24).

4.3.3 Nado Forgado (NF)

O efeito antidepressivo do EHFAM foi avaliado no teste de nado forcado, através
da analise do tempo de imobilidade (em segundos) do animal no cilindro com agua
(Figura 25). A droga antidepressiva padrdo imipramina 30 mg/Kg (11,31 + 3,17) e o
EHFAM (25, 50 e 100 mg/Kg; 56,92 + 6,48; 37,31 £ 8,6; 45,15 + 9,75, respectivamente)
reduziram de forma significativa o tempo de imobilidade dos animais tratados
correspondendo em apenas 9,4% do tempo de imobilidade, quando comparado ao grupo
controle (120 £ 8,15) tratado com veiculo (dgua destilada).

O EHFAM apresentou efeito em todas as doses testadas (25, 50 e 100 mg/Kg),
apresentando 47,4%; 31% e 37,25%, respectivamente do tempo de imobilidade, em
relacdo ao controle (120 + 8,15) tratado com veiculo (dgua destilada). N&do havendo

diferenca estatistica entre as doses.
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Figura 25: Efeito do EHFAM (25, 50 e 100 mg/Kg, i.p.) sobre a Laténcia de Imobilidade.
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As colunas representam média + erro padrdo da média (EPM), analisados atraves da ANOVA seguido por
Student Newman Keusl (post hoc). Valores significativos: “a”, “b” vs Con e Imip, respectivamente, quando
p< 0,05. Con = Controle (veiculo), Imip = Imipramina 30 mg/Kg, i.p., 25 = EHFAM 25mg/Kg, i.p., 50 =
EHFAM 50 mg/Kg, i.p., 100 = EHFAM 100 mg/Kg, i.p.

4.3.4 Teste da convulsdo induzida por Pentilenotetrazol — PTZ

No teste da convulsdo induzida por PTZ foram avaliados a laténcia da convulsao
(LC) e laténcia de morte (LM), em segundos. Os grupos de camundongos tratados com
EHFAM nas doses 25 e 50 mg/Kg, ndo aumentaram significativamente a laténcia da
convulsdo (102,3 + 17,59; 97,44 + 14,03, respectivamente), apenas a dose de 100 mg/Kg
(633,9 £194,0) aumentou a laténcia para primeira convulsdo 7,28 vezes, em relacdo ao
controle (87,00 + 1,46) (Figura 26). O DZP 1 mg/Kg (1800 + 0,00), aumentou de forma
significativa a laténcia para primeira convulsdo 20,68 vezes, em relacdo ao grupo
controle. Quando associado ao flumazenil, o EHFAM 100 mg/Kg (105,8 + 9,07) teve
seu efeito revertido ao diminui em 6 vezes a laténcia para primeira convulsdo em relagdo
ao grupo tratado somente com EHFAM 100 mg/Kg. Assim como na associacdo com o
DZP 1 mg/Kg (1248 + 238,3), que obteve reversdo de 1,4 vezes, quando comparado ao
grupo DZP 1 mg/Kag.

76



Figura 26: Efeito do EHFAM (25, 50 e 100 mg/Kg, i.p.) sobre a laténcia da primeira convulsdo de
camundongos tratados com pentilenotetrazol (80 mg/Kg, i.p.).
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As colunas representam média + erro padrdo da média (EPM), analisados através da ANOVA seguido por
Student Newman Keusl (post hoc). Valores significativos: “a”, “b”, “c” vs Con, DZP ¢ EHFAM 100,
respectivamente, quando p< 0 ,05. Con = Controle (veiculo), DZP = Diazepam 1mg/Kg, i.p., 25 = EHFAM
25mg/Kg, i.p., 50 = EHFAM 50 mg/Kg, i.p., 100 = EHFAM 100 mg/Kg, i.p.

No paradmetro laténcia de morte, todas as doses do EHFAM testadas (25, 50 e 100
mg/Kg) apresentaram efeito neuroprotetor em aumentar este parametro em 3,5; 3,32 e 4,2
vezes, respectivamente, (1374 £ 215,6; 1307 £ 216,5; 1646 + 101,6), quando comparado
ao controle (393,7 = 19,91) (Figura 27). Ndo houve diferencas estatisticas entre os
grupos. O grupo tratado com DZP, ndo apresentou convulsdo durante o periodo de
observacéao (1800 + 0,00) diferindo do grupo controle em 456,9%.

Na associacdo ao flumazenil o EHFAM 100 mg/Kg (949,8 + 248,6) teve seu

efeito revertido ao diminuir a laténcia de morte 1,7 vezes. Quando o flumazenil associado
ao DZP 1 mg/Kg (1117 + 80,91), o efeito do DZP foi revertido 1,6 vezes.
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Figura 27: Efeito do EHFAM (25, 50 e 100 mg/Kg, i.p.) sobre a laténcia de morte de camundongos
tratados com pentilenotetrazol (80 mg/Kg, i.p.).
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As colunas representam média + erro padrdo da média (EPM), analisados através da ANOVA seguido por
Student Newman Keusl (post hoc). Valores significativos: “a”, “b”, “c” vs Con, DZP ¢ EHFAM 100,
respectivamente, quando p< 0,05. Con = Controle (veiculo), DZP = Diazepam 1mg/Kg, i.p., 25 = EHFAM
25mg/Kg, i.p., 50 = EHFAM 50 mg/Kg, i.p., 100 = EHFAM 100 mg/Kg, i.p.

4.3.5 Teste de convulsdes induzidas por Pilocarpina

No modelo de convulsdo induzida por pilocarpina, todos os animais apresentaram
sinais colinérgicos periféricos (miose, piloerecdo, tremores, cromodacriorréia, diarréia) e,
em alguns casos, convulsées motoras limbicas. O pré- tratamento com o EHFAM, 30
minutos antes da pilocarpina (350 mg/Kg, i.p.), causou uma protecao significativa, dose-
dependente, contra convulsdes induzidas por pilocarpina. Os grupos tratado com EHFAM
nas doses 25, 50 e 100 mg/Kg (i.p.) aumentaram o tempo de laténcia para a primeira
convulsdo 1,8; 2,0; 2,2 vezes, respectivamente, em relacdo ao controle. Apresentando as
seguintes médias: 2234 + 408,0; 2542 + 383,6; 2753 + 364,8, respectivamente vs 1241 +
267,3). Estatisticamente, ndo ha diferenca dos entre os grupos do EHFAM. O grupo DZP
(3600 = 0,00 vs 1241 *+ 267,3), aumentou a laténcia da primeira convulsdo 3 vezes
(Figura 28).
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Figura 28: Efeito do EHFAM (25, 50 e 100 mg/Kg, i.p.) sobre a laténcia da primeira convulsdo de
camundongos tratados com pilocarpina (350 mg/Kg, i.p.).
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As colunas representam média + erro padrdo da média (EPM), analisados através da ANOVA seguido por
Student Newman Keusl (post hoc). Valores significativos: “a”, “b” vs Com e DZP, respectivamente,
quando p< 0 ,05. Con = Controle (veiculo), DZP = Diazepam 1mg/Kg, i.p., 25 = EHFAM 25mg/Kg, i.p.,
50 = EHFAM 50 mg/Kg, i.p., 100 = EHFAM 100 mg/Kg, i.p.

Da mesma forma, que o extrato apresentou aumento da laténcia para a primeira
convulsdo, também o tratamento com o extrato, em todas as doses utilizadas (25, 50 e
100 mg/Kg), aumentou o tempo de morte dos animais (2843 + 391,8; 2884 + 371,2; 3343
+ 257,3, respectivamente), em 2,2; 2,2 e 2,6 vezes, quando comparado ao controle
veiculo (1290 + 361,7) (Figura 29). O grupo tratado com DZP apresentou significativa
atividade anticonvulsivante (3453 + 147,3 vs 1290 + 361,7) apresentando 2,7 vezes de

aumento de laténcia de morte.
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Figura 29: Efeito do EHFAM (25, 50 e 100 mg/Kg, i.p.) sobre a laténcia de morte de camundongos
tratados com pilocarpina (350 mg/Kg, i.p.).
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As colunas representam média + erro padrdo da média (EPM), analisados através da ANOVA seguido por
Student Newman Keusl (post hoc). Valores significativos: “a” vs Con, quando p< 0 ,05. Con = Controle
(veiculo), DZP = Diazepam 1mg/Kg, i.p., 25 = EHFAM 25mg/Kg, i.p., 50 = EHFAM 50 mg/Kg, i.p., 100 =
EHFAM 100 mg/Kg, i.p.

4.3.6 Tempo de Sono

O efeito sedativo-hipndtico foi investigado através da laténcia e duracéo da perda
de reflexo postural (reflexo de endireitamento), em segundos, Figuras 30 e 31. O
EHFAM, promoveu alteracdo nas doses de 50 e 100 mg/Kg na duracéo do sono (1679 +
234,2; 1851 + 301,6, respectivamente) em 199,3% e 219,7% respectivamente, em
relacdo ao controle (842,3 + 97,38). A concentragdo de 25 mg/Kg (1011 +£142,2), ndo
diferiu do controle.

Na laténcia de sono ndo houve alteragdo com administragdo do EHFAM 25, 50 e
100 mg/Kg (130,6 + 6,87; 127,6 + 8,87; 136,8 + 6,4, respectivamente), quando
comparados ao controle (151,1 £ 5,1).

O diazepam (2 mg/Kg) reduziu de forma significativa ambos os parametros, a
laténcia em 46% e duracdo em 829,3% do sono (69,44 +5478; 6986 + 4454,

respectivamente).
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Figura 30: Efeito do EHFAM (25, 50 e 100 mg/Kg, i.p.) sobre a laténcia da perda do reflexo postural de
camundongos tratados com pentobarbital (50 mg/Kg).
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As colunas representam média + erro padrdo da média (EPM), analisados através da ANOVA seguido por
Student Newman Keusl (post hoc). Valores significativos: “a” vs Con, quando p< 0 ,05. Con = Controle
(veiculo), DZP = Diazepam 1mg/Kg, i.p., 25 = EHFAM 25mg/Kg, i.p., 50 = EHFAM 50 mg/Kg, i.p., 100 =
EHFAM 100 mg/Kg, i.p.

Figura 31: Efeito do EHFAM (25, 50 e 100 mg/Kg, i.p.) sobre a duracdo da perda do reflexo postural de
camundongos tratados com pentobarbital (50 mg/Kg).
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As colunas representam média + erro padrdo da média (EPM), analisados através da ANOVA seguido por
Student Newman Keusl (post hoc). Valores significativos: “a” vs Con; “b” vs DZP, quando p< 0,05. Con =
Controle (veiculo), DZP = Diazepam 1mg/Kg, i.p., 25 = EHFAM 25mg/Kg, i.p., 50 = EHFAM 50 mg/Kg,
i.p., 100 = EHFAM 100 mg/Kg, i.p.
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4.3.7 Teste do Rota rod

O EHFAM, em todas as doses (25, 50 e 100 mg/Kg, i.p.), e o0 grupo diazepam 1
mg/Kg, ndo apresentaram efeito sobre a coordenacdo motora (tempo de permanéncia
sobre a barra giratéria e nimero de quedas) dos camundongos submetidos ao rota rod
(Tabela 3). O diazepam (2 mg/Kg, i.p.) causou diminuicao significativa de 75% do tempo
de permanéncia dos animais sobre o aparelho rota-rod, quando comparado aos demais
grupos.

Tabela 3: Efeito do EHFAM (25, 50 e 100 mg/Kg, i.p.) sobre a coordenacdo motora de camundongos
submetidos ao teste do rota rod.

Grupos Numero de Quedas Tempo de Permanéncia (seg)
CONT 0 60
DZP1 0 60
DZP 2 1,5 +0,4° 450+0,4°
EHFAM 25 0 60
EHFAM 50 0 60
EHFAM 100 0 60

Os dados representam a média + erro padrdo da média (EPM), analisados através da ANOVA seguido por
Student Newman Keusl (post hoc). Valores significativos: “a” vs Con, quando p< 0 ,05. Con= Controle,
EHFAM 25= Extrato Hidroalcodlico das folhas de A. muricata 25 mg/Kg, EHFAM 50 = Extrato
Hidroalcodlico das folhas de A. muricata 50 mg/Kg, EHFAM 100= Extrato Hidroalcodlico das folhas de A.
muricata 100 mg/Kg, DZP 1 e 2 = Diazepam 1 e 2 mg/Kg, i.p.

4.3.8 Dosagem de monoaminas e metabolitos

A administracdo do EHFAM, promoveu diminuicdo significativa nos niveis de
NA (30,2%) e DA (32,7), em relagdo aos respectivos controles (Tabela 4). A
concentragdo de DOPAC néo alterou com administracdo do EHFAM, quando comparado
ao controle.

Tabela 4: Efeito do pré-tratamento do EHFAM (100 mg/Kg, i.p.) sobre a concentragdo de monoaminas e
metabdlitos em corpo estriado de camundongos.

Concentracéao (ng/g de tecido)

Monoamina/Metabdlito Con EHFAM 100
NA 2912 +179,3° 2032 + 297,3

DA 3559 + 287,7° 2396 + 350,8

DOPAC 1673 £ 122,3 1397 £ 115,5

Os dados representam a média * erro padrdo da média (EPM), analisados através do teste T, seguido de
Unpaired t test. Valores significativos: “a” vs Con, quando p< 0 ,05. Con= Controle e EHFAM 100=
Extrato Hidroalcodlico das folhas de A. muricata 100 mg/Kg.
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5. DISCUSSAO

Dentre todas as plantas medicinais usadas pelo o homem, as que sao reconhecidas
por causarem alteracdo na atividade do SNC tém recebido atengdo especial,
principalmente as utilizadas para desordens psiquiatricas cronicas (ansiedade, depressao e
epilepsia) que, em alguns casos, ndo sdo controladas com tratamentos convencionais
(CARLINI, 2003). No Brasil, varias plantas medicinais sdo utilizadas para aliviar a
ansiedade, insénia e humor deprimido (GOMES et al., 2008). No estudo de Bento et al.,
(2013) realizado com extrato hidroalcodlico das folhas de A. muricata coletadas na
mesma regido do presente trabalho, foi revelada a presenga de compostos comuns aos
identificados no presente estudo, tais como alcaléides, flavonas, flavonondis, flavononas
e taninos. Oviedo (2009) também detectou a presenca de alcaldides e flavondides nas
folhas de A. muricata. Outros trabalhos confirmaram a presenca de alcaldides e
flavondides em outras espécies do género Annona (RINALDI, 2007; NUNES, 2012).
Sabe-se que os flavondides apresentam uma série de atividades farmacologicas, a saber:
antioxidante, antitumoral, anti-inflamatdria, antiviral, dentre outras. Os alcaldides
também sdo dotados de importantes acdes farmacoldgicas, tais como atividade
antimicrobiana, sedativa, serotoninérgica, analgésica, anticonvulsivante, citotdxico entre
outras (ZUANAZZI et al, 2007; RIOS et al., 1989). Devido as propriedades
farmacoldgicas dos alcaldides, esses compostos tém sido usados na medicina no
tratamento de desordens do sistema nervoso central (RATHBONE et al., 2002), o que

pode justificar o uso desta planta no alivio da ansiedade, depressdo e distdrbios do sono.

Ressalta-se também recentemente o conhecimento dos flavondides possuirem
potencial terapéutico no tratamento de condigdes neuroldgicas e mentais. Alguns géneros
de Annonaceae séo produtores de flavonoides relativamente pouco polares (SOARES et
al., 2000; HARBORNE, 1994). Este dado reforca o fato de que os flavonoides possuem
um papel modulador nos processos mentais, pois a maior lipofilicidade dos flavondides
facilita a difusdo através da Barreira Hemato-Encefalica (BHE) no SNC (DOVICHI e
LAJOLO, 2011).
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Em um estudo de Caparros-Lefebvre et al.(2002), os autores mostraram que 0
consumo a longo prazo de A. muricata estava relacionado ao aparecimento de uma
sindrome parkinsoniana atipica. Este efeito foi posteriormente associado a annonacina,
uma acetogenina que apresenta atividade toxica sobre cultura de neurdnios
dopaminérgicos do mesencéfalo (LANNUZEL et al., 2008). No presente trabalho, a
investigagdo farmacologica do EHFAM teve inicio com uma triagem farmacoldgica geral
e um ensaio de toxicidade aguda para a avaliagdo do perfil farmacoldgico e identificar
sinais de toxicidade do EHFAM, permitindo assim determinar ndo apenas a DLsy do
material, como também selecionar as doses a serem utilizadas nos testes comportamentais

e neuroquimicos.

No presente trabalho foi observada que diferentemente da administracdo
intraperitoneal do EHFAM nas doses de 1000 e 2000 mg/Kg, a administracdo oral do
EHFAM na dose de 2000 mg/Kg ndo apresentou quaisquer sinais de toxicidade e
letalidade. Com esses resultados pode-se inferir que a via de administracdo utilizada
interfere na farmacocinética da droga e, consequentemente, nos seus efeitos
farmacoldgicos. A DLsy do EHFAM foi observada com a dose de 1000 mg/Kg, i.p.
Entretanto faz-se necessaria a realizacdo de estudos de carater bioquimico, hematoldgico
e histopatoldgico que possam esclarecer 0 mecanismo através do qual o material vegetal
desenvolve acdo toxica na faixa de dose e via de administracdo estudadas. E importante
ressaltar que a determinacdo da DLso foi importante para a escolha das doses utilizadas

neste trabalho; dessa forma, optou-se por usar doses inferiores a 10% da DLsy.

Por sua vez, os dados do screening hipocratico mostraram que o EHFAM
apresenta-se como um composto dotado de atividade depressora central, tendo em vista a
diminuigdo da motilidade e sedagdo nitidamente observadas nas doses acima de 500
mg/Kg, i.p. No estudo de Sousa et al., (2007) o diazepam reduziu de forma significativa
todos os parametros analisados no campo aberto (NC, NG e NR), uma vez que esse
composto possui importante atividade sedativa (SOUSA et al., 2007). O EHFAM, em
todas as doses testadas (25, 50 e 100 mg/Kg, i.p.) também apresentou uma reducédo
significativa de todos os parametros analisados. No aspecto da atividade locomotora dos
animais, esta reducdo sugere uma agdo sedativa sobre o sistema nervosos central,

caracterizada pela diminui¢do espontanea da locomogéo, possivelmente por diminuicao
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da excitabilidade do SNC (PEREZ et al., 1998). E importante ressaltar que em doses
menores (2,5; 5 e 10 mg/Kg; dados ndo mostrados) o EHFAM néo apresenta efeito

sedativo.

A maioria dos animais passa grande parte do tempo no comportamento de auto-
limpeza (MACFARLAND e REEDER, 1974), que normalmente consiste em o animal
lamber as patas, a cabeca, as costas e a genitalia com movimentos repetitivos usando as
patas (KRUK et al., 1998; VAN et al., 1994). Este comportamento é controlado pela
estimulacdo e blogqueio de sub-tipos de receptores dopaminérgicos (DRAGO et al., 1999;
CROMWELL et al., 1996) que estdo sob controle e regulagdo de neurdnios
GABAérgicos (LUCETTI, 2010). Em face aos testes realizados no presente trabalho, a
reducdo do grooming nos animais tratados com EHFAM, possivelmente seja decorrente
da diminuicdo da concentracdo de DA no corpo estriado dos animais tratados com uma
dose aguda do EHFAM. Também pode estar envolvido o bloqueio de receptores
dopaminérgicos (para tanto, seria necessario a realizacdo de testes com antagonistas

dopaminérgicos especificos ou ensaios de binding).

Neste momento é interessante relembrar o trabalho de Caparros-Lefebvre et
al.(2002) que associa o consumo de A. muricata com o aparecimento de uma sindrome
parkinsoniana atipica, visto que o consumo em longo prazo da planta reduz os niveis de
dopamina (CHAMPY et al., 2004). Dessa forma, parece que a reducdo mais significativa
de DA pode estar relacionada com o tempo de administracdo do extrato, 0 que sugere a
realizacdo de um tratamento crénico com EHFAM a fim de verificar a ocorréncia de
alteracdo dos niveis de catecolaminas. Por outro lado, a atuacdo de um ou mais
constituintes do EHFAM com o sistema GABAEérgico pode ser responsavel, pelo menos

em parte, pelo efeito sedativo da droga observada no teste do CA.

A avaliacdo de comportamento relacionado a ansiedade em modelos animais é
baseada no fato de que a ansiedade em animais € comparavel a ansiedade em humanos.
Nos testes em modelos animais a ansiedade é avaliada através de sinais comportamentais
(tais como a atividade exploratdria, locomotora e social) (LEITE; SIQUEIRA, 2006), que
se manifestam quando roedores sdo introduzidos em uma area desconhecida. Estes

comportamentos baseiam-se em situagdes conflitantes, por exemplo, colocar o animal
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num ambiente estranho (estressante) ou frente a um predador, gerando assim algumas
alteracfes comportamentais, acompanhadas de manifestacdes fisioldgicas autonémicas
(HASCOET e BOURIN, 1998; LEITE; SIQUEIRA, 2006).

O Labirinto em Cruz Elevado tem sido considerado um importante modelo
experimental para o estudo da ansiedade, envolvendo respostas defensivas ndo
condicionadas como fuga, congelamento ou esquiva (LACERDA, 2006). O modelo tem
sido empregado para avaliar a resposta dos animais (ARCHER, 1973; PRUT e
BELZUNG, 2003), quando estes sdo introduzidos em um ambiente estranho; a tendéncia
natural do animal em um ambiente novo € de explora-lo, apesar do estresse e do conflito
provocado pelo ambiente novo (MONTGOMERY, 1958).

No LCE a droga padréo, diazepam (1 mg/Kg , i.p.) apresenta efeito ansiolitico, ao
aumentar significativamente o nimero de entradas e o tempo de permanéncia dos animais
nos bracos abertos, diminuindo, ao mesmo tempo, ndmero de entradas e o tempo de
permanéncia dos animais nos bracos fechados do aparelho. A administracdo do EHFAM
desenvolveu um padréo de efeito semelhante aquele observado com o diazepam; esta
observacdo pode indicar que o efeito ansiolitico do EHFAM seja mediado semelhante ao
diazepam, por meio da interagcdo com o receptor GABA,. Estes resultados corrobora com
0 estudo de Oviedo et al. (2009) e Diaz-Véliz (2012) realizado com A. muricata, o qual o
altimo relaciona o efeito ansiolitico ao sistema GABAGérgico. Para comprovar esta

hipbtese, 0o EHFAM foi associado ao flumazenil, um antagonista benzodiazepinico.

O flumazenil é um derivado imidabendiazepina que possui afinidade pelo o
receptor GABAA (HAMMERS, 2004). A associacdo do flumazenil ao diazepam e a droga
teste, resultou na reversdo parcial do efeito ansiolitico de ambos, nos modelos do campo
aberto e labirinto em cruz elevado; estes resultados mostram que o EHFAM, parece

exercer efeito sedativo e ansiolitico do tipo benzodiazepinico.

Santos e Salatino (2000) identificaram flavonas e flavondis a partir das folhas de
espécies de Annonaceae. Dentre os tipos de flavonas a hispidulina, demonstrou acéo
sobre o receptor GABAA, A analise fitoquimica realizada neste estudo também

demonstrou a presenca de flavonas, sugerindo que estes compostos possam Ser 0S
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responsaveis pelo efeito sedativo e ansiolitico, decorrentes de uma possivel interagdo com
o sistema GABAEérgico. Por outro lado, no estudo realizado por Oviedo et al. (2009), os
autores sugerem que o efeito ansiolitico de A. muricata esteja relacionado a atuacdo dos
alcaldides presentes na planta sobre o sistema serotonérgico. Estes compostos também
foram identificados na amostra estudada, todavia ndo se pode afirmar que o extrato em
questdo possa atuar também sobre o sistema serotoninérgico. Para tanto seria necessario a
realizacdo de testes mais especificos (potencializacdo do efeito ansiolitico da buspirona
ou binding) para verificar a possivel interacdo dos componentes do extrato com o sistema
serotoninérgico. Outro fator que deve ser levado em consideracéo € que a concentragdo e
a diversidade dos alcaloides podem sofrer influencia do habitat, da distribuicdo
geografica, e do periodo da coleta, resultando em variacdo ecogeografica de quiomiotipos
(LEVIN, 1976; EGYDIO, 2009). Portanto, os resultados obtidos neste trabalho devem ser
observados levando em consideracdo os fatores ecogeograficos que podem influenciar na
composic¢do quimica e, consequentemente, nos efeitos farmacol6gicos do EHFAM.

A perda da coordenagdo motora é uma caracteristica comum de muitas desordens
neuroldgicas e um dos efeitos farmacoldgicos mais facilmente observado em casos de
intoxicacdo (MASSAQUOI et al., 1998). Os benzodiazepinicos, sdo farmacos mais
prescritos para ansiedade, alteram a coordenacdo motora, comprometendo a execucédo de
atividades que requerem reflexos e controle motor. Estas drogas inibem os reflexos
polissinapticos e transmissdo internuncial, podendo em altas doses deprimir a transmissao

na juncdo neuromuscular esquelética (KATZUNG et al., 2008).

O teste do rota rod € utilizado para avaliar o efeito de drogas sobre a coordenacgéo
motora, permitindo detectar alteracdes neuroldgicas incluindo ataxia, sedacdo ou
relaxamento muscular, além de efeitos caracteristicos da neurotoxicidade (DUNHAM e
MIYA, 1957; DALLMEIER e CARLINI, 1981). A administracdo do EHFAM nas doses
avaliadas (25, 50 e 100 mg/Kg), ndo provocou quaisquer alteracdes sobre a coordenacéao
motora dos animais. Esta observagdo € importante uma vez que a despeito do seu efeito
sedativo e ansiolitico, 0 EHFAM, nas doses testadas, ndo promove relaxamento muscular
e perda dos reflexos, efeitos indesejados comumente observados com drogas
benzodiazepinicas, como o diazepam, o qual induziu déficit motor somente a partir da
dose de 2 mg/Kg (ALMEIDA, 2006). O uso de doses diferentes do extrato e do diazepam
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no teste do rota rod foi feito em virtude de muitos agentes depressores, como o etanol,
barbitdricos e outros, apresentarem efeito locomotor bifasico (RUSTAY et al., 2003).

A acdo sedativa do EHFAM, evidenciada no modelo de campo aberto sugeriu a
realizacdo do teste para avaliar a atividade sedativa/hipnética do extrato. Os barbituricos
atuam potencializando a inibi¢do sindptica mediada pelo o GABA, promovendo hipnose
e deprimindo a atividade do SNC (FUJIMORI e COBB, 1995). No presente trabalho foi
observado efeito hipnético do EHFAM no teste com pentobarbital, nas doses avaliadas
(25, 50 e 100 mg/Kg), corroborando com o efeito depressor central dos testes
preliminares e com os resultados de atividade anticonvulsivante (discutidos mais adiante),
uma vez que diminui a laténcia de sono e também aumentou a duracdo deste, reforcando

os dados de acgdo central.

Apesar de algumas drogas manifestarem efeito positivo no teste de
potencializacdo do tempo de sono induzido por pentobarbital, as mesmas podem ser
desprovidas de agdo central (RILEY et al., 1958). Este fendbmeno pode ocorrer uma vez
que alguns compostos podem interferir na biotransformacgdo do pentobarbital, em nivel
do complexo P-450, assim podendo apresentar resultados falso-positivos (GOLUBKOVA
et al., 1998). Assim, os compostos do EHFAM podem interferir no metabolismo do
pentobarbital, aumentado a biodisponibilidade do pentobarbital, por inibir o metabolismo
hepatico. Nesse caso o efeito ndo seria de origem central, hipnético, mas por inibir a

funcéo metabdlica do figado.

Foi demonstrado que flavonoides, taninos e alcal6ides, modulam enzimas do
sistema citocromo P-450, induzindo, ativando e inibindo isoenzimas CYP especificas. Os
taninos interagem formando complexos irreversiveis, impedindo a absorcdo de proteinas
e alcaloides, ou promovem a inducdo de enzimas como CYP, acelerando o metabolismo
de farmacos (MOON et al., 2006; WILLIAMSON, 2001). Estes compostos estdo
presentes no EHFAM, o que pode implicar no resultado obtido. A potencializacdo do
tempo de sono induzida por éter € um teste que pode ser utilizado em situagbes como
aquela descrita anteriormente, uma vez que o efeito hipnotico do éter ndo depende do
metabolismo hepético. Dessa forma, ainda que as evidéncias apontem para a interacdo

entre componentes do extrato e o sistema GABAEérgico, a elucidacdo do mecanismo de
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acdo hipnotica do EHFAM s6 poderia ser elucidado com a realizagdo do teste de
potencializacdo do tempo de sono induzido por éter. Oviedo (2009) realizou 0 mesmo
experimento utilizando éter, que tem a vantagem de nao haver influéncia do metabolismo
hepatico, entretanto ndo obteve efeito hipndtico das folhas de A. muricata. No entanto, a
via utilizada no estudo de Oviedo (2009) foi oral, o que pode influenciar no resultado
farmacoldgico obtido, resultado do metabolismo farmacocinético.

Na patogénese de varias doencas mentais, dentre estas a depressdo, as
monoaminas (noradrenalina, serotonina, dopamina) estdo envolvidas (ELHWUEGI,
2004). Os episddios depressivos sdo precedidos por fatores estressantes na maioria dos
individuos acometidos, principalmente de origem psicossocial (PARKER et al., 2003).
Portanto, o estresse é tipicamente implicado na etiologia das desordens depressivas, ou
como uma consequéncia delas. Assim o estresse e a depressdo sdo fendbmenos inter-
relacionados (TURNER e LLOYD, 1999).

Em animais, ndo ha condicdo que corresponda a condicdo inata da depressdo em
seres humanos. Entretanto, varios procedimentos experimentais produzem em animais
estados comportamentais (retirada da interacdo social, perda de apetite, atividade motora
reduzida, estresse, entre outros), tipicos da depressdo humana (PORSOLT et al., 1987).
Os modelos animais de depressédo sdo baseados na exposic¢éo do animal ao estresse, como
um fator de risco para o desenvolvimento da depressdo (HAMMEN, 2005; NEMEROFF
et al., 2005). Os dois modelos animais mais amplamente utilizados para triagem de novas
drogas antidepressivas sdo 0s testes do nado forcado e da suspensdo da cauda. Esses
testes sdo bastante sensiveis e relativamente especificos para a maioria das classes de
drogas antidepressivas, incluindo, os antidepressivos triciclicos, os inibidores seletivos da
recaptacdo de serotonina, os inibidores da MAO e os atipicos (PORSOLT et al., 1977;
STERU et al., 1985).

O teste do nado forgado, também chamado de desespero comportamental ou teste
de Porsolt, foi inicialmente proposto como uma variagdo mais simples do desespero
aprendido, e é possivelmente o teste mais amplamente usado para o screening de novos
compostos com potencial efeito antidepressivo (CRYAN et al., 2005). Apesar de néo

refletir adequadamente a sintomatologia da depressdo em humanos, ele tem um alto valor
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preditivo na investigacdo de drogas antidepressivas (WILLNER, 1984, CRYAN et al.,
2002). Os antidepressivos aumentam a laténcia para a imobilidade e reduzem o tempo de

imobilidade apresentado pelos animais (LAPA, 2008).

Neste teste, um animal é previamente forcado a nadar em um espaco confinado.
Como consequiéncia, ele se torna imovel ap6s uma fase de extenso nado e tentativas de
escape (Porsolt et al., 1977). As drogas antidepressivas triciclicas e atipicas reduzem o
tempo de imobilidade quando o roedor é recolocado no cilindro com agua, 24 horas ap0s

0 experimento inicial (Porsolt et al., 1978).

Os resultados deste trabalho mostraram que o EHFAM, diminui o tempo de
imobilidade no teste do nado forgcado, nas doses avaliadas, apresentando assim atividade
do tipo antidepressiva. Um estudo com a fruta da A. muricata apresenta efeito do tipo
antidepressivo, atribuido aos alcaldides isoquinolinicos, no qual foi sugerido acédo
agonista destes compostos nos receptores 5SHT1A, (HASRAT, 1997). 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.

No trabalho de Diaz-Véliz (2012), realizado com as folhas de A. muricata,
também evidenciou atividade antidepressiva nas doses de 12,5 e 25 mg/Kg, i.p., ho qual
também sugere o envolvimento de mecanismos serotonérgicos. Estes trabalhos estdo de
acordo com os dados de acdo antidepressiva do EHFAM no presente trabalho, que
baseados na literatura supracitada, possivelmente seu efeito antidepressivo seja
decorrente da interacdo de algum dos componentes do EHFAM com receptores
noradrenérgicos ou serotoninérgicos, uma vez que ndo houve aumento na concentracao
de monoaminas no corpo estriado dos animais tratados com o EHFAM. Todavia, no
estudo de Oviedo (2009), ndo foi observada atividade do tipo antidepressiva na dose de
500 mg/Kg, via oral. Esta diferenca pode estar relacionada ndo somente a dose, mas
também a via de administracdo que difere dos demais trabalhos realizados e a

composicao do extrato.
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Conforme, Rog6z, (2005), o tratamento em longo prazo com antidepressivos
diminui a eficcia destes, ao reduzir os niveis de noradrenalina e serotonina, no entanto
apenas a ativacdo de receptores remanescentes (5-HT2A, 5-HT7, B-adrenérgicos)
estimula as vias de transducdo de sinais intracelulares. A densidade e funcdo destes
receptores sdo reduzidos, mas ndo completamente eliminados, por tratamentos com
drogas antidepressivas repetidamente (HENINGER e CHARNEY, 1987).

O conjunto dos achados da investigacdo da atividade ansiolitica e antidepressiva
sugerem que o EHFAM possui um papel dual no seu mecanismo de acéo, ao envolver a
ativacdo de receptores GABAérgicos e a possivel interagdo com receptores para
monoaminas, respectivamente. Tendo em vista que a ansiedade e a depressdo possuem
vias neurais em comum, tais como os receptores GABAErgicos, que estdo amplamente
distribuidos no sistema nervoso, had evidéncias abundantes que este receptor tenha
importante papel nestes processos, como € demonstrado no estudo de Graeff e Hetem
(2004), onde os autores sugerem que, além do sistema GABAérgico, 0s sistemas
serotoninérgico e noradrenergico estejam implicados na base neuroquimica da ansiedade,
podendo estes sistemas de neurotransmissores serem os mediadores da ansiedade normal

e patolégica nos circuitos cerebrais, como o sistema limbico.

Na depressdo, ha varios determinantes bioldgicos implicados no seu
desenvolvimento, tais como déficits em areas estratégicas do cérebro (incluindo regides
limbicas) e fatores emocionais relacionados (STRAUMAN, 2004), como o estresse. Uma
vez que o estresse esta implicado na etiologia da depressdo, € importante ressaltar a
participacdo do hipocampo, que se relaciona aos processos cognitivos como aprendizado
e memoria, e que sdo afetados com a resposta ao estresse em individuos depressivos
(RIEDEL e MICHEAU, 2001; LATHE, 2001). A experiéncia sensorial ativa o
hipocampo, que possui grande densidade de receptores para glicocorticoides (GCs) que,
quando ativados, inibem a atividade do eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal, limitando a
resposta ao estresse (GUYTON, 2006; HERMAN e CULLINAN, 1997). Assim, eventos
estressantes teriam um efeito neurotdxico sobre o hipocampo, provavelmente mediado
pelo aumento de GCs, predispondo ao desenvolvimento da depressdo (BROWN et al.,
1999).
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Contudo, os transtornos de ansiedade e depresséo séo bastante complexos e assim,
estudos mais especificos devem ser realizados para elucidar a mediacdo da atividade
bioldégica do EHFAM, especialmente a relacionada com antagonismo de receptores
GABAEérgicos.

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), mas o exato mecanismo das convulsdes observadas com a
imipramina ainda ndo é compreendido (AGO et al., 2006). Uma vez que o EHFAM
apresentou efeito do tipo antidepressivo, foi questionado qual seria o efeito do EHFAM
sobre convulsGes quimicamente induzidas, uma vez que 0 extrato apresentou tanto
atividade ansiolitica do tipo benzodiazepinica, quanto efeito do tipo antidepressivo.
Assim, foi investigado o efeito do EHFAM no modelo de convulsdes induzidas por
pentilenotetrazol (PTZ) e pilocarpina (PILO).

Os mecanismos de ativacdo, propagacdo e manutencdo da convulsdo sédo pouco
esclarecidos (FREITAS, 2011). As convulsbes podem ser caracterizadas como manifesta-
¢cOes clinicas resultantes de descargas neuronais anormais, produzindo uma
superexcitacdo dos neurbnios, podendo ocorrer também pelo o desequilibrio entre os

mecanismos de neurotransmissao inibitdrios e excitatdrios (zourar, 1989).

Nas convulsfes induzidas por PTZ, o EHFAM apresentou efeito neuroprotetor,
embora em menor grau que o farmaco de referéncia utilizado, o diazepam. No estudo de
Oviedo (2009), a A. muricata ndo conferiu protecdo contra convulsdes induzidas por
eletrochogue e pentilenotetrazol. Possivelmente a diferenca do efeito anticonvulsivante
entre aquele estudo e o presente, pode estar relacionada a diferenca de absorcao
decorrente da via de administracdo (no estudo de Oviedo 2009 o extrato foi administrado
por via oral), da dose ou até mesmo da composi¢do do extrato. No presente trabalho a
dose de 100 mg/Kg apresentou atividade anticonvulsivante em ambos os modelos
estudados; quando comparada com as demais doses do EHFAM, a dose maior mostrou-se

mais efetiva.
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Dependendo da regido cerebral, 20 a 50% das sinapses usam GABA como
transmissor. Demonstrando a importancia do sistema GABAEérgico na geracdo e
manutencdo de certos tipos de convulsdo no hipocampo e nos circuitos corticotalamicos
(AVOLLI, 1996; ENGEL, 1996). Sendo assim, uma disfuncdo neste sistema, pode gerar
distarbios neurol6gicos, como convulsdes. Também, foi verificado em pacientes com
transtornos depressivos, por meio de técnica de ressonancia magnética, uma reducéo do
GABA cerebral (SANACORA et al., 1999), o que indica a relacdo entre estas desordens

mentais.

A hipotese GABAérgica prediz que durante os estados de ansiedade hd uma
sobreposicdo do sistema glutaminérgico ao GABAérgico (KIM; GORMAN, 2005).
Tendo em vista que o sistema GABAEérgico esta envolvido na neuroquimica da
ansiedade, e que o EHFAM, apresentou efeito ansiolitico apresentando um perfil
neurofarmacoldgico voltado a este sistema, é possivel que o efeito anticonvulsivante do
EHFAM consista em reduzir a excitabilidade neuronal por mediacdo deste sistema. Esta
hipbtese fica ainda mais evidente na investigacdo do efeito do EHFAM quando associado
ao flumazenil, que teve seu efeito revertido, fortalecendo a hipotese de que o EHFAM
pode atuar sobre a neurotransmissao GABAérgica.

O modelo de epilepsia induzido por pilocarpina (um agonista colinégico
muscarinico) permite investigar o envolvimento de diferentes sistemas de
neurotransmissores como moduladores da epileptogénese (CAVALHEIRO, 1991;
MARINHO, 1998). A epilepsia do lobo temporal é a forma mais comum de epilepsia e
neste modelo, pode se observar dano neuronal de algumas areas cerebrais, o estriado e 0
cortex fronto-parietal, podem estar relacionadas de forma importante com os mecanismos
de neurotransmissdo de propagacdo e/ou manutencdo (epileptogénese) das convulsdes
limbicas (FREITAS, 2011; MARINHO, 1998).

No modelo de convulsdes induzidas por pilocarpina, o EHFAM, também
apresentou atividade anticonvulsivante em todas as concentragdes testadas (25, 50 e 100
mg/Kg), nos dois parametros analisados (laténcia para convulsdo e laténcia de morte).
Neste modelo a pilocarpina age atraves da ativacao do sistema glutamatérgico, por meio
dos receptores muscarinicos, alterando a atividade enzimatica de sistemas antioxidantes, o

metabolismo dos fosfoinositidios, e também a participacdo de outros sistemas de
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neurotransmissdo como o noradrenérgico, dopaminérgico, serotoninérgico . GABAérgico
(FREITAS, 2011).

O estresse oxidativo € um estado de vulnerabilidade do sistema de defesa em que
h& uma producdo excessiva das espécies reativas do oxigénio (ERO), a qual supera a
capacidade antioxidante de defesa do corpo, aumentando a predisposi¢éo para doencas
cronicas e degenerativas (SPADA et al, 2008) e o uso de substancias antioxidantes
podem minimizar a incidéncia de doencas neurodegenerativas. Assim o efeito
neuroprotetor do EHFAM, nas convulsdes por pilocarpina pode estar relacionado ao
efeito antioxidante de compostos presentes no extrato. Essa acdo € relatada em varios
estudos onde a A. muricata apresenta relevante potencial antioxidante atribuido aos
compostos polifendlicos que também possuem atividade anticonvulsivante conhecida
(BASKAR et al., 2007; LUNA, 2011). Todavia, para confirmar esta hipGtese é necessario
realizar experimentos mais especificos in vitro, que permitam a avaliagdo do status

antioxidante em tecidos de animais tratados com EHFAM.

Uma outra hipotese que pode explicar o efeito anticonvulsivante do EHFAM
consiste na presenca de alcal6ides na A. muricata, uma vez que na literatura foi descrita
atividade anticonvulsivante para alcaléides aporfinicos encontradas em espécies de
Annona (RIOS et al., 1989).

Contudo, os dados apresentados neste estudo mostram forte implicacdo do efeito
do EHFAM sobre o sistema GABAGérgico, haja visto que a liberacdo de GABA na
amigdala lateral e basolateral, pode suprimir aferentes glutamatérgicos, via receptores
pre-sinapticos inibitorios de GABA (PAN, et al., 2009; YAMADA, et al.,1999). Em
conjunto, os resultados aqui discutidos apontam um padréo de efeito semelhante a drogas
que modulam receptores GABAGérgicos. E sabendo-se que a modulagdo alostérica
positiva do receptor GABAA apresenta efeitos sedativo, ansiolitico e anticonvulsivante,
sugere-se que a acdo do EHFAM nas concentragdes testadas, seja decorrente da interacéo
de um ou mais de seus constituintes quimicos com o sistema GABAérgico. Estes achados
justificam, em parte, 0 uso popular da planta no tratamento da depressao, ansiedade e
distarbios do sono, validando as propriedades farmacoldgicas de A. muricata para as

desordens que acometem o sistema nervoso central.
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6. CONCLUSAO

Baseado nos resultados obtidos na caracterizacdo da atividade do EHFAM no SNC,

conclui-se que:

O EHFAM apresenta toxicidade moderada e sua DLsy é de aproximadamente
1000 mg/Kg, i.p.;

O EHFAM apresentou efeito depressor central no teste hipocratico;

O efeito depressor do EHFAM foi confirmado no teste do campo aberto, onde o
extrato reduziu 0 NC, o NR e 0 NR;

O EHFAM apresentou caracteristicas de efeito ansiolitico do tipo

benzodiazepinico no teste de labirinto em cruz elevado;

Os efeitos sedativo e ansiolitico do extrato foram parcialmente revertidos pelo
flumazenil, um antagonista benzodiazepinico, sugerindo que o mecanismo de

acdo do EHFAM envolve a participagdo do sistema GABAérgico;

Diferentemente dos compostos benzodiazepinicos, 0 EHFAM nas doses testadas é

destituido de efeito miorrelaxante no modelo de rota rod;

O extrato apresentou efeito hipnético, porém o mecanismo deste efeito ainda é

desconhecido (sdo necessarios outros testes para a elucidacdo do mesmo);

O EHFAM apresenta efeito neuroprotetor contra crises induzidas por PTZ e

pilocarpina, possivelmente por interagir com o sistema GABAEérgico;
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e O EHFAM promoveu diminuicdo na concentracdo de monoaminas no corpo

estriado;

e O EHFAM apresenta efeito do tipo antidepressivo, possivelmente mediado pela
interacdo de um ou mais constituintes do extrato com receptores para

monoaminas.
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9. ANEXO

TABELA DE MALONE ADAPTADA PARA TESTE HIPOCRATICO
Extrato:

Data:
Concentracao da dose:

Via de administragdo:

animal:

NO

Marcacgdo do

Acéo

Parametros

Contro
le

10

30

1h

2h

3h

4h

6h

12h

24h

Estimulante
SNC

1.Aumento da
motilidade

2 Aumento da FR

3 Piloeregéo

4 Exoftalmia

5 Mov. esteriotipados
(tremores,  bater a
cabeca, moder-se)

6 Lamber patas

7 Cogar focinho

8 Morder cauda

9 Convulséo clénica

10 Convulséo tonica

11 Tremores finos

12 Tremores grosseiros

Depressor
SNC

1. Diminuicdo da
motilidade

2.Diminuigdo da FR

3. Catatonia

4.Ptose palpebral

5 Analgesia

6 Anestesia

7 Perda reflexo
corneano

8. Ataxia
(incoordenagdo de mov.
musculares)
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9. Dispneia

10 Alienacdo ao
ambiente

11. Ténus das costas

12. Perda de apreens.
Pata

13. Exoftalmia

14. Paralisia do trem
posterior

15 Sedacéo

16. Salivagdo

Outros sinais

1 Orelha
Palidez

Cianose

Hiperemia

2 Miccéo
Aumentada

Diminuida

Coloracdo

3 Diarréia

4.Contorcéo abdominal

5 Reacdo de fuga

6 Passividade

7.Agressividade

8. Grunhidos

9. Sialorreia

10 Fasciculagdes

11 Midriase

12. Erecéo de cauda
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13.Tremor de cauda

14.Diametro pupilar

15 Pélos arrepiados

16  Amontoados no
canto (Hipotermia)

17. Cromadocriorréia

18.Secrecdo bronquica

19.Sudorese (sinal
colinérgico)

20. Letargia

21. Coma

22 Catalepsia

23.AlteracGes
circulatdrias

24.0utras manifestagoes

25. Morte

(MALONE e ROBICHAUD, 1962).
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