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RESUMO

Desordens neurocomportamentais sdo compostas por um grupo de deficiéncias neuroldgicas,
as quais estdo associadas tanto com doengas cerebrais permanentes, como doengas cerebrais
transitdrias e/ou ocasionadas por injurias. Entre essas desordens, pode-se destacar a depressao
e a ansiedade. Estudos demonstram que plantas do género Stemodia sao usadas no tratamento
de doengas na medicina tradicional. Stemodia maritima Linn. apresenta acdo antimicrobiana,
anti-inflamatéria e antioxidante, a literatura relata para esta espécie a presenca de variedade
estrutural de constituintes, com destaque para a classe dos esterdides, flavondides e terpenos,
principalmente diterpenos. Este estudo investigou a acdo do extrato etandlico de S. maritima
(Sm) no sistema nervoso central (SNC), com possivel efeito neuropsicofarmacolédgico e
avaliacdo do estresse oxidativo em modelos animais de ansiedade e depressdo. Camundongos
swiss machos (25-35 g) foram tratados de forma aguda com Sm (1; 10 e 100 mg/Kg i.p.) ou
veiculo (DMSO 5%) e foram submetidos a andlise neuropsicofarmacoldgica preliminar.
Outros grupos de animais foram tratados de forma subcronica com Sm (2,5; 5; 10 e 20 mg/Kg
— 14 dias/ 1.p.) ou veiculo (DMSO 5%), seguido pela realizacdo de testes comportamentais
para avaliar a atividade locomotora, ansiolitica, antidepressiva e de envolvimento do sistema
noradrenérgico. Apds o tratamento e a realizacdo dos testes comportamentais, 0S animais
foram eutanasiados e dissecadas as dreas cerebrais (hipocampo, corpo estriado e cortex pré-
frontal) para posterior andlises neuroquimicas: determinag¢do dos niveis de peroxidagdao
lipidica, concentracdo de nitrito/nitrato e glutationa reduzida (GSH). De acordo com os
resultados, Sm apresenta atividade no SNC, foi possivel observar atividade antidepressiva
similar ao antidepressivo Imipramina, sem altera¢do na atividade locomotora e com o possivel
envolvimento do sistema noradrenérgico nesta atividade. Sm ndo altera os niveis de
peroxidacdo lipidica, porém, aumenta os niveis de nitrito/nitrato na dose de 5 mg/Kg o que
pode explicar o aumento da atividade antioxidante (GSH) nessa mesma dose. Portanto, Sm
apresenta uma potencial estratégia para estudos mais elaborados e assim ser utilizado na

terapéutica de desordens neurocomportamentais.

Palavras-chave: Stemodia maritima, Depressao, Atividade antioxidante



ABSTRACT

Neurobehavioral disorders are composed of a group of neurological deficiencies, which are
associated with both, permanent brain diseases as well as transient brain diseases and/or
injury. Among these disorders, depression and anxiety can be highlighted. Studies show that
plants of the Stemodia genus are used in the treatment of diseases in traditional medicine.
Stemodia maritima Linn. presents an antimicrobial, anti-inflammatory and antioxidant action.
Literature reports for this species the presence of a structural variety of constituents,
especially steroid class, flavonoids and terpenes, mainly diterpenes. This study investigated
the action of ethanolic extract of S. maritima (Sm) in the central nervous system (CNS), with
possible neuropsychopharmacological effect and evaluation of oxidative stress in animal
models of anxiety and depression. Male swiss mice (25-35 g) were treated acutely with Sm (1,
10 and 100 mg/kg 1.p.) or vehicle (5% DMSO) and were subjected to preliminary
neuropsychopharmacological analysis. Other groups of animals were treated subchronic with
Sm (2.5, 5, 10 and 20 mg / kg - 14 days/ip) or vehicle (DMSO 5%) followed by behavioral
tests to evaluate locomotor activity, anxiolytic, antidepressant and noradrenergic system
involvement. After treatment and behavioral tests, animals were euthanized and brain areas
(hippocampus, striatum and prefrontal cortex) were dissected for posterior neurochemical
analysis: determination of lipid peroxidation, nitrite/nitrate concentration and glutathione
(GSH). According to the results, Sm shows activity in the CNS, it was possible to observe
antidepressive activity similar to the antidepressant Imipramine, without alteration in
locomotor activity and with the possible involvement of the noradrenergic system in this
activity. Sm does not alter lipid peroxidation levels, but increases nitrite/nitrate levels at the
dose of 5 mg/kg, which may explain the increase in antioxidant activity (GSH) at the same
dose. Therefore, Sm presents a potential strategy for more elaborate studies and thus be used

in the therapy of neurobehavioral disorders.

Keywords: Stemodia maritima, Depression, Antioxidant activity.
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1. INTRODUCAO

1.1. Ansiedade

A ansiedade consiste em uma excitagao do sistema nervoso que, em niveis baixos,
ocorre sempre quando hd deteccdo de algo imprevisivel, capaz de fugir ao controle e
funciona, desse modo, como um alarme natural contra ameacgas externas. Contudo, em
excesso, passa a ser uma desordem psiquidtrica. E uma condicdo muito comum que causa
uma angustia considerdvel ao individuo, familia e a sociedade em geral. Juntamente com o
medo constituem as primeiras respostas naturais de defesa frente a um perigo potencial,
porém, enquanto o medo € a resposta a uma ameaga definida, a ansiedade € fruto da incerteza,
com fonte causal desconhecida (BARBARD; CHAPMAN, 2016; CLARK; BECK, 2012;
PASQUINI; BERARDELLI; BIONDI, 2014).

A ansiedade pode manifestar-se em diferentes niveis: nos planos afetivo,
cognitivo e fisiolégico. Do ponto de vista clinico, a sensacdo mais caracteristica é de
“estrangulamento” ou “constricdo”. Essa sensagdo se traduz como motivagdo negativa,
inibindo sistemas motivacionais, como apetite, libido e dor. No plano da cogni¢do, a
ansiedade manifesta-se através da antecipacdo de acontecimentos potencialmente perigosos,
de pensamentos de que algo ruim estd prestes a acontecer, interferindo na capacidade de
concentracdo e no desempenho de tarefas intelectuais. Entre as manifestacdes fisioldgicas ao
medo e a ansiedade estd a ativacdo do sistema nervoso simpdtico, desencadeando o aumento
da frequéncia cardiaca, tremores, sudorese, hiperventilacdo. O sistema nervoso parassimpatico
também pode estar ativado, resultando em desconforto géstrico, aumento da motilidade
intestinal e urgéncia para defecacdo e mic¢io (GRAEFF; GUIMARAES, 2012).

Sao identificados neste conjunto alguns transtornos de ansiedade que, segundo o
Manual de Diagnéstico e Estatistica de Transtornos Mentais (DSM-5) da Associacdo
Americana de Psiquiatria (2013), os principais sao:

e Agorafobia - ansiedade ou hesitagdo para com lugares ou situacdes de onde a
fuga pode ser dificil ou embaracosa, ou aonde o socorro pode ndo ser possivel.

e Fobia social - ansiedade intensa provocada pela exposi¢do a certas situagcdes

sociais ou de desempenho, geralmente levando a comportamentos de hesitagao.
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e Fobias especificas - ansiedade intensa provocada pela exposicio a
determinados objetos ou situacdes temidas, geralmente levando a comportamentos de
hesitacdo.

e Transtorno de ansiedade generalizada - ansiedade ou preocupacio excessiva e
persistente com duracdo maior de seis meses.

e Transtorno do panico - frequentes ataques de panico com inicio sibito e sem
causa aparente, consistindo em sentimentos de intenso terror, com palpitacdes, sudorese,
tremores, faltam de ar, dor no peito, ndusea, sensa¢do de formigamento, e até sensacdo de
morte eminente.

e Transtorno do estresse pOs-traumdtico - sentimento de reviver um
acontecimento extremamente traumdtico acompanhado por sintomas de aumento do estado de
alerta e de hesitacdo a fatores associados ao trauma.

e Transtorno obsessivo-compulsivo - obsessdes que podem causar intensa
ansiedade ou perturbagdes e/ou compulsdes que servem para neutralizar a ansiedade.

e Transtorno de ansiedade de separacdo - ansiedade excessiva envolvendo o
afastamento de casa ou de figuras importantes de vinculagdo.

e Mutismo seletivo - ansiedade em uma determinada situagcdo social, pessoas nao
sdo capazes de falar e compreender linguagens quando isso € o que se espera deles, mas em
momentos normais sao totalmente aptas.

Os transtornos de ansiedade estdo aumentando em todo o mundo e estdo entre 0s
distirbios mentais mais comuns. O nimero de pessoas afetadas por algum transtorno mental
aumentou em quase 50%, entre os anos de 1990 e 2013, passou de 416 milhdes para 615
milhdes, o que corresponde a cerca de 10% da populacdo mundial. A Organizacao Mundial da
Saude estima que, durante emergéncias, até 1 em cada 5 pessoas sdo afetadas pela ansiedade
(OMS, 2016; SOUSA; OLIVEIRA; FERNANDES, 2012).

Apesar de possuirem aspectos clinicos diferentes, os transtornos de ansiedade
aparentam ter a mesma base neural, as vezes, podendo ser explicados como o resultado de
uma redugdo na sinaliza¢do inibitoria mediada pelo 4cido y-aminobutirico (GABA), porém,
apenas esta hipétese ndo explica totalmente a complexidade destes transtornos (JANHSEN;
ROSER; HOFFMANN, 2015).

O GABA ¢ um dos principais neurotransmissores envolvidos na ansiedade e o
principal neurotransmissor inibitorio do sistema nervoso central dos vertebrados, sua agdo €

mediada pelos receptores GABAA, GABAs e GABAc, onde GABAA e GABACc sdo canais de
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N

cloreto dependentes de ligantes e receptores GABAs estdo acoplados a proteina G

(GAFFORD; RESSLER, 2015).

1.1.1. Tratamento Farmacologico

O tratamento da ansiedade pode abranger métodos psicoterapéuticos, incluindo a
terapia cognitiva-comportamental e métodos farmacoldgicos, usados isoladamente ou em
combinacdo (GALLO; COMER; BARLOW, 2013).

Os benzodiazepinicos sdo a classe mais importante usada para tratar os estados de
ansiedade. Atuam de modo seletivo sobre os receptores A do GABA, medeiam a transmissao
sindptica inibitdria rdpida, através do Sistema Nervoso Central (SNC). Os benzodiazepinicos
potencializam a resposta ao GABA, por facilitarem a abertura dos canais de cloreto ativados
pelo GABA. Os principais efeitos desses farmacos s@o: reducio da ansiedade e da agressao,
sedacdo e inducdo do sono, reducdo do tonus muscular e da coordenagdo, e possuem ainda
efeito anticonvulsivante (KATZUNG, 2014).

Outros farmacos sdo usados para amenizar os efeitos da ansiedade, entre eles
pode-se citar: a buspirona que é um agonista parcial dos receptores serotonina € possui
atividade ansiolitica com pequena sedacdo, e os barbitiricos que sdo depressores nao-
seletivos do SNC e produzem efeitos que vdo da sedacdo e reducdo da ansiedade a
inconsciéncia e morte por faléncia respiratéria e cardiovascular. Os inibidores de recaptacdo
de serotonina, como a fluoxetina e inibidores de captacdo mistos, serotonina/noradrenalina,
sdo usados como fadmacos antidepressivos e também mostram eficdcia nos disturbios da
ansiedade (CARLINI; MENDES, 2011; GRAEFF; GUIMARAES, 2012).

Entretanto, os farmacos ansioliticos produzem muitos efeitos indesejaveis como
amnésia, dependéncia, sindrome de abstinéncia, reagdo paradoxal e decréscimo da funcdo
psicomotora (SCHWEIZER; RICKELS, 1998). Diante disso, tem-se a necessidade de novos

farmacos ansioliticos com menor potencial de induzir reagdes adversas.

1.2. Depressao

A depressao € conhecida desde os tempos antigos, onde Hipdcrates, no século V

a.C., ja definia a depressdo sob a denominagdo de melancolia: “uma afec¢do sem febre, na
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qual o espirito triste permanece sem razdo fixado em uma mesma ideia, constantemente
abatido” (GONCALVES; MACHADO, 2007).

A depressdo pode ser descrita como uma alteracio em quatro campos do
funcionamento humano: afetivo, cognitivo, comportamental e fisiolégico (ALMEIDA et al.,
2011), podendo ser caracterizada por tristeza, perda de interesse, auséncia de prazer, angustia,
medo, sentimento de culpa, inferioridade, falta de sentido da vida ou desejo de morte, além de
distirbios do sono ou do apetite (FIOCRUZ, 2015; REN et al., 2015). Estes problemas podem
se tornar cronicos e gerar prejuizos substanciais na capacidade de um individuo de cuidar de
suas responsabilidades cotidianas. Em muitos casos a depressao pode vir acompanhada de
ansiedade, o que gera nos individuos sintomas como: tremor, palpitacdes, dores no estdmago
e nauseas (HIRSCHFELD, 2001).

Os diferentes transtornos depressivos possuem diagndstico complexo, de modo
que a caracterizacdo de cada um deles ndo é simples. O estudo dos sinais e sintomas do
paciente que sofre de depressdo constitui-se o eixo central no sistema de classificacdo
internacional de transtornos mentais. A classificacdo mais aceita e utilizada atualmente &
proposta pelo DSM-5, da Associacdo Americana de Psiquiatria, que classifica os transtornos
depressivos em transtorno disruptivo da desregulacdo do humor, transtorno depressivo maior,
transtorno  depressivo  persistente  (distimia), transtorno depressivo induzido por
substancia/medicamento, transtorno depressivo devido a outra condicdo médica, transtorno
depressivo especificado e transtorno depressivo ndo especificado (ASSOCIACAO
AMERICANA DE PSIQUIATRIA, 2013).

O Transtorno Depressivo Maior (TDM) representa a condi¢cdo cldssica desse
grupo de transtornos, sendo caracterizado por alteracdes nitidas no afeto, na cogni¢do e em
funcgdes do sistema nervoso autdbnomo. Para o estabelecimento do diagndstico da depressdo
maior, o individuo deve apresentar pelo menos um de dois sintomas principais: humor
deprimido ou perda de interesse ou prazer, em associacdo com pelos menos outros quatro
sintomas, que podem ser: alteragdes significativas do peso sem estar fazendo dieta; ins6nia ou
hipersonia quase todos os dias; agitacdo ou retardo psicomotor; fadiga ou perda de energia;
sentimentos de inutilidade ou culpa excessiva, entre outros. Essas mudancas devem durar pelo
menos duas semanas (embora a maioria dos episédios dure um tempo consideravelmente
maior) e interferir consideravelmente nas atividades profissionais e nas relacdes pessoais do

individuo (ASSOCIACAO AMERICANA DE PSIQUIATRIA, 2013).
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1.2.1. Epidemiologia

A Organizacdo Mundial da Satde demonstra que a depressdo estd entre o0s
principais distirbios psiquidtricos. Em 2004, a depressdo foi classificada em terceiro lugar no
ranking como distirbio incapacitante entre todas as idades e sexos. Hoje € a principal causa
mundial de incapacitagdo e afeta aproximadamente 350 milhdes de individuos em todo o
mundo (KESSLER; WANG, 2009; OMS, 2016). Adicionalmente, existe um elevado indice
de mortalidade associado ao suicidio, além disso, os pacientes deprimidos sdo mais propensos
a desenvolverem doencas cardiovasculares, osteoporose, diabetes mellitus tipo 2 e atrofia
reversivel do hipocampo (VAN DER FELTZ-CORNELIS et al., 2010). O elevado risco de
desenvolver esse transtorno, também estd associado com a presenca de condicdes médicas
como doengas cardiacas e cancer. Além disso, a medicacdo usada para essas enfermidades
pode produzir efeitos colaterais que podem contribuir para o desenvolvimento da depressdao

(PARKER; BROTCHIE, 2010).

1.2.2. Fisiopatologia

A causa da depressdo esta relacionada com inumeros fatores que podem abranger
aspectos bioldgicos, socioecondmicos, doengas cronicas, gravidez, pos-parto e mudancas de
ambiente, onde episddios depressivos podem ocorrer apds um periodo estressante ou de perda
(RIHMER; GONDA; DOME, 2014).

A depressao € um transtorno multifatorial, diversas teorias sdo usadas para tentar
explicar sua fisiopatologia. Acredita-se que a depressdo resulte de anormalidades celulares e
moleculares que interagem com fatores genéticos e ambientais. Sabe-se também que a doenca
resulta, em parte, de uma deficiéncia na atividade monoaminérgica no cérebro. Alteracdes na
funcdo do receptor/neurotransmissor € no fator neurotréfico; desregulacdo do eixo
hipotdlamo-hipéfise-adrenal; disfuncdo da via do 6xido nitrico; neuroinflamacgdo e extresse
oxidativo sdo outras hipdteses estudadas para explicar a sua fisiopatologia (CHOPRA;
KUMAR; KUHAD, 2011).

A hipétese monoaminérgica da depressdo surgiu em 1965 e postula que o maior
processo neuroquimico envolvido na depressio € a disfuncdo na neurotransmissao
monoaminérgica e concomitante diminuicdo das monoaminas (norepinefrina (NE) e/ou
serotonina (5-HT)) na fenda sindptica, e também pode ser estendida para dopamina (DA)

(SCHILDKRAUT, 1965).
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Desta maneira a concentracio de monoaminas pode ser alterada através de uma
perturbacdo na sintese, armazenamento ou liberacdo, ou estes podem manter-se inalterados,
mas as atividades dos receptores e/ou mensageiros intracelulares podem estar alteradas. Esta
hipétese € aceita principalmente pelo fato de a maioria dos antidepressivos utilizados na
clinica, aumentam os niveis de monoaminas no cérebro através da inibi¢dao da recaptacdo de
5-HT, NE ou DA e/ou ainda age como inibidor da enzima monoamina oxidase, enzima que
biotransforma as monoaminas (PALAZIDOU, 2012).

O envolvimento do sistema serotoninérgico nio participa s6 na neurobiologia da
depressdo, mas também, em alteracbes do comportamento (ansiedade, impulsividade,
agressividade, regulacdo emocional). A serotonina € um neurotransmissor sintetizado a partir
do aminoécido triptofano. O triptofano € convertido em S-hidroxitriptofano, pela enzima
triptofano hidroxilase, posteriormente, é descarboxilado, formando a 5-hidroxitriptamina ou
serotonina, pela acdo da L-aminodcido descarboxilase. No organismo, a serotonina pode se
ligar a 14 tipos de receptores, que estdo distribuidos em 7 familias (5-HT: a 5-HT7). Os
farmacos que agem sobre este sistema t€ém sido largamente utilizadas no tratamento dos
distarbios depressivos, os inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina, como, por
exemplo, a fluoxetina, continuam sendo os farmacos mais prescritos (ANDREWS et al.;
2015; RODAN; GIBSON; PEARL, 2015).

Adicionalmente, o sistema dopaminérgico também ¢é um importante alvo
implicado nas desordens envolvendo os transtornos de humor, devido ao fato de que a funcao
dopaminérgica reduzida também estd implicada na fisiopatologia da depressdo. A DA ¢é
formada na via de sintese das catecolaminas, a partir do aminodcido tirosina (GOLAN et al.,
2014; RANG; DALE, 2016; SANDERS-BUSH; HAZELWOOD, 2012). Estudos tém
mostrado que a DA regula circuitos neuronais responsdveis pela mediacdo de diversos
sintomas da depressdo, como os circuitos do humor deprimido e as vias de recompensas
mesolimbicas, que modulam os circuitos da apatia, considerada como uma caracteristica
central do transtorno, e que o efeito de antidepressivos sobre a transmissao dopaminérgica
parece ser um importante fator que contribui para a eficicia da terapia antidepressiva
(SHANKMAN et al., 2010).

O papel do sistema noradrenérgico na depressdo também té€m sido relatado na
literatura. A noradrenalina (NA) é produzida a partir da DA pela a¢do da enzima dopamina 3-
hidroxilase. A acdo da NA, quando liberada na fenda sindptica mediante ao impulso nervoso,
se dd por meio da ativacdo dos adrenoreceptores localizados pds-sinapticamente (al, o2 e f3)

ou pré-sindpticamente (a2 e B2). Todos os adrenoreceptores trabalham através da interacdo
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com proteinas G. Os receptores B estimulam a adenilato ciclase e aumentam os niveis de
AMPc (adenosina monofosfato ciclico), o receptor al causa liberacdo de Ca™" intracelular, via
fosfolipase. E a ativacdo dos receptores 02, de localizacdo pré-sindptica, agem como
autorreceptores, reconhecem a NA e inibe a atividade da adenilato ciclase (LIUKAITIS,
2005; SALGADO et al., 2012). Diversas evidéncias demonstram a participagdo de o-
adrenoceptores e [-adrenoceptores na acdo de farmacos antidepressivos. Sendo que o
bloqueio de al-adrenoceptores estd associado a estados depressivos, enquanto que o
tratamento cronico com antidepressivos causa um aumento na densidade e na atividade de al-
adrenoceptores no coértex frontal e no hipocampo (PYTKA, 2016; RODAN; GIBSON;
PEARL, 2015).

As vias de estresse oxidativo também realizam um papel importante na depressao.
Estudos relatam varios distirbios oxidativos em pacientes deprimidos, incluindo dano
oxidativo e diminuic¢do dos niveis de enzimas antioxidantes. O estresse oxidativo causa danos
as proteinas € a0 DNA no cérebro, causando lesdo e apoptose de neurdnios (O’DONNELL;
DO; ARANGO, 2014). Além disso, a ativagdo do processo de estresse oxidativo provoca
peroxidacao lipidica, redu¢do da atividade antioxidante e o aumento do catabolismo de

monoaminas, tudo relacionado com a fisiologia da depressdao (VOLPE; PANENI, 2015).

1.3. Estresse oxidativo

Estresse oxidativo pode ser visto como um desequilibrio entre as defesas
antioxidantes e os radicais livres, e a habilidade da célula de se defender contra esses radicais,
o que pode fornecer um processo nocivo a célula. Radicais livres sdo geralmente formados
durante o transporte de elétrons, reacdes enzimdticas, de auto-oxidacdo, ou ainda, pelas
espécies reativas derivadas do oxigénio (EROs) e de nitrogénio (ERN). As EROs sdo por
exemplo, o radical anion superdxido (O;), o peroxido de hidrogénio (H,O,) e o radical
hidroxila (OH), e as principais ERNs sdo o 6xido nitrico (NO) e o peroxinitrito (ONOO)
(APRIOKU, 2013).

O peroxinitrito (ONOO’) € um oxidante potente que pode nitrar residuos de
tirosina de proteinas estruturais e, sob condicdes fisioldgicas, pode reagir com outros
componentes presentes em concentragdes elevadas, tais como H>O,, promovendo alteragdes

na funcdo da NADPH-oxidase. O peroxinitrito € altamente reativo, que induz a nitracdo da
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tirosina, peroxidacdo lipidica, e citotoxicidade, incluindo a morte celular (ARMENTA et al.,

2014).

Os radicais livres resultantes do desequilibrio redox enddégeno podem
desempenhar um papel importante na determinacdo do estresse oxidativo, morte celular e
consequentemente dano tecidual. O oxigénio reativo ocasiona a oxidagcdo dos lipideos de
membrana promovendo a peroxidacgdo lipidica, assim, a fun¢do e estrutura das membranas
celulares sdo perturbadas e destruidas pela peroxidag¢do lipidica. Esse processo gera
subprodutos como aldeidos reativos que podem alterar ainda mais a sua fungdo e,
subsequentemente, provocar danos celulares. O grau de peroxidacdo dos fosfolipidios é
determinando pelas concentracdes de malondialdeido (MDA) e o método comumente
aplicado é o de substincias reativas ao dacido tiobarbitirico (TBARS) (MARTINC;
GRABNAR; VOVK, 2014).

As EROs e ERNs tém importante funcdo bioldgica, no organismo, encontram-se
envolvidos na produ¢do de energia, regulacdo do crescimento celular, sinalizac@o intracelular
e sintese de substincias bioldgicas importantes. No entanto, seu excesso apresenta efeitos
prejudiciais, uma produgdo descontrolada de EROs ou ERNs pode levar a geracdo de um
estresse oxidativo e/ou nitrosativo (ANSCHAU; IAGUER, 2011).

O estresse oxidativo é uma caracteristica crucial nas doencas do SNC, como
doencas neurodegenerativas e outras doencas psiquidtricas (VOLPE; PANENI, 2015). Devido
ao cérebro conter uma grande quantidade de lipideos e metais oxiddveis em relagdo a outros
tecidos, € mais sensivel aos efeitos do estresse oxidativo. Para manter a produgdo de radicais
livres em niveis aceitos para a homeostasia celular, existem alguns sistemas de defesa
enddégeno de enzimas antioxidantes no cérebro (MAZZETTI et al., 2015).

Os antioxidantes s3o capazes de neutralizar os radicais livres gerados pelo
metabolismo celular ou por fontes exdgenas, impedindo seus efeitos nocivos, como: o ataque
sobre os lipideos, os aminodcidos das proteinas, a dupla ligacdo dos dcidos graxos
poliinsaturados e as bases do DNA, evitando assim, a formacdo de lesdes e perda da
integridade celular (BIANCHI; ANTUNES, 1999).

Muitas substancias naturais com atividade antioxidante sdo utilizadas para reduzir
ou neutralizar radicais livres. Os antioxidantes naturais dos organismos com funcdo
enzimdtica sdo representados pelas enzimas catalase, superéxido dismutase, glutationa
reduzida e peroxidase, sdo importantes por estarem associadas ao processo de detoxificagdao

de compostos oxidantes formados nos seres vivos. Havendo producio exagerada de agentes
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oxidantes nas células, sdo necessdrias o uso de fontes exdgenas para a neutralizagdo. Diante
disso, uma fonte potencialmente promissora para obten¢do exdgena de produtos antioxidantes
sdo os produtos naturais, uma vez que muitos alimentos e organismos vegetais sdo ricos em
agentes antioxidantes (TIWARI, 2011).

A glutationa, um tripeptideo formado a partir dos aminoacidos dcido glutamico,
cisteina e glicina, permanece no organismo em formas reduzidas (GSH) e oxidada (GSSG),
agindo diretamente em processos bioldgicos, incluindo metabolismo e protecdo celular. A
glutationa reduzida (GSH) é atualmente um dos antioxidantes mais estudados e o mais
abundante no meio intracelular. Esta molécula desempenha um papel crucial no processo de
desintoxicacdo que ocorre dentro das células. O GSH tem uma relacdo importante com a
peroxidacao lipidica devido a capacidade de tais compostos combinarem com radicais livres
que podem iniciar a peroxidagdo lipidica, bem como peréxido de hidrogénio reduzido
formado em células. (GIBLIN, 2000; MARTINC; GRABNAR; VOVK, 2014; MAZZETTI et
al., 2015).

1.4. Modelos Animais para a Investigacio de Possiveis Alteracoes
Neurocomportamentais induzidas por Bioativos

A resposta emocional ao estresse, processos de aprendizado, conclusdo de tarefas
sdo atividades esperadas de um sistema nervoso intacto, o qual estd vulnerdvel a fatores
ambientais que incluem condi¢des fisicas (traumas e alteracdes na temperatura), bem como
fatores quimicos. A exposicdo a quimicos podem resultar em efeitos neurocomportamentais
dependendo da substancia quimica em particular, as circunstincias de exposi¢do, duracdo e
intensidade de exposi¢do, bem com a susceptibilidade do organismo. Muitos ensaios
neurocomportamentais tém sido utilizados por décadas para se compreender sobre as bases
neurais do comportamento. Os testes de analises neurocomportamentais podem avaliar uma
variedade de aspectos, incluindo fungdes autondmicas, neuromusculares, sensitivas e
excitatérias (MOSER, 2001).

Os modelos animais de avali¢do neurocomportamental tém sido caracterizados em
trés classes: modelos animais de desordens clinicas, bioensaios comportamentais e teste de
screenig comportamentais (WILLNER, 1991). Entre eles, o screening neurocomportamental
tém sido utilizado para avaliar o impacto de fadrmacos em comportamentos especificos, os
quais estdao envolvidos em distirbios comportamentais de interesse, como a ansiedade e a

depressao (TECOTT; NESTLER, 2004).
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Uma grande variedade de modelos t€ém sido empregado no esforco de se avaliar
comportamentos ansiogénicos ou ansioliticos em roedores. Entre os testes mais comuns estao
a caixa claro-escuro, o enterramento de esferas, o labirinto em cruz elevada, a placa perfurada
e a observacdo de alguns parametros do campo aberto. Alguns destes procedimentos sdo
baseados na aversdo inata de roedores a espacos abertos, elevados, iluminados e no
comportamento exploratério natural em resposta a novos ambientes (CRAWLEY;
GOODWIN, 1980; RAUPP et al., 2008).

Estes testes geram uma situacdo de conflito nos roedores entre o comportamento
exploratério e a tendéncia inicial de se evitar um ambiente ndo familiar (neofobia), e sdo
classificados como testes de conflito ndo-condicionados, uma vez que aferem dados a partir
do comportamento natural dos animais, sem exigir treinamento, privacdo alimentar ou dor
antes da execucdo do teste (GRAEFF; GUMARAES, 2012).

Os modelos animais de depressdo mais utilizados sdo os testes de nado for¢ado e
suspensdo da cauda. Esses modelos sdo baseados na exposicdo do animal a condig¢des
estressantes, situacOes ameacadoras onde o animal entra em desespero comportamental,
tendendo a assumir uma postura imovel (CRYAN; MOMBEREAU; VASSOUT, 2005;
STERU et al., 1985).

O uso de modelos animais permite uma investigacdo cientifica do comportamento
de processos e mecanismos fisiopatolégicos envolvidos no controle de comportamentos
normais e anormais (HOLMES, 2003; MATTHEWS et al.,, 2005; OVERMIER, 1999;
PETTERS; SOMMER, 2000; RODGERS et al., 1997). Por este motivo, modelos animais de
avaliacdo de alteragdes neurocomportamentais sdo importantes em todas as dreas de pesquisas

biomédicas.

1.5. Plantas e produtos naturais

Durante séculos, produtos naturais, particularmente plantas, foram usadas para
controlar e tratar doencas e isso culminou na descoberta da maioria dos modernos agentes
farmacéuticos. A utilizacdo desses produtos € tdo antiga quanto a civilizacdo humana,
registros da pratica farmacéutica de antigos egipcios foram datadas em "Ebers Papyrus", e é
de aproximadamente 1550 a.C. O papiro, que descreve mais de 700 farmacos, principalmente

de origem vegetal, detalha diferentes formulagdes farmacéuticas, sendo comumente utilizados

como veiculos (CRAGG; NEWMAN, 2013). Além disso, a documenta¢do do conhecimento
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desempenha um papel fundamental na bioprospeccdo de plantas medicinalmente valiosas
(PARIMELAZHAGAN, 2016).

Nos dltimos anos, tem crescido o interesse de produtos naturais para o uso
terapéutico, algumas plantas medicinais descritas, sdo até hoje, relevantes na medicina
moderna. Embora alguns materiais vegetais jd ndo sejam utilizados como medicamentos,
continuam a ser importantes fontes de principios ativos purificados que se tornaram
fundamentais para a terapia moderna (LALL; KISHORE, 2014; TABASSUM; HAMDANI,
2014). Os produtos naturais sdo estruturalmente diversos e servem como fonte de estudo no
desenvolvimento de novos farmacos (SCHUFFENNHAUER; VARIN, 2011). Portanto,
acredita-se que os produtos naturais tém essa vantagem em relacdo aos grandes compostos
sintéticos (HARVEY et al., 2010).

Segundo Ferreira e colaboradores (2014), a Organizagdo Mundial da Saude tem
incentivado o uso de terapias alternativas juntamente com conhecimentos técnicos, a mesma
afirma que cerca de 85% da populacio mundial, usa plantas medicinais para propdsitos
terapéuticos.

Apesar da vasta utilizacdo da fitoterapia como terapia alternativa, o uso clinico de
medicamentos obtidos de plantas ainda é limitado, estima-se que somente 6% de
aproximadamente 300.000 espécies de plantas t€ém sido investigadas farmacologicamente e
cerca de 15% investigadas quimicamente (CRAGG; NEWMAN, 2013). Porém, hd vérios
relatos na literatura de atividades farmacoldgicas de plantas, que contribuem para um avango
da investigacdo cientifica e para o desenvolvimento de uma visdo critica sobre o uso da
fitoterapia (ANTONIO et al., 2014).

Dentre esses relatos podemos citar estudos envolvendo a aplicacdo de espécies
vegetais para tratar enfermidades, tais como: bronquite, distirbios digestivos (BENARBA et
al., 2015; CHERMAT et al., 2015), doencas do trato respiratério (BENARBA et al., 2015),
hematomas (TUTTOLOMONDO et al., 2014), inflamacdes urindrias (OZDEMIR;
ALPINAR, 2015), psoriase (DENG et al.,, 2014), depressio (PIRES; FREITAS;
RODRIGUES, 2013). A crescente busca por agentes terapéuticos derivados de plantas
justifica-se pela quantidade de doencas ainda sem tratamento efetivo e pelo reconhecimento
cientifico de fitofairmacos como importantes alternativas terapéuticas. Esses estudos podem
auxiliar na obtencdo de dados para uma maior seguranca farmacoldgica e, assim, menos

efeitos adversos (RAMOS; DUARTE; JIMENEZ, 2015).
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1.5.1. Consideracoes sobre o género Stemodia.

Stemodia é um género da familia Scrophulariaceae, representado por cerca de 150
espécies distribuidas na Asia, Africa, Australia e América. No Brasil, sdo predominantes 16
destas essas espécies. Recentemente, pesquisas taxondmicas com base em dados genéticos e
moleculares, para este género, em conjunto com outros géneros, como Bacopa, Deinostema,
Digitaris,  Dopatrium,  Ellisiophyllum,  Hemiphragma,  Limnophila, =~ Mecardonia,
Microcarpaea, Scoparia, Veronica e Veronicastrum, foram transferidos para a familia
Plantaginaceae. Este é um problema que o avango cientifico vem tentando contornar. Com o
advento de ferramentas moleculares, a identificacdo e posicionamento de muitas espécies
estdo sendo reclassificadas. (CHAMY et al., 1991; ZIPCODEZOO, 2015; FLORA DO
BRASIL, 2017).

Esse género apresenta planta do tipo herbicea, perene, com cerca de 50 cm de
altura. Possui folhas simples, sésseis, com filotaxia opostas cruzadas e presenca de tricomas.
As flores sdo isoladas, pedunculadas, de coloragao lilds, dispostas em nimero de 2 ou 3 flores
nas insercoes foliares, ao longo de todo ramo. Os frutos sdo marrons e permanecem aderidos a
planta por vérias semanas apds a maturagdo das sementes.

O estudo quimico das espécies de Stemodia tem apresentado algumas classes de
metabolitos secunddrios, como compostos fendlicos, flavonoides, triterpenos esteroidais e
curcubitacinas, geralmente glicosilados, e com predominancia de diterpenos com esqueleto do
tipo estemodano, labdano, abietano e bisepoxido (RODRIGUES et al., 2010; ALLEN et al.,
2006; SILVA; SILVEIRA; PESSOA, 2010; SILVA et al., 2008).

1.5.1.1. Stemodia maritima Linn.

Stemodia maritima L. (Figura 1), encontrada na parte norte da América do Sul e
na maioria das ilhas do Caribe, ¢ conhecida como “a for¢a do homem pobre”, por ser usada
como remédio para tratar varios tipos de doencas do corpo, como dor de estdbmago, edema e
inchaco (WHITE; SOMERS, 1994). No Nordeste brasileiro é conhecida popularmente como
“melosa ou meladinha” e ocorre principalmente em dreas salinizadas (SILVA et al., 2006;
MOREIRA; BRAGANCA, 2011). Diversas atividades bioldgicas sdo relatadas para seus
compostos, tais como: atividade antioxidante, antimicrobiana, antiviral e anticancer

(HUFFORD et al., 1991; SILVA et al., 2014).
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Figura 1 - Stemodia maritima L.

Fonte: Zipcodezoo, 2015. Foto de Alex Popovkin.

O estudo quimico de Stemodia maritima Linn. proporcionou um conhecimento de
oito compostos naturais, sdo esses: jaceidina, estemodinol, estemodina, estemodinosideo,
1socrenatosideo, crenatosideo, isoverbascosideo e verbascosideo. No Sm sao relatados seis,
destes oito compostos, excetuando-se o isoverbascosideo e verbascosideo, apenas relatado nas
raizes de Stemodia maritima (SILVA et al., 2014).

A Jaceidina, ja conhecida na literatura pelo seu teor antioxidante (ALJANCIC et
al.,, 2010), é uma flavanona descrita em Sm, além de antioxidante, jaceidina demonstra
atividade antibacteriana (ALLISON et al., 2017).

A Estemodina e o Estemodinosideo apresentam atividade antibacteriana, onde o
primeiro relato foi feito por Silva e colaboradores (2014). Os diterpendides do tipo
estemodanes despertam interesse hd anos, porque possuem uma estrutura esquelética
semelhante a de Aphidicolin - o potente agente antiviral, antitumoral e fitotéxico - isolado de
fermentagdes do fungo Cephalosporium Aphidicola. Estemodinosideo apresenta atividade
antibacteriana contra Klebsiella pneumonia e Listeria monocytogenes. Muitas substincias
produzidas a partir de Estemodina por biocatdlise também demonstram atividades antivirais,
bem como atividade inibidora da peroxidacdo de lipidos e ciclooxigenase 1 e 2 (RUSSELL et
al., 2011).

Crenatosideo e 1isocrenatosideo apresentam atividade antiviral, inibindo

seletivamente a neuraminidase (propriedades dos glicoproteinas localizadas na superficie do
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virus influenza). Neuraminidases sdo cruciais para a replicacdo e infecciosidade do virus.
Além disso, pode facilitar o estdgio de infecc@o pelo virus influenza para as células epiteliais
pulmonares (CHEN et al., 2016). Silva (2014) demonstrou em seu estudo que o crenatosideo
também possui alto potencial antioxidante in vitro quando comparado a vitamina C, pelo
bioensaio de inibicdo de DPPH.

Portanto, a literatura demonstrou varios efeitos dos constituintes existentes no
extrato etanolico de Stemodia maritima, entre eles bioativos antioxidantes e anti-
inflamatérios, contudo nao foram encontrados trabalhos que tenham verificado efeitos
centrais desse extrato, desse modo, apds screening neurofarmacoldgico, hipotetizamos que
esse extrato apresenta modulagdo no Sistema Nervoso Central de camundongos contra

ansiedade, depressdo e o estresse oxidativo.
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2. OBJETIVOS

2.1. Geral

Avaliar os efeitos do extrato etandlico de Stemodia maritima no Sistema Nervoso
Central, em modelos experimentais de Ansiedade e Depressio em camundongos, em um

tratamento subcronico.

2.2. Especificos

-Identificar os possiveis efeitos neurocomportamentais do extrato de S. maritima
em camundongos;

-Avaliar possiveis alteracOes fisiolégicas indicativas de toxicidade em
camundongos;

-Investigar se S. maritima interfere na atividade locomotora espontanea de
camundongos;

-Analisar os efeitos da administracdo subcrdnica de S. maritima em camundongos
submetidos a modelos comportamentais de ansiedade (labirinto em cruz elevado; placa
perfurada) e depressao (nado for¢ado; suspensao da cauda);

-Investigar o envolvimento do sistema noradrenérgico no tratamento subcronico
com S. maritima em modelos de ansiedade e depressao.

-Avaliar o efeito de S. maritima em alteracdes neuroquimicas (niveis de
nitrito/nitrato; peroxidacgdo lipidica e glutationa reduzida) no cortex pré-frontal (CFP), corpo
estriado (CE) e hipocampo (HC) de camundongos submetidos ao modelo de Ansiedade e

Depressao;
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Material Botanico

As folhas de Stemodia maritima Linn. foram coletadas em Flexeiras no municipio
de Trairi — Ce, pela equipe do Departamento de Quimica Organica e Inorganica da
Universidade Federal do Ceard — UFC, sob orientacdo da Professora Dra. Angela Martha
Campos Arriaga. A 1identificacdo botanica dessa espécie foi realizada pelo professor
Edson P. Nunes, do Departamento de Biologia da UFC. Sua exsicata encontra-se depositada
no Herbario Prisco Bezerra do mesmo departamento, sob o nimero de registro 38.483.

A extracdo foi realizada pela doutoranda Francisca Renata Lopes da Silva,
conforme descrito a seguir: as folhas (830 g) de S. maritima foram trituradas, secas e
submetidas a extracdo com etanol a temperatura ambiente. A solugc@o obtida foi filtrada e
evaporada a pressdo reduzida em rota-evaporador, resultando no extrato denominado Sm
(65,4 g) com 7,88% de rendimento. Uma aliquota de Sm, foi cedido gentilmente pela Profa.
Dra. Angela Martha Campos Arriaga para realizacdo desse estudo, e outra parte estd sendo
utilizada para estudo quimico por métodos cromatogréficos, para separacdo, identificacdo e
modificacdo de seus constituintes quimicos, que constituem o tema de tese de doutorado de

Francisca Renata Lopes da Silva do Programa de P6s-graduacdo em Quimica da UFC.

3.2. Animais

Foram utilizados camundongos Swiss (Mus musculus albinus) adultos, machos,
com peso entre 25-35 g, provenientes do Biotério Central da Universidade Federal do Ceara
(UFC) e encaminhados ao Campus Sobral. Os animais foram mantidos na Hospedaria da UFC
em caixas de polipropileno com no méximo 6 animais, em condi¢cdes ambientais semelhantes,
com temperatura média de 24 + 2° C, com ciclo claro/escuro de 12 horas, recebendo racao

padrdo e dgua a vontade.

3.2.1. Aspectos Eticos

Os protocolos experimentais seguiram de acordo com o “Guia para Cuidados e

Uso de Animais de Laboratério” da Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de
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Laboratério (SBCAL). Todos os esforcos foram feitos para minimizar o ndmero € o
sofrimento dos animais.

O projeto com as metodologias utilizadas nesse trabalho foi aprovado pelo
Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA), da Universidade Federal do Ceard — Campus
Sobral, com o ndmero de protocolo de aprovacgdo 15/15 (ANEXO A).

3.3. Drogas e Reagentes

Tabela 1 - Drogas utilizadas na metodologia.

Drogas/Reagentes Origem

Cloridrato de Imipramina Cristélia

Cloridrato de Prazosina Minipress®, Pfizer

Diazepam Unido Quimica Brasil

Dimetil Sulféxido (DMSO) Sigma Chemical., Co.,USA
Extrato de Stemodia maritima Laboratério de Quimica Organica

e Inorganica - UFC

Fonte: Autora.

3.4. Preparo das drogas e via de administracao

A Sm foi dissolvida em Dimetil Sulféxido a 5% (DMSO 5%), administrados via
intraperitoneal (i.p.), a via foi escolhida com base nos tratamentos de extrato etandlico
encontrados na literatura (RABIEI et al., 2013). Foram utilizadas as doses de Sm: 2,5; 5; 10 e
20 mg/Kg, selecionadas a partir de estudos de screening realizados no laboratorio de
Fisiologia e Neurociéncias da UFC — Campus Sobral. Os grupos controles receberam veiculo
(DMSO 5% 1i.p.). As demais drogas utilizadas foram dissolvidas diretamente em dgua
destilada e administradas via i.p. e/ou oral. Todas as substancias foram administradas em um

volume de 0,1 mL/10 g de peso do animal.

3.5. Tratamento dos grupos experimentais
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Os animais foram aleatoriamente divididos em grupos (n=6) e tratados com Sm,
nas doses de 2,5 (Sm2,5); 5 (Sm5); 10 (Sm10) e 20 (Sm20) mg/Kg (i.p.), durante 14 dias.
Durante o periodo de tratamento os animais foram pesados diariamente € o volume
administrado foi de acordo com o peso de cada animal. Os testes comportamentais foram
realizados no 14° dia de tratamento, 30 minutos apds o tratamento com Sm e/ou veiculo e 30
minutos apds o tratamento com as demais drogas.

Como padrio de drogas antidepressivas, foi utilizado Imipramina (IMI) 10 e 30
mg/Kg (i.p), nos testes de Nado Forcado e Suspensdo da Cauda, respectivamente. Diazepam
(DZP), na dose de 1 mg/Kg (i.p.) foi utilizado como droga padrdo para os testes de Placa
Perfurada e Labirinto em Cruz Elevada, DZP 2 mg/Kg (i.p.) para o teste de Campo Aberto.
Ainda foi utilizado Prazosina (PRA) na dose de 1 mg/Kg via oral (v.0.), nos testes de Nado

Forcado e Suspensdo da Cauda, para avaliar o envolvimento do sistema noradrenérgico.

3.6. Protocolo experimental

Os experimentos comportamentais foram realizados entre 10:00 e 15:00 horas, em
dias distintos, onde os animais foram observados em um ambiente fechado, desprovido de
barulhos externos e com temperatura constante (24 + 1°C). Para o teste de campo aberto e
labirinto de Cruz elevada, foi utilizado uma iluminacio de baixa densidade (luz vermelha de
15 W). Os demais ensaios foram realizados com iluminac¢do normal. Em todos os testes com
excecdo da suspensdo da cauda e nado forcado, apds a observacdo de cada animal foi
utilizado alcool 10% para a remocdo de residuos e odor deixados pelo animal. Grupos de
animais foram utilizados apenas uma vez nos testes de Campo aberto, Labirinto em Cruz
elevado e Placa perfurada, respectivamente. E outros grupos animais foram utilizados para os
testes de Suspensdo da Cauda e Nado Forgado, respectivamente. Outros animais ainda foram

utilizados para as andlises preliminares.

3.7. Analises neurocomportamentais e fisiologicas preliminares

Os animais foram divididos aleatoriamente em quatro grupos (n=3 per grupo), os
quais foram tratados uma unica vez com Sm (1; 10 e 100 mg/Kg, i.p.) ou veiculo (DMSO 5%
1.p.) e alocados em gaiolas para observagdes de possiveis alteracdes neurocomportamentais e

fisiolégicas nos periodos de 0-5, 15 e 30 minutos, e 1, 2, 4 e 24 horas apds a administragdo,
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de acordo como descrito por Carlini (1972) (Figura 2). Apés 24 horas, os animais foram
sacrificados e, em seguida, figado, rins e coracdo foram removidos para andlise de uma

possivel alteracdo na massa imida.

Figura 2 - Andlise neurocomportamental.

Fonte: Frota, 2015. Legenda: Camundongos foram colocados em gaiolas apropriadas para observacdo dos
parimetros (A), segundo Carline (1972), como: Permanéncia nos cantos (B), Escalacio (C), Sonoléncia (D).
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3.8. Modelo Experimental da Atividade Locomotora

3.8.1. Teste do Campo Aberto (Open field test)

Este teste, baseado na metodologia descrita por Sielgel (1946) e validada por
Archer (1973), € utilizado para analisar a atividade exploratéria do animal. Consiste numa
caixa de madeira com piso preto (30 x 30 x 15 cm) dividido em nove quadrantes iguais. Os
animais foram submetidos ao campo aberto apds 30 minutos do tratamento, os parametros
avaliados foram: nimero de cruzamentos com as quatro patas (movimentacdo espontinea),
nimero de levantamentos sob as patas traseiras (rearing), nimero de comportamentos de
auto-limpeza (grooming), registrados no tempo de 5 minutos (Figura 3). Além dos grupos
tratados com Sm (2,5; 5; 10 e 20 mg/Kg i.p.) e veiculo (DMSO 5%), um grupo foi tratado

com DZP (2 mg/Kg; i.p.) como controle positivo.

Figura 3 - Teste do Campo aberto.

30 minutos

5 minutos

Sm (2,5; 5; 10 e 20 mg/Kg

i.p.) DZP (2,0 mg/Kg; i.p.) ou
veiculo.

Parametros observados: N°

de

Cruzamentos, rearing e grooming

Fonte: Autora.
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3.9. Modelos Experimentais da Atividade Ansiolitica

3.9.1. Teste de Labirinto em Cruz Elevado (Plus maze test)

Este teste foi descrito inicialmente por Pellow e colaboradores (1985) e, adaptado
para camundongos por Lister (1987), é utilizado como ensaio comportamental para avaliar
possiveis efeitos ansioliticos de agentes farmacoldgicos, bem como para auxiliar na
determina¢do de regides cerebrais e mecanismos envolvidos no comportamento relacionado
com a ansiedade. Consiste em uma juncdo de quatro bracos elevados a 45 centimetros do
chio, consistindo de dois bracos abertos (30 x 5 cm) (sem paredes, deixando os animais
expostos ao meio) e dois fechados (30 x 5 x 25 cm) (com paredes, servindo com um abrigo
seguro para o animal) perpendiculares, os quais sdo quantificados o percentual relativo ao
nimero de entradas do animal em cada braco (WALF; FRYE, 2007).

Os animais foram colocados no centro da jun¢do dos bragos, para avaliacdo dos
parametros comportamentais, que foram: nudmero de entradas (NEBA) e tempo de
permanéncia (TPBA) nos bragos abertos e percentagem do nimero de entradas (PEBA) e do
tempo de permanéncia (PTBA) nos bracos abertos (Figura 4). Cada animal foi analisado no
referido teste por um periodo de 5 min. Além dos grupos tratados com Sm (2,5; 5; 10 e 20
mg/Kg 1.p.) e veiculo (DMSO 5%), um grupo foi tratado com DZP (1 mg/Kg; 1.p.) como

controle positivo.

Figura 4 - Teste de Labirinto em Cruz Elevado (Plus maze test).

r;;' ; - Q 30 minutos

5 minutos

:5,!11 (2,5; 5; 10 e 20 -mgIKg Parametros observados: NEBA,
i.p.) DZP (1,0 mg/Kg; i.p.) ou TPBA, PEBA e PTBA.
veiculo.

Fonte: Autora.
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3.9.2. Teste da Placa Perfurada (Hole board test)

O teste da Placa Perfurada foi utilizado para determinar a acdo de bioativos no
comportamento exploratério e, em especial no aprendizado. O aparato utilizado consiste em
uma plataforma plana com orificios, pelos os quais os camundongos podem colocar suas
cabecas a fim de explorar o ambiente (head dips) (CLARK et al., 1971). Através da andlise da
quantidade de vezes do animal em colocar a cabeca nos orificios, bem como pelo tempo de
permanéncia da mesma, € possivel avaliar drogas quanto a possiveis efeitos psicotropicos
(DHARA; PAL; NAG CHAUDHURI, 2002). Deste modo, buscou-se utilizar o teste da Placa
Perfurada para avaliar os efeitos de Sm na atividade exploratéria de camundongos. Apds 30
minutos do tratamento, os animais foram submetidos a placa perfurada para avaliacdo dos
parametros comportamentais (Figura 5). Além dos grupos tratados com Sm (2,5; 5; 10 e 20
mg/Kg 1.p.) e veiculo (DMSO 5%), um grupo foi tratado com DZP (1 mg/Kg; i.p.) como

controle positivo. Cada animal foi analisado no referido teste durante de 5 min.

Figura 5 - Teste da Placa Perfurada (Hole board test).

S o> o o
L= d 30 minutos
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= o e .
7 I:> e © o o
; F
5 minutos

Sm (2,5; 5; 10 e 20 mg/Kg
i.p.) DZP (1,0 mg/Kg; i.p.) ou
veiculo.

Fonte: Autora.
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3.10. Modelos Experimentais da Atividade Antidepressiva

3.10.1. Teste da Suspensao da Cauda

O teste da suspensdo da cauda € um dos modelos cldssicos utilizado para avaliar
os efeitos antidepressivos de uma droga (STERU et al., 1985). Os animais foram suspensos
por cerca de 1 cm a partir da ponta da cauda, por uma fita adesiva numa plataforma a 45 cm
de altura. Foi analisado a duracdo da imobilidade dos animais durante 6 minutos (Figura 6).
Esse modelo tem validade preditiva, uma vez que drogas com atividade antidepressiva
utilizadas na terapia da depressdo em humanos diminuem o tempo de imobilidade de
camundongos nesse teste (STERU et al., 1985; CRYAN; MOMBEREAU; VASSOUT, 2005).
Além dos grupos tratados com Sm (2,5; 5; 10 e 20 mg/Kg i.p.) e veiculo (DMSO 5%), um
grupo foi tratado com IMP (30 mg/Kg; i.p.) foi utilizada como droga-padrao para a

confiabilidade do teste.

Figura 6 - Teste de Suspensdo da Cauda.

30 minutos

Sm (2,5; 5; 10 e 20 mg/Kg 6 minutos
i.p.) IMP (30 mg/Kg; i.p.) ou
veiculo.

Fonte: Autora.
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3.10.2. Teste do Nado Forcado

O teste consiste em uma exposi¢do do animal a um tanque (22 cm de didmetro por
40 cm de altura) com dgua (25 °C) até a metade, cerca de 20 cm, por 5 minutos, onde é
avaliado a durag@o de imobilidade de cada animal. Este teste consiste em avaliar uma possivel
atividade antidepressiva induzida por drogas, seguindo a metodologia descrita por Porsolt et
al. (1978) (Figura 7). Os animais foram submetidos ao teste 30 minutos apds o tratamento

com IMP (10 mg/Kg; i.p.), Sm (2,5; 5; 10 e 20 mg/Kg i.p.) e veiculo (DMSO 5%).

Figura 7 - Teste de Nado Forgado.

,.__J : 30 minutos
k) ; )
\ BT

5 minutos

Sm (2,5; 5; 10 e 20 mg/Kg
i.p.) IMP (10 mg/Kg; i.p.) ou
veiculo.

Fonte: Autora.

3.11. Avaliacdo do Envolvimento do Sistema Noradrenérgico na Atividade
Antidepressiva

Para avaliar a participag¢ao do Sistema Noradrenérgico no efeito antidepressivo, 0s
animais foram pré-tratados com um antagonista do receptor adrenérgico a1, Prazosina (PRA 1
mg/Kg), via oral (v.0.), trinta minutos antes do tratamento com Sm (20 mg/Kg); Veiculo ou
IMP (10 e 30 mg/Kg). Apds trinta minutos do ultimo tratamento, os animais foram

submetidos aos testes comportamentais de Nado Forcado ou Suspensdo da Cauda.
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3.12. Dissecacao das Areas Cerebrais

No 14° dia, apds os testes comportamentais, os animais foram devidamente
sacrificados por descolamento cervical e, logo em seguida, os encéfalos foram retirados e
colocados sobre papel aluminio e gelo. Em seguida o hipocampo (HC), o corpo estriado (CE)
e o cortex pré-frontal (CFP), foram isolados das estruturas circunjacentes por
divulsionamento. Apds a dissecagdo, cada area foi pesada e armazenada separadamente em

papel aluminio a -80 °C para posteriores andlises neuroquimicas.

3.13. Analises Neuroquimicas

3.13.1. Determinacao dos Niveis de Peroxidacao Lipidica (TBARS)

O grau de lipoperoxidacdo nas areas cerebrais (HC; CE e CFP), foi medido
através da determinacdo das concentracdes de substincias reativas do 4cido tiobarbitirico
(TBARS), conforme o método de Draper e Hadley (1990), seguindo o protocolo a seguir.

Os tecidos cerebrais foram homogeneizados a 10% em tampao fosfato 150 pM
(pH 7,4). Apds homogeneizagao, sessenta e trés microlitros (63 pL) do homogenato foram
adicionadas em microtubos tipo eppendorf, seguido da adi¢cdo de 100 pL de acido perclorico a
35%. As amostras foram centrifugadas a 14000 g durante 15 minutos a 4 °C. Em seguida, 150
pL do sobrenadante de cada amostra foi transferido para novos microtubos e adicionado 50
puL de acido tiobarbitirico a 1,2%. A mistura foi levada ao banho de adgua fervente (95°C/30
min). Apds as amostras esfriarem, foram colocadas em uma placa de 96 pogos para leitura em
Elisa (535 nm). Os resultados foram expressos em micromol de malondialdeido (MDA) por

mg de tecido.

3.13.2. Determinaciao da Concentracao de Nitrito/Nitrato

Para a determinagdo da produgdo de Nitrito/Nitrato, primeiramente foi preparado
uma curva padrdo. Para isso, foram pesados 6,9 mg de NaNO; e dissolvidos em 10 mL de
dgua destilada (estoque-10 pM) e feitas as dilui¢cdes em série (10 e 20 x), ficando 1 pM, 100
uM, 10 pM, 5 uM, 2,5 uM, 1,25 uM, 0,625 uM, 0,312 uM. Foi realizada uma equacao da
reta para o célculo das concentragdes do teste (GREEN; TANNEMBAUN; GOLDMAN,
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1981). Para a determinacdo da concentracdo de nitrito em cada tecido, foram preparados
homogenatos das dreas cerebrais a 10% (em tampao fosfato 150 mM (pH 7,4). Uma aliquota
de 200 pL. dos homogenatos foi centrifugada (11000 x g, 15 min). Apds centrifugacao, 100
uL de sobrenadante foram coletados e a produgdo de 6xido nitrico (NO) determinada através
da reacdo de Griess. Foi incubado 100 pL do sobrenadante com 100 pL do reagente de Griess
[sulfanilamida 1 % em H3;PO4 1 %/ N-(-1-naphthyl)-ethylenediamine 0,1 %/ HiPO4 1 %/
diluido em dgua (1:1:1:1)] a temperatura ambiente por 10 minutos. A absorbancia foi medida
em equipamento de Elisa a 540 nm. A concentragdo de nitrito (uM) sera determinada a partir

de uma curva padrdo de NaNO,.

3.13.3. Determinaciao da Concentracao de Glutationa Reduzida (GSH)

A glutationa é o maior agente antioxidante produzido por células animais, o qual
pode ser encontrado em sua forma oxidada (GSSG) ou reduzida (GSH) (SCHOLZ et al.,
1964). A determinagdo da concentracdo de GSH baseia-se na reacdo do reagente de Ellman
(5,5'-ditiobis-4cido 2-nitrobenzdico) (DTNB) com o tiol livre originando um dissulfeto misto
mais 4cido 2-nitro-5-tiobenzdico.

Inicialmente preparou-se o homogenato a 10% em EDTA 0,02 M, em seguida foi
retirado 400 pL desse homogenato e adicionado 320 pL de dgua destilada e mais 80 pL de
acido tricloracético a 50%. O material foi agitado e centrifugado a 3000 g por 15 minutos. Em
seguida, foi recolhido 400 pL do sobrenadante e acrescido 800 puL de tampao Tris-HCL 0,4 M
(pH 8,9) e mais 20 uL. de DTNB (0,01 M) e ap6s 1 minuto da reacgdo foi feito a leitura da
coloragdo em 412 nm através de um espectrofotdmetro. A concentracdo de glutationa
reduzida foi expressa em nanogramas de GSH/g de tecido, tendo por base uma curva padrao.
A curva padrdo foi construida a partir da solu¢do padrao de GSH (1 mg/mL), a qual foi
preparada em triplicata de solucdes a 6,25; 12,5; 25; 50 e 100 pg/mL. O branco foi feito com
agua destilada (4 mL) e a cada tubo das solu¢des de GSH foi acrescentado de 4 mL de tampao
Tris HCI 0,4 M (pH 8,9). Para a determinacdo da equacdo da curva padrao de GSH, foi
adicionado ainda a cada tubo 0,1 mL de DTNB (0,01 M) e ap6s 1 minuto feito a leitura da
coloragdao em 412 nm (SEDLAK; LINDSAY, 1968).
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3.14. Analise Estatistica

Todos os valores numéricos foram apresentados com erro padrdo da média (EMP) e
submetidos a anélises de diferencas estatisticas. Utilizou-se a andlise de variancia (one-way
ANOVA), seguido pelo teste de comparagdes multiplas de Bonferroni. Foram considerados
os valores p<0,05 como estatisticamente significativos. As andlises estatisticas foram
realizadas no programa GraphPad Prism, versdao 6.0 (San Diego, CA, EUA). Adicionalmente,

todos os experimentos foram realizados por observadores “cegos”.
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4. RESULTADOS

4.1. Analises Neurocomportamentais e Fisiologicas Preliminares

De acordo com as anélises preliminares, os resultados sugerem que Sm, nas doses
de 1; 10 e 100 mg/Kg, apresentam efeitos neurocomportamentais similares. Foram
observados efeitos indicativos de acao no Sistema Nervoso Central, tais como: diminui¢do da
atividade motora; tremor; piloere¢do; ptose palpebral; grooming excessivo e sonoléncia.
Todas as doses foram relacionadas com o grupo controle, tratado com Veiculo (DMSO 5%),
como mostra a tabela 2.

Nenhuma alteragdo fisioldgica significativa foi encontrada, em relagdo a atividade
renal (mic¢do) e do colon (defecagcdo), bem como nas massas umidas dos 6rgados analisados

(figado, rins e coragdo), quando comparados ao grupo controle (Tabela 3).



Tabela 2 - Andlises neurocomportamentais preliminares.

Grupos
Veiculo (i.p.)
Sm 1 mg/Kg (i.p.)

Sm 10 mg/Kg (i.p.)

Sm 100 mg/Kg (i.p.)

Fonte: Autora. Legenda: Os camundongos (n=3) foram tratados com Sm (1; 10 e 100 mg/Kg i.p.) e observados
segundo os parametros neurocomportamentais de Carlini (1972), durante os primeiros 5 minutos, e,

Efeitos comportamentais observados

Alteracdes comportamentais nao significativas.
Diminuicdo da atividade motora de 30 min a 4° h;
Permanéncia nos cantos a partir dos 30 min apds
administracdo; Tremor nos primeiros 15 min;
Piloerecdo a partir dos 30 min; Ptose palpebral semi-
parcial e total a partir da 2* h; Grooming excessivo
nos primeiros 15 min; (em relacdo ao grupo Veiculo).
Diminuicdo da atividade motora de 15 min a 4° h;
Permanéncia nos cantos a partir dos 30 min apds
administracdo; Tremor na 24* h; Piloerecdo a partir
dos 30 min; Ptose palpebral semi-parcial ou parcial a
partir da 4* h; Reducdo do tonus muscular de 15 min
a 2 h, ap6s administra¢do; Sonoléncia a partir da 4° h;
(em relag@o ao grupo Veiculo).

Diminuicdo da atividade motora; Permanéncia nos
cantos; Piloerecao no 30° min e a partir da 2* h; Ptose
palpebral semi-parcial na 2* h; Sonoléncia dos 30

min a 2* h; (em relacdo ao grupo Veiculo).

posteriormente nos tempos de 15, 30, 60 min e 2, 4 e 24 h.



Tabela 3 - Andlises fisioldgicas preliminares.

Grupos

Veiculo

Sm 1

Sm 10

Sm 100

Miccao

(ntimero de
vezes) Média

+ EPM

2,66 + 0,66

1,33 +0,33

1,43 + 0,37

1,33 +0,33

Defecacao

(nimero de
bolos fecais)
Média + EPM

89,3 + 68,3

73,3 + 60,3

63,4+ 23,3

57,6 +47,1

Figado
(massa
Umida - g)
Média +
EPM

1,34 + 0,18

1,29 + 0,04

1,12 + 0,08

1,15+ 0,08

Rins
(massa
timida -g)
Média +
EPM

0,46 + 0,01

0,49 + 0,02

0,38 + 0,03

0,38 + 0,03
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Coracao
(massa
tmida - g)
Média +
EPM

0,18 + 0,01

0,23 + 0,03

0,17 + 0,01

0,16 + 0,01

Fonte: Autora. Legenda: Os camundongos (n=3) foram tratados com Sm (1; 10 e 100 mg/Kg; ip.) e
contabilizados os bolos fecais e sinais de mic¢do segundo Carlini (1972), durante os primeiros 5 minutos, e,
posteriormente nos tempos de 15, 30, 60 min e 2, 4 e 24 h. Apés 24* h os camundongos foram sacrificados e
dissecados figado, rins e corag@o e obtidos sua massa imida em gramas.
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4.2. Avaliacao da Atividade locomotora

4.2.1. Teste do Campo Aberto (Open field test)

Os parametros avaliados no teste de Campo aberto foram: atividade locomotora
espontanea horizontal, expressa em nimero de cruzamentos; atividade locomotora vertical
(rearing) e atividade de auto-limpeza (grooming). Observou-se que o DZP, usado como droga
padrdo, reduziu em 59% o ndmero de cruzamentos, 62% o nimero de rearing e 75% o
nimero de grooming (DZP Cruzamento: 45,8 + 4,8; rearing: 23,8 + 4,9; grooming: 1,0 +
0,57), respectivamente em relagdo ao grupo controle (Veiculo - Cruzamento: 110 + 2,54;
rearing: 62,25 + 3,11; grooming: 4,0 + 0,57).

Os grupos que foram submetidos ao tratamento com Sm (2,5; 5; 10 e 20 mg/Kg
1.p, respectivamente) nio apresentaram alteracdes no ndmeros de cruzamentos, quando
comparados ao grupo controle (Sm 2,5: 92,40 + 7,6; Sm 5: 99,0 + 2,7; Sm 10: 95,0 + 5,9; Sm
20: 110,5 + 8.,4; veiculo: 110,4 + 2.5, respectivamente) (Figura 8 - A). Também ndo foi
observada nenhuma alteragdo no ndmero de rearing (Sm 2,5: 47,0 + 3,8; Sm 5: 49,1 + 2.4;
Sm 10: 46,2 + 2,5; Sm 20: 46,6 + 2,9, respectivamente) (Figura 8 - B) e grooming (Sm 2,5:
2,0 +0,70; Sm 5: 3,2 + 0,47; Sm 10: 3,7 + 0,25; Sm 20: 4,2 + 0,62, respectivamente) (Figura
8 - C), com relacdo ao grupo controle (veiculo - rearing: 62,25 + 3,1; grooming: 4,0 + 0,57,

respectivamente).
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Figura 8 - Avaliacdo da atividade motora no Teste do Campo Aberto.
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Fonte: Autora. Legenda: Os camundongos foram tratados com Sm (2,5; 5; 10 e 20 mg/Kg; ip.,
respectivamente; Diazepam (DZP 2 mg/Kg; i.p.) ou Veiculo (DMSO 5%). Ap6s 30 minutos os animais foram
submetidos ao teste de campo aberto e contabilizados o nimero de cruzamentos (A) de rearing (B) e de
grooming (C). Os dados s@o expressos em Média + EPM. One-way ANOVA seguido de Bonferroni. Valores
significativos: ***p<0,001 vs Veiculo; #p<0,05 ##p<0,01 ###p<0,001 vs DZP, respectivamente.
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4.3. Avaliacao da Atividade Ansiolitica

4.3.1. Teste de Labirinto em Cruz Elevado (Plus maze test)

Neste modelo experimental, os parametros avaliados foram: NEBA (nimero de
entradas nos bragos abertos); PEBA (percentagem de entradas nos bragos abertos); TPBA
(tempo de permanéncia nos bracos abertos); PTBA (percentagem do tempo de permanéncia
nos bracos abertos).

O DZP (1 mg/Kg), utilizado como droga padrdo, aumentou significativamente
(p<0,001) todos os parametros avaliados (NEBA: 11,6 + 0,92; PEBA: 51,3 + 4,5 %; TPBA:
72,2 + 8,2 s; PTBA: 49,9 + 5,3 %) em relagdo ao grupo controle (Veiculo - NEBA: 2,0 +
0,31; PEBA: 14,8 + 3,0; TPBA: 4,2 + 0,75; PTBA: 3,2 +0,5).

Os grupos submetidos ao tratamento com Sm (2,5; 5; 10 e 20 mg/Kg i.p.,
respectivamente) ndo apresentaram alteragdes no nimero de entradas nos bracos abertos e
nem no seu percentual, quando comparados ao grupo controle: NEBA (Sm 2,5: 3,5 + 0,50;
Sm 5: 3,2 + 0,85; Sm 10: 2,6 + 0,60; Sm 20: 2,4 + 0,97; veiculo: 2,0 + 0,31) (Figura 9 - A);
PEBA (Sm 2,5: 18,5 + 5,4 %; Sm 5: 17,6 + 5,6 %; Sm 10: 19,0 + 3,5 %; Sm 20: 18,1 + 7,6 %;
veiculo: 14,8 + 3,0 %) (Figura 9 - B).

Quanto ao tempo de permanéncia e seu percentual, também nao foi observada
nenhuma alteracdo dos grupos tratados com Sm, quando comparados aos seus respectivos
controles: TPBA (Sm 2,5: 30,5+ 7,3s; Sm 5: 18,0 + 7,0 s; Sm 10: 12,0 + 3,3 s; Sm 20: 8,6 +
5,6 s; veiculo: 4,2 + 0,75 s) (Figura 10 - A); PTBA (Sm 2,5: 14,9 + 4,4 %; Sm 5: 8,2 + 3,9 %;
Sm 10: 6,8 + 1,8 %; Sm 20: 10,6 + 6,3 %; veiculo: 3,2 + 0,5 %) (Figura 10 - B).
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Figura 9 - Numero de entradas e percentagem de entradas nos bracos abertos no Teste de
Labirinto em Cruz Elevado (NEBA e PEBA).
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Fonte: Autora. Legenda: Os camundongos foram tratados com Sm (2,5; 5; 10 e 20 mg/Kg; i.p.,
respectivamente); Diazepam (DZP 1 mg/Kg; i.p.) ou Veiculo (DMSO 5%). Apés 30 minutos, os animais foram
submetidos ao teste de labirinto em cruz elevado e contabilizados o niimero de entradas nos bracos abertos (A) e
seu percentual (B). Os dados s@o expressos em Média + EPM. One-way ANOVA seguido de Bonferroni.
Valores significativos: ***p<0,001 vs Veiculo; ###p<0,001 vs DZP, respectivamente.
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Figura 10 - Tempo de permanéncia e percentagem de permanéncia nos bragos abertos no
Teste de Labirinto em Cruz Elevado (TPBA e PTBA).
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Fonte: Autora. Legenda: Os camundongos foram tratados com Sm (2,5; 5; 10 e 20 mg/Kg; ip.,
respectivamente); Diazepam (DZP 1 mg/Kg; i.p.) ou Veiculo (DMSO 5%). Apés 30 minutos, os animais foram
submetidos ao teste de labirinto em cruz elevado e considerado o tempo de permanéncia do animal nos bracos
abertos (A) e seu percentual de permanéncia (B). Os dados sdo expressos em Média + EPM. One-way ANOVA
seguido de Bonferroni. Valores significativos: ***p<0,001 vs Veiculo; ###p<0,001 vs DZP, respectivamente.
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4.3.2. Teste da Placa Perfurada (Hole board test)

No teste da Placa perfurada, a capacidade exploratéria dos animais foi avaliada
através do ndmero de head dips, e do tempo de permanéncia nos buracos.

O grupo tratado com DZP (1 mg/Kg), como esperado, aumentou 83% o numero
de head dips (DZP: 36,3 + 1,6; Veiculo: 19,8 + 2,3, respectivamente) e 126% o tempo de
permanéncia (DZP: 28,6 + 2,1 s; Veiculo: 12,6 + 2,3 s, respectivamente), em relacio aos seus
respectivos controles.

Nos grupos submetidos ao tratamento com Sm (2,5; 5; 10 e 20 mg/Kg i.p.,
respectivamente), apenas os grupos Sm (10 e 20) apresentaram um aumento significativo
(p<0,001 e p<0,05, respectivamente) no ndmero de head dips, quando comparados ao grupo
controle (Sm 10: 45,6 + 4,7; Sm 20: 34,4 + 3,6; Veiculo: 19,8 + 2,3, respectivamente) (Figura
11 - A). No tempo de permanéncia, os grupos Sm (10 e 20) aumentaram significativamente
(p<0,001) em relagdo ao controle (Sm 10: 31,0 + 3,2 s; Sm 20: 40,6 + 3,4 s; Veiculo: 12,6 +
2,3 s, respectivamente) (Figura 11 - B).
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Figura 11 - Ndmero de entradas (head dips) e tempo de permanéncia no Teste de Placa
Perfurada.
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Fonte: Autora. Legenda: Os camundongos foram tratados com Sm (2,5; 5; 10 e 20 mg/Kg; ip.,
respectivamente); Diazepam (DZP 1 mg/Kg; i.p.) ou Veiculo (DMSO 5%). Ap6s 30 minutos, os animais foram
observados durante 5 minutos na placa perfurada, (A) representa o nimero de vezes que o animal colocou a
cabeca ( head dips) e (B) o tempo de permanéncia nos buracos. Os dados sdo expressos em Média + EPM. One-
way ANOVA seguido de Bonferroni. Valores significativos: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 vs Veiculo;
#p<0,05 vs DZP, respectivamente.
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4.4. Avaliacao da Atividade Antidepressiva

4.4.1. Teste da Suspensao da Cauda

No teste da suspensdo da cauda também foi avaliado o parametro de imobilidade.
IPM 30 mg/Kg, como droga padrdo, apresentou redu¢do de 58% no tempo de imobilidade em
relacdo ao controle (IMP: 123,3 + 5,5 s; Veiculo: 51,8 + 6,5 s).

Dos grupos submetidos ao tratamento com Sm (2,5; 5; 10 e 20 mg/Kg i.p.,
respectivamente), apenas o grupo Sm 5 ndo apresentou redug¢do do tempo de imobilidade, os
demais grupos: Sm (2,5; 10 e 20), apresentaram reduc¢do significativa (p<0,01; p<0,01 e
p<0,001, respectivamente) no tempo de imobilidade, quando comparados ao grupo controle
(Sm 2,5: 72,6 + 4,5 s; Sm 10: 73,1 + 8,2 s; Sm 20: 59,3 + 13,2 s; Veiculo: 123,3 + 5,5 s,

respectivamente) (Figura 12).

Figura 12 - Tempo de imobilidade no Teste de Suspensdo da Cauda.

Imobilidade
140-
120-
100- =

K

80 - axs
60

40-
20

; 4

Veiculo 30 25 50 10,0 200

IMP Sm [meg/Kg; ip.)
(mg/Hg; ip.)

EEkE

Tempo (s)

Fonte: Autora. Legenda: Os camundongos foram tratados com Sm (2,5; 5; 10 e 20 mg/Kg; ip.,
respectivamente); Imipramina (IMP 30 mg/Kg; i.p.) ou Veiculo (DMSO 5%). Apés 30 minutos, os animais
foram observados durante 6 minutos no teste de suspensdo da cauda, e considerado o seu tempo de imobilidade.
Os dados s@o expressos em Média + EPM. One-way ANOVA seguido de Bonferroni. Valores significativos:
**p<0,01; ***p<0,001 vs Veiculo; #p<0,05 vs IMP, respectivamente.
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4.4.2. Teste do Nado Forcado

No teste do nado for¢ado, observou-se o tempo de imobilidade para avaliar a
atividade antidepressiva. Foi utilizado como droga padrdo a Imipramina (IMP 10 mg/Kg) que,
como esperado, reduziu de maneira significativa (p<0,001) o tempo de imobilidade dos
animais, quando comparado ao grupo controle (IMP: 68,0 + 3.,5; Veiculo: 126,3 + 6,8 s,
respectivamente).

Nos grupos testados com Sm, apenas Sm (10 e 20) apresentaram uma reducao
significativa (p<0,001) de 44 e 51% respectivamente, quando comparada ao controle,
assemelhando-se a IMP (Sm 10: 69,6 + 9,9; Sm 20: 61,0 + 5,3; Veiculo: 126,3 + 6,8 s,

respectivamente) (Figura 13).

Figura 13 - Tempo de imobilidade no Teste de Nado Forcado.
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Fonte: Autora. Legenda: Os camundongos foram tratados com Sm (2,5; 5; 10 e 20 mg/Kg; ip.,
respectivamente); Imipramina (IMP 10 mg/Kg; i.p.) ou Veiculo (DMSO 5%). Apés 30 minutos, os animais
foram observados durante 5 minutos no teste de nado for¢ado, e considerado o seu tempo de imobilidade. Os
dados sdo expressos em Média + EPM. One-way ANOVA seguido de Bonferroni. Valores significativos:
*#%p<0,001 vs Veiculo.
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4.5. Avaliacido do Envolvimento do Sistema Noradrenérgico na Atividade
Antidepressiva

O possivel envolvimento do sistema noradrenérgico no efeito antidepressivo
apresentado pelo grupo Sm 20, foi avaliado através do pré-tratamento dos animais com o
antagonista dos receptores noradrenérgicos al, Prazosina (PRA 1 mg/Kg; v.o0.).

No teste de suspensdo da cauda, o pré-tratamento dos animais com PRA seguido
de IMP 30 e Sm 20 reverteu significativamente (p<0,05) o tempo de imobilidade em 42 e
45%, respectivamente, em relacdo a IMP30 e Sm 20 que ndo receberam pré-tratamento com
PRA (PRA + IMP30: 105,4 + 5,8 s; IMP30: 60,3 + 5,7 s; Sm 20 + PRA: 147 + 13,1 s; Sm 20:
79,7 + 10,4 s, respectivamente) (Figura 14).

No teste de nado forcado, o pré-tratamento com PRA seguido de IMP10, também
foi capaz de reverter (p<0,05) o efeito antidepressivo de IMP, através do aumento do tempo
de imobilidade desses animais em relacdo ao grupo que foi tratado apenas com IMP (PRA +
IMP10: 109,8 + 6,1 s; IMP10: 69,7 + 3.9 s, respectivamente). Efeito semelhante foi observado
no grupo pré-tratado com PRA seguido de Sm 20, onde PRA reverteu (p<0,05) o possivel
efeito antidepressivo de Sm, em relacdo ao grupo que foi tratado apenas com Sm 20,
sugerindo o envolvimento dos receptores noradrenérgicos al (Sm 20 + PRA: 105,3 9,7 s; Sm
20: 71,8 + 5,0 s, respectivamente) (Figura 15). Nos dois modelos comportamentais a

prazosina ndo alterou o grupo controle (veiculo).
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Figura 14 - Efeito de Sm (20 mg/Kg) sozinha ou associada com Prazosina (1mg/Kg) sobre o
tempo de imobilidade no Teste de Suspensao da Cauda.
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Fonte: Autora. Legenda: Os camundongos foram tratados com Sm (20 mg/Kg; i.p.); Imipramina (IMP 30
mg/Kg; i.p.) ou Veiculo (DMSO 5%). Apés 30 minutos os animais foram observados durante 6 minutos no teste
de suspensdo da cauda, e considerado o seu tempo de imobilidade. Quando associados, foram tratados 30
minutos depois da administracdo com Prazosina (PRA 1mg/Kg; v.0.) e 30 minutos depois submetido ao teste. Os
dados sdo expressos em Média + EPM. One-way ANOVA seguido de Bonferroni. Valores significativos:
**%p<0,001 vs Veiculo; (a) p<0,05 vs IMP 30; (b) p<0,05 vs Sm 20, respectivamente.
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Figura 15 - Efeito de Sm (20 mg/Kg) sozinha ou associada com Prazosina (1mg/Kg) sobre o
tempo de imobilidade no Teste de Nado Forcado.

Imobilidade

180~
150
il I}
E 120+ T
]
n gu- dik
E
L]
= 60~
30
0
Veiculo 10 20 Veiculo 10 20
IMP Sm IMP Sm
(mg/Hgi ip) (meHeiip) (mg/Hgiip) (me/Egip.)
Prazosina
1 mg/Kg; v.o.

Fonte: Autora. Legenda: Os camundongos foram tratados com Sm (20 mg/Kg; i.p.); Imipramina (IMP 10
mg/Kg; i.p.) ou Veiculo (DMSO 5%). Apés 30 minutos os animais foram observados durante 5 minutos no teste
de nado forcado, e considerado o seu tempo de imobilidade. Quando associados, foram tratados 30 minutos
depois da administracdo com Prazosina (PRA 1mg/Kg; v.0.) e 30 minutos depois submetido ao teste. Os dados
sdo expressos em Média + EPM. One-way ANOVA seguido de Bonferroni. Valores significativos: ***p<0,001
vs Veiculo; (a) p<0,05 vs IMP 10; (b) p<0,05 vs Sm 20, respectivamente.
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4.6. Analises Neuroquimicas

4.6.1. Determinacao dos Niveis de Peroxidacao Lipidica (TBARS)

De acordo com o resultado obtido, Sm 20 foi capaz de reduzir significativamente
(p<0,05) os niveis de MDA no cortex pré-frontal, quando comparado ao controle (Veiculo:
8536 + 623,9; Sm 20: 6111 + 297,8, respectivamente) (Figura 16 - C).

Nas demais dreas cerebrais (hipocampo e corpo estriado), nenhuma das doses de

Sm testadas apresentam efeito significativo em relagdo ao grupo controle (Figura 16 — A e B).
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Figura 16 - Anélise dos niveis de Peroxidacdo Lipidica (TBARS) nas dreas cerebrais.
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Fonte: Autora. Legenda: Os camundongos foram tratados com Sm (5; 10 e 20 mg/Kg; i.p., respectivamente) ou
Veiculo (DMSO 5%). Apos as andlises comportamentais, os animais foram sacrificados por deslocamento
cervical e removido os encéfalos para andlise neuroquimica do Hipocampo (A), Corpo estriado (B) e Cortex pré-

frontal (C). Os dados sdo expressos em Média + EPM. One-way ANOVA seguido de Bonferroni. Valores
significativos: *p<0,05 vs Veiculo.
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4.6.2. Determinacao da Concentracao de Nitrito/Nitrato

De acordo com os resultados obtidos, ndo foi observado nenhuma reducio
significativa dos niveis de nitrito/nitrato nos grupos tratados com Sm (5; 10 e 20 mg/Kg,
respectivamente), em nenhuma das dreas estudadas: hipocampo (Figura 17 - A), corpo
estriado (Figura 17 - B) e cértex pré-frontal (Figura 17 - C), quando comparado ao grupo
controle. Porém, foi observado um aumento significativo (p<0,001) na concentracdo de
nitrito/nitrato no corpo estriado do grupo Sm 5, quando comparado ao grupo controle

(Veiculo: 0,04104 + 0,00350; Sm 5: 0,07427 + 0,00391, respectivamente) (Figura 17 - B).
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Figura 17 - Anélise dos niveis de Nitrito/Nitrato nas dreas cerebrais.
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Fonte: Autora. Legenda: Os camundongos foram tratados com Sm (5; 10 e 20 mg/Kg; i.p., respectivamente) ou
Veiculo (DMSO 5%). Ap6s as andlises comportamentais, os animais foram sacrificados por deslocamento
cervical e removido os encéfalos para andlise neuroquimica do Hipocampo (A), Corpo estriado (B) e Cortex pré-
frontal (C). Os dados sdo expressos em Média + EPM. One-way ANOVA seguido de Bonferroni. Valores
significativos: *p<0,05 vs Veiculo.
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4.6.3. Determinacao da Concentracao de Glutationa Reduzida (GSH)

Neste teste, observou-se que animais tratados com Sm 5 promoveu um aumento
da atividade antioxidante, via GSH em hipocampo (Figura 18 - A), corpo estriado (Figura 18 -
B) e cortex pré-frontal (Figura 18 - C), (p<0,001; p<0,05; p<0,05), respectivamente, em
relacdo ao grupo controle. As demais doses testadas ndo apresentaram diferenca significativa

em relacdo ao grupo controle.
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Figura 18 - Anélise dos niveis de Glutationa Reduzida (GSH) nas areas cerebrais.

Hipocampo Corpo Estriado

220' R 22”'
2004 2004
180 180+
K 160+ _g 160+ *
G 140+ == 5 1404 —
1] o
L = 1204 —T— I = 120
@ 2 100 ] 2= == -
Bz | 032100 7
2 804 2 g0-
@ b =]
3 604 ced = 604
]
40+ s 404
frae
20+ L 20+
0 frne] 0
.. . L) LJ
Veiculo 5,0 10,0 Veiculo 5,0 10,0 20,0
Sm (mg/Kgip) Sm (me/Kg; ip)
Cértex Pré Frontal
2204 .
2004
1804
2 160- ——
= 1404
I 2 4204
N o e —
o o 1004
=
2 60-
404
204
u ’l L]
Veiculo 5.0 10,0 20,0

Sm (mg/Kg ip)

Fonte: Autora. Legenda: Os camundongos foram tratados com Sm (5; 10 e 20 mg/Kg; i.p., respectivamente) ou
Veiculo (DMSO 5%). Apos as andlises comportamentais, os animais foram sacrificados por deslocamento
cervical e removido os encéfalos para andlise neuroquimica do Hipocampo (A), Corpo estriado (B) e Cortex pré-
frontal (C). Os dados sdo expressos em Média + EPM. One-way ANOVA seguido de Bonferroni. Valores
significativos: ***p<0,001 vs Veiculo.



60

5. DISCUSSAO

Este estudo descreve, pela primeira vez, os efeitos do extrato etandlico de
Stemodia maritima (Sm) sobre o Sistema Nervoso Central (SNC). Recentemente, S. maritima
foi descrita como um bioativo natural, apresentando atividades antioxidante, antiviral,
antimicrobiana e anti-inflamatéria (SILVA et al., 2014). A partir dos dados de Silva e
colaboradoes (2014), sugeriu-se que o Sm poderia atuar no SNC. Desta forma, para se
esclarecer seus efeitos, o presente estudo realizou investigagdes em via de administracdo i.p.
utilizando diferentes modelos in vivo relacionados com as atividades locomotora,
exploratoria, ansiolitica, antidepressiva e envolvimento dos receptores noradrenérgicos, assim
como seu efeito contra o estresse oxidativo e nitrosativo, através da concentracao de espécies
reativas ao acido tiobarbitudrico, nitrito/nitrato e GSH.

Foram realizadas observacOes preliminares, através de um protocolo descrito na
literatura por estar associado a alteragdes no sistema nervoso e auxiliarem na identificagdo de
acdo a nivel central, como estimulantes ou depressores, e/ou no sistema nervoso auténomo,
resultando em alteracdes neurocomportamentais e fisiolégicas (CARLINI, 1972;
RODRIGUES; DUARTE-ALMEIDA; PIRES, 2010). Os dados obtidos indicaram que a
administracdo de Sm (1; 10 e 100 mg/kg; 1.p.) promove alteracdes no sistema nervoso central
e autondmo (Tabela 2).

A andlise do peso das amostras observadas (figado, rins e coragdo), nao revelou
alteracodes significativas indicativas de toxicidade, nem alteracdes fisiolégicas de micg¢do e
defecacdo (Tabela 3). Um estudo relatou uma toxicidade abortiva em ruminantes que
consumiram S. maritima, mas nada foi comprovado cientificamente (SILVA et al., 2006).
Corroborando com o nosso resultado, ha relatos de avaliagdo toxicoldgica das partes aéreas de
S. foliosa, pertencente a0 mesmo género, que apontou auséncia de efeitos adversos em
bioensaios e frente ao microcrusticeo Artemia salina Leach. (MOURA et al., 2000).
Entretanto, andlises comportamentais e fisioldgicas de S. maritima nao sao relatadas. De
acordo com os nossos dados, Sm apresenta uma potencial seguranca farmacoldgica para o uso
da mesma em modelos in vivo.

Como os resultados das observagdes preliminares demonstraram efeito central nas
doses utilizadas (1; 10 e 100 mg/Kg; i.p.), sem efeito téxico, optou-se por realizar anélises
comportamentais mais especificas apenas com doses pequenas de Sm, sendo elas: Sm (2,5; 5;

10; 20 mg/Kg; i.p.).
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Os testes comportamentais realizados com animais sdo modelos classicos para
investigar a atividade de drogas no SNC. No presente trabalho, os efeitos de Sm, foram
estudados em modelos comportamentais como: Teste de Campo Aberto; Labirinto em Cruz
Elevada; Teste da Placa perfurada; Nado For¢cado e Suspensao da Cauda.

O teste de Campo aberto (CA) € um modelo experimental cldssico para
investigacdoes da atividade locomotora/exploratéria e do comportamento emocional de
roedores (GAMBERINI et al., 2015). Geralmente, substiancias que deprimem o SNC
provocam uma diminuicdo da atividade locomotora espontianea nesse teste. Assim, o DZP na
dose de 2 mg/Kg, é utilizado como droga padrdo (controle positivo), por apresentar efeito
sedativo, comum em benzodiazepinicos, e portanto, poder relacionar o seu efeito com novas
drogas (PEREZ et al., 1998).

De acordo com os resultados obtidos, Sm (2,5; 5; 10 e 20) néo foi capaz de alterar
o padrdo de locomocdo dos animais em nenhuma das doses testadas, uma vez que ndo houve
diferenca significativa de cruzamentos entre os quadrantes, quando comparado ao controle
(veiculo), diferenciando do DZP e descartando assim um efeito sedativo e/ou depressor.

Além do numero de cruzamentos, foram observados outros dois parametros no
CA: rearing e grooming. O rearing reflete 0 comportamento exploratério de um animal, uma
vez que este consiste no movimento de exploracdo vertical, onde o animal levanta-se sobre as
patas traseiras (ESPEJO, 1997). O aumento desse parametro estd relacionado com um
aumento da atividade dopaminérgica e que substancias ansioliticas induzem um aumento na
atividade ou ndo altera este parametro (SONAVANE et al., 2002). O grooming, que consiste
no movimento de autolimpeza, estd relacionado ao estresse e é observado em roedores que
estdo apreensivos, ao contrdrio do rearing, pesquisadores descobriram que as drogas
ansioliticas reduzem este parametro no campo aberto (ESTANISLAU et al., 2013). A
dopamina estd particularmente envolvida nessa atividade, embora vérios neurotransmissores
parecam modular a expressdo desse comportamento (PALM et al., 2014; SERAFIM;
FELICIO, 2001). Os resultados mostraram que Sm nao alterou significativamente o nimero
de movimentos rearing e grooming, porém, houve uma tendéncia de aumento dose-
dependente com relacdo ao grooming.

O teste de Labirinto em Cruz Elevada, ha mais de duas décadas, tem sido usado
como um modelo comportamental de ansiedade nao condicionada. Neste modelo é observado
se roedores evitam ou preferem locais abertos e elevados, e o tempo de permanéncia do
animal em cada espaco (WALF; FRYE, 2007). Farmacos com acdo ansiolitica aumentam o

nimero de entradas nos bragos abertos assim como aumentam o tempo de permanéncia nos
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bracos abertos (GUPTA; RADHAKRISHNAN; KURHE, 2014). O DZP ¢ utilizado como
droga padrdo, em modelos de ansiedade, na dose de 1 mg/Kg, e como esperado, aumentou
significativamente todos os pardmetros analisados, indicando sua atividade ansiolitica. Uma
vez que o tratamento com Sm ndo alterou o nimero de entradas nos bragos abertos, nem o
tempo de permanéncia, em relagdo ao grupo controle (veiculo). No presente estudo, Sm ndo
apresentou atividade ansiolitica.

O teste da Placa Perfurada (TPP) é mencionado na literatura como um teste
indicativo de comportamento exploratério relacionado a ansiedade (MAGAIJI et al., 2014;
MATEOS-GARCIA et al., 2015). Nosso resultado mostra que no TPP, o Sm (10 e 20)
apresentou um aumento do nimero de Head dips na atividade exploratéria.

Esse resultado indica uma discordancia entre os dados obtidos pelo Teste do
Campo Aberto e o Teste de Labirinto em Cruz elevado, onde ndo houve alteragcdo na atividade
exploratéria e nem foi observado efeito ansiolitico, respectivamente. No entanto, o teste do
Campo Aberto pode ser considerado um modelo neurocomportamental mais eficiente para
avaliar a atividade locomotora. Assim, o Teste do Campo Aberto deve ser utilizado para
confirmar ou refutar possiveis achados comportamentais relacionados a atividade locomotora
observados em outros comportamentos. Estudos tem mostrado que as atividades locomotora e
exploratéria, podem variar independentemente uma da outra, apesar do teste do Campo
Aberto também indicar uma possivel atividade exploratéria (ABEL, 1995; DHARA; PAL;
NAG CHAUDHURI, 2002; DURCAN; LISTER 1989). Assim também, os indices de
comportamentos de ansiedade observados no teste do Labirinto em Cruz Elevada ndo devem
ser correlacionados com a atividade exploratéria (WALF; FRYE, 2007).

A alta frequéncia de head dips € um indicativo de niveis normais de ansiedade,
enquanto que a diminuicdo dessa atividade estd relacionada a um aumento da ansiedade
(DHARA; PAL; NAG CHAUDHURI, 2002). O aumento da atividade exploratdria pode ser
interpretado como indicativo de neofilia, o qual é definido como uma preferéncia pelo novo,
enquanto que a diminui¢cdo dessa atividade € sugerida como baixos niveis de neofilia ou um
estado de alta ansiedade pelo animal (BROWN; NEMES, 2008). Outros estudos também
sugerem que a atividade exploratdria pode estar relacionada com os niveis de dopamina e
também com o envolvimento do sistema serotoninérgico (TAMADA et al., 2010). De acordo
com estes estudos, alteragdes no sistema serotoninérgico sdo capazes de comprometer o
desempenho de uma tarefa e/ou um aprendizado ja adquirido significativamente, os quais
podem ser concluidos por um cérebro com mecanismos serotoninérgicos normais

(MOGENSEN et al., 2003).
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Assim, os resultados obtidos no teste da Placa perfurada, sugerem que Sm induziu
um aumento da atividade exploratdria, mas que ndo esté relacionado a uma acao ansiolitica e
que Sm poderia estar atuando em vias dopaminérgicas e/ou serotoninérgicas, estimulando um
comportamento exploratério dos camundongos.

Posteriormente, para avaliar uma possivel a¢do antidepressiva, foram utilizados
modelos classicos de estresse relacionados a manifestacdo da depressao, esses modelos sdo
baseados no ‘desespero comportamental’, na exposicdo de um animal a uma condi¢do de
estresse, pois estudos tem mostrado que condicdes estressantes aumentam a vulnerabilidade a
esse distirbio. Os dois testes mais utilizados em triagem para substancias com efeito
antidepressivo, sdo os testes de Nado Forcado e Suspensdo da Cauda (ABELAIRA; REUS;
QUEVEDQO, 2013). Acredita-se que a imobilidade, parametro observado em ambos os testes,
remete um desespero aos animais e reproduz uma condi¢do similar a depressdo humana.
Assim, a redugdo do tempo de imobilidade indica um efeito antidepressivo (CAN; OZKAY;
UCEL, 2013; PYTKA, 2016).

Neste trabalho, no teste de Nado Forcado, Sm (10 e 20, respectivamente)
diminuiu o tempo de imobilidade significativamente em relacdo ao grupo veiculo,
assemelhando-se a Imipramina (IMP), um antidepressivo utilizado como controle positivo. O
mesmo resultado pode ser visto no teste de Suspensdo da Cauda, indicando uma possivel
atividade antidepressiva para Sm. Embora a relacdo entre a imobilidade observada em
modelos animais de depressdo e a depressdo em humanos permaneca controversa, hd uma
grande variedade de compostos que apresentam potenciais antidepressivos reduzindo o tempo
de imobilidade nesses modelos. No entanto, alguns estudos descrevem que outros compostos
podem alterar o tempo de imobilidade dos animais nesses testes (CRYAN; VALENTINO;
LUCKI, 2005; DHIR; KULKARNI, 2007). Drogas psicoestimulantes, como derivados
anfetaminicos, cocaina e cafeina, por exemplo, podem diminuir esse parametro por meio de
um aumento da atividade locomotora, levando a resultados falso-positivos (CRYAN;
VALENTINO; LUCKI, 2005). Descartando essa possibilidade, nos animais que foram
submetidos ao teste de campo aberto, ndo foi observada qualquer alteracdo na locomocao
espontanea dos mesmos. Portanto, sugere-se que a redu¢do da imobilidade ndo advém de uma
estimulacdo motora, e sim de uma agdo especifica do tipo antidepressiva do Sm.

Uma vez identificada atividade antidepressiva induzida por Sm, avaliou-se um
possivel mecanismo de acdo envolvido. Foi reproduzido o teste de Suspensdo da cauda e
Nado forcado, com a dose Sm (20 mg/Kg), por esta ter apresentado um proeminente efeito

antidepressivo. E investigamos o envolvimento do adrenorreceptor al nesse efeito.
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A neurotransmissdo noradrenérgica envolvendo o adrenorreceptor al é regulada
pelos seus trés subtipos de receptores (ala, als, alp) e tem papel importante na regulacdo do
comportamento animal, no entanto existem poucos estudos mostrando o papel de cada subtipo
desses receptores. Um desses estudos mostra uma correlacio entre a poténcia de antagonistas
ndo seletivos para os subtipos de adrenorreceptores ol em inibir a atividade comportamental
geral e suas afinidades por adrenorreceptores alB, mas ndo por subtipos ala, alp (STONE et
al., 2001).

A ativacdo de adrenorreceptores alB, associado ao antagonismo dos
adrenorreceptores ola e olp pode ser um dos mecanismos envolvidos na atividade
antidepressiva de IMP e de outros antidepressivos triciclicos, indicando assim, que o estado
normal do comportamento de imobilidade € regulado pelo balanco da ativagdo de cada um
dos trés subtipos de adrenorreceptores al (RIBEIRO; PUPO, 2015).

Tem sido proposto que adrenorreceptores al participam da regulacao de dois tipos
de comportamentos relacionados a depressao e ao estresse: os comportamentos motivados por
estimulos positivos e os inibidos por estresse (estimulos negativos). E que estes parecem ser
responsaveis por mediar a respostas aos antidepressivos (STONE et al., 2007). Nesse
contexto, a pré-administracdo de um antagonista de adrenorreceptores al, como a Prazosina
(PRA), aumenta o parametro de imobilidade em camundongos submetidos aos testes de Nado
forcado e Suspensao da cauda.

Neste estudo, foi observado que o pré-tratamento com PRA, reverteu o efeito anti-
imobilidade de Sm (20 mg/Kg) e de IMP, nos testes de Nado for¢ado e Suspensdo da Cauda,
sugerindo uma importante participacdo dos adrenorreceptores al no efeito de anti-imobilidade
promovido por Sm, e sugerindo que o mecanismo de IMP atua através de receptores
adrenérgicos. Corroborando com tais resultados, outros estudos mostraram que o bloqueio dos
adrenorreceptores al, mimetiza o estado depressivo, que assim como o estresse cronico, esta
associado a dessensibilizacdo desses receptores, € que o tratamento com antidepressivos
aumenta a densidade e a atividade dos receptores al-adrenérgicos no coértex frontal e
hipocampo (STONE et al., 2007).

Nossos resultados estdo de acordo com outros estudos, que mostram que o
antagonismo de adrenorreceptores al com a PRA, reduziu o efeito anti-imobilidade, por
exemplo, da Creatina (Hoodia gordonii) e da Riparina I (Aniba riparia) (CITO et al., 2015;
CUNHA et al., 2013; MARTINEZ et al., 2014). No entanto, este ¢ o primeiro relato de

atividade antidepressiva para o género Stemodia. Estudos mostram a atividade antidepressiva
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de Senna occidentalis (MACEDO; ALAN e SILVA; SILVA, 2016), onde nesta espécie é
relatado a Jaceidina, mesma flavona encontrada em Sm.

Os flavondides constituem uma classe de metabdlitos secundérios pertencentes a
classe dos compostos polifendlicos, sdo considerados nutrac€uticos, devido as suas
propriedades bioldgicas e farmacoldgicas (GEORGIEV; ANANGA; TSOLOVA, 2014). A
acdo antioxidante, anti-inflamatdria e capacidade de sinalizagcdo celular dos flavonoides, sao
cruciais para sua aplica¢do na farmacologia, por exemplo, como neuroprotetores. Rendeiro e
colaboradores (2015) mostraram em sua revisdo que, dieta rica em flavonoides podem
prevenir doencas associadas ao extresse oxidativo, tais como as doencas do SNC, como
ALZHEIMER, PARKINSON e depressao.

Outras plantas contendo flavondides vém sendo utilizadas e investigadas quanto a
atividade antidepressiva. Em 2013, Zheng e colaboradores testaram um extrato de folhas de
Apocynum venetum, rico em flavonoides, em diferentes modelos de depressdo, além de
verificarem alteragdes dos neurotransmissores monoaminérgicos no cérebro de camundongos.
A acdo antidepressiva de flavonoides isolados, como quercetina, hiperosideo, canferol,
naringenina, dentre outros, também sado relatadas (HAAS et al., 2011; SAH et al., 2011; YI et
al., 2014).

Diante disso, possivelmente a atividade antidepressiva encontrada em Sm, pode
estar relacionada com a ag@o antioxidante do flavonoide Jaceidina. No entanto, para confirmar
qual metabodlito secunddrio estd agindo como antidepressivo, sdo necessdrios estudos
especificos dos constituintes de Sm.

Como os resultados obtidos nesse trabalho mostraram atividade antidepressiva de
Sm, buscou-se avaliar se esse extrato seria capaz de promover alteracdes neuroquimicas nas
areas cerebrais do hipocampo, corpo estriado e cortex pré-frontal.

Estudos mostram que o hipocampo € alterado pela exposi¢do ao estresse € parece
ter um papel importante na mediacdo dos efeitos terapéuticos dos tratamentos antidepressivos.
Esta relacionado com a regulacdo do medo e da ansiedade em roedores. Além disso, € uma
das primeiras dreas cerebrais a sofrer danos relacionados a distirbios neurolégicos, como a
depressao, sendo alvo de hormodnios envolvidos no estresse (cortisol, epinefrina e
noradrenalina) (PERSSON et al., 2014).

O corpo estriado é uma das principais estruturas relacionadas com a atividade
locomotora em animais, coordena vias de movimento e também estd envolvido com processos
cognitivos, como funcdes para execucdo de tarefas. Alteracdes no corpo estriado sio

responsdveis pela reducio na motivacdo e anedonia (MALETIC, 2007; TEPPER et al., 2010).
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No modelo neuroanatomico da depressao, o cortex pré-frontal possuiria conexdes
abrangentes com estruturas envolvidas no comportamento emocional e nas respostas a
estressores, incluindo ntcleos serotoninérgicos, noradrenérgicos e dopaminérgicos do tronco
cerebral (DREVETS et al., 1997).

Estudos relatam vérios distirbios oxidativos em pacientes deprimidos, incluindo
dano oxidativo e diminui¢do dos niveis de enzimas antioxidantes. O estresse oxidativo causa
danos as proteinas e ao DNA no cérebro, causando lesdo e apoptose de neurdnios
(O’DONNELL; DO; ARANGO, 2014). Além disso, a ativagdo do processo de estresse
oxidativo provoca peroxidacgdo lipidica, reducdo da atividade antioxidante e o aumento do
catabolismo de monoaminas, tudo relacionado com a fisiologia da depressio (VOLPE;
PANENI, 2015).

Evidéncias recentes sugerem uma ligacdo intima entre o estresse oxidativo e
disfuncdo mitocondrial com o desenvolvimento da morte neuronal em diversas doencas
neurolégicas (ARMENTA et al., 2014).

Para avaliar a acdo de Sm sobre o estresse oxidativo foram avaliados os niveis de
peroxidacao lipidica, nitrito/nitrato e glutationa reduzida (GSH) nas trés areas cerebrais.

Os niveis de peroxidacdo lipidica foram avaliados através de substincias reativas
com o 4cido tiobarbitirico, determinando a concentracio de malondialdeido nas &reas
cerebrais. O malondialdeido (MDA) € um produto de decomposi¢do dos dcidos graxos em
suas cadeias essenciais através de oxidacdo e € aceito como um marcador confidvel de
estresse oxidativo. Estudos mostram os niveis de MDA elevados na depressio (NOBRE;
FONTELES; FREITAS, 2009; RYBKA et al., 2013).

De acordo com os nossos resultados, Sm nao foi capaz de alterar os niveis de
peroxidacdo lipidica no Hipocampo e Corpo estriado, no entanto, foi observado uma reducao
dos niveis no Cortex pré-frontal, do grupo tratado com Sm (20 mg/Kg), com relagdo ao grupo
controle (veiculo). Apesar dos animais nao serem induzidos a depressdo, os mesmo foram
submetidos aos modelos experimentais de depressao, e como ja foi citado neste trabalho, sdo
modelos que representam um evento de estresse. O estresse agudo do Teste do Nado forcado
ndo s6 aumenta a producdo de espécies reativas do oxigénio como também atenua as defesas
antioxidantes (ABDEL-WAHAB; SALAMA, 2011). Corroborando com o nosso resultado, ja
foi relatado que andlogos de Estemodina, tem atividade inibidora da peroxidagdo lipidica in
vitro, frente a células cancerigenas (RUSSELL et al., 2011) e Sm € composto por diterpenos
do tipo estemodina, portanto, este composto pode estd relacionado com os niveis de

peroxidacdo lipidicas aqui encontrados.
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Uma elevacdo na formacgdao de radicais livres pode ser acompanhada por um
aumento compensatorio imediato na atividade de enzimas inativadoras de radicais livres. Os
organismos produzem mecanismos de defesa para proteger a si propios contra os danos
provocados por radicais livres, como por exemplo, enzimas antioxidantes, varredores de
radicais livres e agentes quelantes metélicos. Geralmente existe um balango entre a producao
de radicais livres e atividade de sistema de defesa antioxidante, o estresse oxidativo s6 ocorre
quando este balanco estd alterado em favor da produgdo de radicais livres (TIWARI, 2011).
Esses dados corroboram com os nossos resultados, onde Sm (5 mg/Kg) provocou um aumento
dos niveis de nitrito/nitrato no corpo estriado e um aumento compensatério nos niveis de GSH
em todas as dreas. Além disso, ja € relatada a atividade antioxidante in vitro de Sm pelo
ensaio de inibicdo de DPPH (SILVA et al., 2014). Diante disso, pode-se afirmar que Sm foi
capaz de reduzir a peroxidagdo lipidica no Cortex pré-frontal, e que também manteve os
niveis de nitrito/nitrato no hipocampo, corpo estriado, cortex pré-frontal, excetuando-se na
dose de 5 mg/Kg, onde também foi possivel verificar uma aumento de GSH. Os niveis de

GSH nas demais doses, nao foram alterados, em relagdo ao grupo controle.
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6. CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos no presente estudo, Sm promoveu atividade
antidepressiva com atividade antioxidante dependendo da dose e da area cerebral analisada, os
quais podem estar relacionados com a acao desse extrato a nivel de sistema nervoso central.
Sua atividade antidepressiva estd envolvida com receptores adrenérgicos do tipo al.
Adicionalmente, a via de administracdo e a modulacido das doses utilizadas, demonstra uma
seguranca farmacoldgica, uma vez que ndo foram encontradas alteragdes fisiolégicas e
locomotoras nos parametros analisados em camundongos. Portanto, esse trabalho, apresenta
pela primeira vez, um possivel agente farmacolégico com possiveis implicagdes para a

neuropsicofarmacologia.
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Stemodia maritima em camundongos, de responsabilidade da Profa. Dra. Lissiana
Magna Vasconcelos Aguiar, esta de acordo com os Principios Fticos na Experimentagéo
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