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RESUMO

Depressao, ansiedade e epilepsia sdo doencas que tem acometido uma parte da populacéo e se
tornado uma preocupacéo, pois diminui a qualidade de vida das pessoas com esses transtornos.
Existem diversos tratamentos farmacoldgicos para tratar esses disturbios, no entanto alguns néo
respondem ao tratamento. Extratos e metabdlitos de plantas tem sido pesquisado como uma
alternativa ao tratamento de diversas patologias, dessa forma a Moringa oleifera (M.oleifera)
tem sido estudada por possuir componentes que possam auxiliar no tratamento dessa doencas.
Dessa forma, o estudo teve como objetivo avaliar os efeitos comportamentais e bioquimicos do
extrato aquoso (EAMO) e dos metabdlitos secundarios (METMO) das sementes da M. oleifera
em modelos classicos de depressdo, ansiedade e convulsdo em camundongos e o estresse
oxidativo no hipocampo (HC), corpo estriado (CE) e cortex pré-frontal (CPF). O EAMO foi
administrado na forma aguda nas doses de 50, 150 e 450 mg/Kg (v.0.) e realizados os testes do
campo aberto, labirinto em cruz elevado (LCE) e nado forgado (NF). No pré-tratamento agudo
com EAMO houve reducdo da atividade locomotora espontanea dos animais, ndo apresentou
efeito ansiolitico no teste de LCE e apresentou possivel efeito depressor no teste NF. A partir
desses resultados foi avaliado o efeito do METMO nas doses de 25, 50 e 100 mg/Kg (v.0) em
pré-tratamento agudo e subcrénico (14 dias) no teste convulsdo induzido por pilocarpina. No
agudo houve aumento da laténcia de convulsdo na dose de 50 mg/Kg e aumento nas trés doses
no subcrénico. Na laténcia de morte houve um aumento nas doses de 50 e 100 mg/Kg no pré-
tratamento agudo e aumento nas trés doses no subcrénico. Ao avaliar estresse oxidativo, houve
reducdo da peroxidacdo lipidica (MDA) nos tratamentos agudos do EAMO no CE (150 mg/Kg)
e nas trés doses no CPF e do METMO no HC na dose de 50 mg/Kg e nas trés doses no CE, no
subcrénico reduziu nas trés doses no HC, CE e CPF. Na dosagem nitrito/nitrato, ndo houve
alteracdo do EAMO e do METMO houve reduc¢do no HC nas trés doses, no CE (25 e 50 mg/Kg)
CPF (50 mg/Kg), no subcrénico houve reducgéo nas trés doses no HC, CE e CPF. Na dosagem
de glutationa (GSH) n&o houve alteragdo no agudo do EAMO e do METMO houve reducéo no
subcrénico do HC (50 e 100 mg/Kg), no CE (25 e 100 mg/Kg) e nas trés doses no CPF. Dessa
forma, o presente estudo demonstrou um possivel efeito neuroprotetor no modelo de convulsédo
induzida por pilocarpina que pode estar relacionado ao mecanismo de ac¢éo antioxidante desses

compostos

Palavras-chave: Depressédo; Ansiedade; epilepsia; plantas.



ABSTRACT

Depression, anxiety and epilepsy are diseases that affect a part of the population and become a
concern because it decreases the quality of life of people with disorders. They were treated
pharmacologically to treat these disorders, but some did not respond to treatment. Plant extracts
and metabolites have been researched as an alternative to the treatment of several diseases, so
Moringa oleifera (M.oleifera) has been studied because it has components that can aid in the
treatment of these diseases. The objective were neighborhood effects of
neuropsicofarmacological of the aqueous extract (EAMO) and metabolized secondary
(METMO) the seeds of M.oleifera in the classical samples of depression, anxiety and
convulsion in mice and oxidative stress in the hippocampus (HC), striatum (ST) and prefrontal
cortex (PFC). EAMO was administered acutely at the doses of 50, 150 and 450 mg/Kg (i.0.)
and the open field, plus maze and forced swimming (FS) tests were performed. In the pre-
treatment acute EAMO there was a reduction in the spontaneous locomotor activity of the
animals, it did not present an anxiolytic effect in the plus maze test and presented a possible
depressive effect in the forced swimming test. From these results, the effect of METMO at
doses of 25, 50 and 100 (i.0) on acute and subchronic pretreatment (14 days) in the pilocarpine-
induced convulsion test was evaluated. In the acute phase there was an increase in seizure
latency at a dose of 50 mg/Kg and increase in the three doses in the subchronic one. In the death
latency there was an increase in the doses of 50 and 100 mg/Kg in the acute pretreatment and
increase in the three doses in the subchronic. When evaluating oxidative stress, there was a
reduction of lipid peroxidation (MDA\) in the acute treatments of EAMO in the ST (150 mg/Kg)
and in the three doses in the PFC and METMO in the HC in the dose of 50 mg/Kg and in the
three doses in the ST. In the subchronic reduced in the three doses in HC, ST and PFC. In the
nitrate/nitrate dosage, there was no change in the EAMO and in the METMO there was a
reduction in HC in the three doses, in the ST (25 and 50 mg/Kg) and PFC (50 mg/Kg) in the
subchronic one there was reduction in the three doses in HC, ST and PFC. In the dosage of
glutathione (GSH) there was no change in the EAMO acute and there was a reduction in the
METMO subchronic of HC (50 and 100 mg/Kg), in the ST (25 and 100 mg/Kg) and in the three
doses in the PFC. Thus, the present study demonstrated a possible neuroprotective effect in the
pilocarpine-induced convulsion model that may be related to the mechanism of antioxidant

action of these compounds

Key words: Depression; anxiety; epilepsy; plants.
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1 INTRODUCAO

1.1 Desordens neurocomportamentais

Dados da Organiza¢do Mundial de Satide demonstram que a saide mental é de grande
relevancia na sociedade, pois ela afeta ndo sé a pessoa que é acometida por essa enfermidade,
mas as que estdo ao seu redor, além de diminuir a produtividade social. Em alguns paises
ocidentais, as enfermidades mentais sdo a principal causa de incapacidade, diminuindo até a
produtividade do pais. Existem dados que demonstram que a prevaléncia global das doencas
mentais esta entre 12,2% e 48,6%, sendo 70% dos casos concentrados em paises de baixa renda.
Transtornos neuropsiquiatricos podem causar morbidade e apesar de ndo levarem a morte, eles
podem estimular um suicidio (WHO, 2005; TOMLINSON, 2013).

Algumas doencas como depressao, esquizofrenia, epilepsia, deméncia e outras doengas
mentais e neuroldgicas e até mesmo o uso de substancias que causam dependéncia como alcool
representam uma prevaléncia de 13% no mundo (COLLINS et al., 2011). Podemos dividir essas
desordens em dois grupos: depressdo, ansiedade, esquizofrenia, panico, insénia e dependéncia
de drogas como desordens mentais e a deméncia, epilepsia e esclerose multipla como desordens
neuroldgicas e ambos os grupos podem ser classificados como desordens neuropsiquiatricas, as
quais afetam o comportamento do individuo e sua vida social (WITTCHEN et al., 2011).

Reconhecer que esses transtornos podem ser originados por algum problema de base
biolégica e ndo somente comportamental, em decorréncia de algum trauma ou por causa do
processo de envelhecimento, tem proporcionado a racionalizagdo dessas patologias, facilitando
a medicalizacdo dos pacientes (CLARK, 2014).

O avanco da tecnologia, principalmente no ambito da biologia, tem permitido que
técnicas, como imagem celular e molecular, elucidem de maneira mais evidente quais as
alteracbes nos circuitos do cérebro possam estar relacionadas com a fisiopatologia dos
transtornos emocionais e 0 modo de acao das drogas terapéuticas. Um possivel mecanismo que
possa unir depressdo e ansiedade seria as modificagdes nos sistemas de neurotransmisséo
relacionados as monoaminas (desregulacdo dos sistemas serotoninérgicos, noradrenérgicos e

alguns casos os dopaminérgicos) (NEUMANN et al., 2011).
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1.1.1 Depressao

A depressao caracteriza-se pela alteracdo de humor em situagoes rotineiras com varias
flutuacGes emocionais, podem estar associada a diversas doencas cronicas. Geralmente apenas
50% dos pacientes respondem ao tratamento com antidepressivos, pois o diagnostico é baseado
apenas pelos sintomas do comportamento, tornando o tratamento com as drogas pouco
especificos. Dessa forma, alguns pacientes néo respondem & medicagdo (MENARD; HODES;
RUSSO, 2016).

Segundo a Organizagao Mundial de Saude a depressdo é uma doenga comum em todo
0 mundo e afeta mais de 300 milhdes de pessoas e, aproximadamente, 800 mil pessoas morrem
por suicidio todos os anos, sendo suicidio a segunda principal causa de morte entre 0s jovens
de 15 a 29 anos. Embora existam tratamentos eficazes para a depressdo, menos da metade dos
afetados no mundo (em muitos paises, menos de 10%) recebem esses tratamentos, seja pela
falta de profissionais de satde ou pela falha do diagnéstico (WHO, 2018).

Sua elevada e crescente prevaléncia mundial e seus graves impactos caracterizam essa
doenca como um dos grandes problemas de salde publica do século XXI. Aproximadamente
4,3% das pessoas em todo mundo perdem anos de vida vividos por conta da doenca. Em 2004
ocupou a primeira posi¢do dentre as causas de anos vividos com incapacidade. Os impactos
econdmicos da depressdo na sociedade também sdo considerados graves, chegando a 118
bilhGes de euros na Europa em 2004, 1% da economia do continente (BOING et al, 2012).

As principais caracteristicas da depressao podem ser percebidas através do humor triste,
pelo desinteresse nas atividades diarias ou na capacidade de ter prazer com essas atividades,
sendo utilizadas para diagnosticar o distdrbio. Outras alteracGes que podem acompanhar a
depressdo baseiam-se em mudancas nos padrées de sono, distirbios do apetite e perda de
interesse sexual e até mesmo sintomas cognitivos como a capacidade de refletir, de se
concentrar e de tomar decisfes. Esses sintomas podem variar de individuo e cultura (AL-
BUSAIDI; ALAMRI, 2016).

A hipbtese monoaminérgica, a qual envolve a monoamina oxidase (MAQ), consiste em
que h& uma alteracéo nos niveis das monoaminas como serotonina (5-HT), norepinefrina (NE)
e dopamina (DP) e tem sido a hipotese mais utilizada no tratamento da depressdo. Esse tipo de
tratamento melhora a transmissdo e sinalizagdo monoaminérgica. Os inibidores de MAO
bloqueiam o transportador de norepinefrina e serotonina, o que aumenta 0s niveis sinapticos,
aumentando a neurotransmissdao (WANG et al., 2015; DESHWAL et al., 2017; LEE; BAE,
2017).


https://www-sciencedirect.ez11.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0306452215004959#!
https://www-sciencedirect.ez11.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0306452215004959#!
https://www-sciencedirect.ez11.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0306452215004959#!
https://www-sciencedirect.ez11.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0306452215004959#!
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1052305716001452
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1052305716001452
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1052305716001452
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Hé& algumas classes quimicas de antidepressivos (AD) disponiveis no mercado como
inibidores seletivos da recaptacdo da serotonina (ISRS), inibidores da recaptacdo da
noradrenalina (ISRN), triciclicos (TCA) e inibidores monoaminas oxidase (IMAO). O uso dos
TCA e da IMAO iniciaram a partir de 1957. Essas medicagfes foram essenciais no tratamento
da depressdo, no entanto, apesar do desenvolvimento de varias drogas, o tratamento da
depressdo ainda ndo consegue a remissdo clinica em muitos casos, além de causar alguns efeitos
colaterais ( ELIWA; BELZUNG; SURGET, 2017; LEE; BAE, 2017).

1.1.2 Ansiedade

A ansiedade pode ser caracterizada pela dificuldade que o individuo tem de lidar com
seu estado emocional, prejudicando sua funcéo social. Ela pode ser caracterizada por sintomas
como medo, apreensdo, irritabilidade, tensdo, preocupagdo excessiva e dificuldades de
concentracdo (SALT; MULVANEY; PRESTON, 2017).

Esse transtorno, geralmente, vem acompanhada do estresse, a qual consiste na resposta
fisioldgica do corpo a ameagas mentais ou fisicas. Embora uma breve exposi¢do ao estresse
seja uma um mecanismo de enfrentamento benéfico, o estresse de longo prazo provavelmente
prejudicara a saude em um contexto geral e na complicacdo das doencas existentes. Protocolos
de tratamento para o controle da ansiedade e a reducéo do estresse estdo sendo continuamente
buscados para mitigar o efeito desses riscos de saude (MORGAN et al., 2014).

Estudos demonstram que anormalidades da transmissdo glutamatérgica estdo
envolvidas na fisiopatologia da ansiedade, ou seja, os disturbios de ansiedade séo resultados do
equilibrio inibitorio/excitatério no cérebro, por conta do aumento da atividade do sistema
glutamatérgico excitatorio (PITSIKASN, 2014). O glutamato é o principal neurotransmissor
excitatorio no sistema nervoso central (SNC) dos mamiferos. Por isso, um dos primeiros
tratamentos desse disturbio foram os barbitdricos, no entanto, possui com desvantagens seu
efeito hipndtico e a dependéncia fisica com crise de abstinéncia nos pacientes (GELFUSO et
tal., 2014).

Com a descoberta dos benzodiazepinicos (BDZ) eles comecaram a ser o principal
medicamento prescrito para o tratamento de transtornos de ansiedade. No entanto, podem
apresentar varios efeitos colaterais como a tolerancia, amnésia, fraqueza, perda de desejo
sexual, efeitos gastrintestinais e alteragdes no peso corporal, sedacéo, relaxamento muscular, e
dependéncia fisica (MAHENDRAN et al., 2014). Apbés a descoberta dos ISRS, esses


https://www-ncbi-nlm-nih-gov.ez11.periodicos.capes.gov.br/pubmed/?term=Eliwa%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28800956
https://www-ncbi-nlm-nih-gov.ez11.periodicos.capes.gov.br/pubmed/?term=Belzung%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28800956
https://www-ncbi-nlm-nih-gov.ez11.periodicos.capes.gov.br/pubmed/?term=Surget%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28800956
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medicamentos comecgaram a Ser prescritos para os transtornos de ansiedade (GELFUSO et tal.,

2014).

De acordo com a Associacdo Americana de Psiquiatria (AMERICAN PSYCHIATNC
ASSOCIATION, 2014) a ansiedade pose der caracterizada em oito tipos (Quadro 1):

Quadro 1- Classificacdo dos tipos de ansiedade de acordo com Associacdo Americana de Psiquiatria.

Tipo

Caracteristica

Transtornos de ansiedade de separacao

Individuo ansioso diante de situacfes que podem levar

a perda de algo que ele seja apegado.

Mutismo Seletivo

Fracasso de falar em situagdes sociais que tenham a

expectativa que ele fale.

Fobia Especifica

AnNsSiosos e apreensivos e evitam coisas ou situacdes
que lhe causem esses transtornos como animais,

ambientes dentre outros.

Transtorno de ansiedade Social (Fobia Social)

Se esquivam de situacBes que podem ser avaliados
pelo seu comportamento, caso a avaliacdo seja

negativa ele ficaria envergonhado.

Transtorno de Panico

Sofrem ataques de pénico diante de alguma situagdo
que o leva ao medo e fica apreensivo em sofrer
novamente esses ataques em locais que nao sdo
familiares, evitando locais diferentes.

Agorafobia

Temem situagBes como pegar o transporte publico,
espacdes abertos, lugares fechados, pegar fila e outras

situacdes

Transtorno de ansiedade generalizado

Preocupagdes e ansiedade excessivas e persistentes a
respeito de varias areas e tem dificuldade de controlar.
Demonstra sintomas fisicos como irritabilidade

Transtornos de ansiedade induzido

substancia/medicamento

por

Ansiedade em decorréncia de intoxicacdo ou
abstinéncia de uma substancia ou a um tratamento

medicamentoso.

Fonte: AMERICAN PSYCHIATNC ASSOCIATION, 2014

Como forma de potencializar o tratamento, o uso de medicina alternativa,
principalmente remédios de ervas para tratar transtornos mentais, aumentou significativamente,
uma vez que estes sdo também considerados eficazes e com efeitos colaterais mais amenos do

gue os medicamentos convencionais. Por isso a busca de tratamentos alternativos,
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principalmente envolvendo plantas, para amenizar esses efeitos e melhorar a adeséo do paciente
ao tratamento (HAZIM et al., 2014).

1.1.3 Epilepsia

A convulsdo é caracterizada por uma alteragdo da fungdo neuroldgica causada pela
descarga excessiva e anormais dos neurdnios no cérebro. Uma crise provocada por algum dano
reversivel (por exemplo, febre, hipoglicemia) ndo se enquadra na definicéo de epilepsia, porque
é uma condigdo secundéria de curta duracdo, ndo um estado crénico. A epilepsia consiste em
um disturbio cerebral ocasionado por descargas elétricas anormais, tendo como principal
caracteristica a recorréncia de crises convulsivas ndo provocadas. Tem que ser levado em
consideracdo diversas caracteristicas clinicas que ocorrem consistentemente em conjunto como
idade de desenvolvimento, achados de eletroencefalograma (EEG), fatores desencadeantes,
genética, historia natural, progndstico e resposta a drogas antiepilépticas (DAES), podendo
variar sua caracteristica fisiopatoldgica de acordo com a area do cérebro afetada (COSTA;
CORREA; PARTATA, 2012; STAFSTROM; CARMANT, 2015).

Aproximadamente 50 milhdes de pessoas vivem com epilepsia em todo o mundo.
Estima-se que a populacdo geral com epilepsia ativa (convulsGes continuas ou com a
necessidade de tratamento) possui uma propor¢do entre 4 e 10 por 1000 pessoas, podendo
atingir valores entre 7 e 14 por mil pessoas em paises de baixa e média renda e cerca de 80%
das pessoas com epilepsia vivem em paises de baixa e média renda (WHO, 2018).

Neurdnios que liberam glutamato ou GABA enviam e recebem a maioria das sinapses
no cérebro dos mamiferos. A excitacdo e inibi¢do rapidas fornecidas por essas sinapses sdo a
base para a construcdo de circuitos em todo o cérebro, sendo a forca relativa e o tempo dessa
neurotransmissao nas sinapses que regulam o fluxo de informacdes através dos circuitos,
ressaltando que a excitotoxicidade induzida por glutamato pode levar a morte celular neuronal.
Dessa forma, as alteragdes patoldgicas na transmissao sinaptica podem ser o fundamento para
diversas doencas neurologicas como a epilepsia (BARROWS, et al., 2017; MAZZOCCHETTI
etal., 2018).

As crises epiléticas podem ser divididas em trés grupos: parciais ou focais, generalizadas
e crises ndo classificaveis. Diagnosticar a epilepsia depende fundamentalmente do relato das
crises pelo paciente, por parentes ou por testemunhas. Dessa forma, a historia e o exame clinico
sdo fundamentais (SOUZA; OLIVEIRA, 2017).


https://www-ncbi-nlm-nih-gov.ez11.periodicos.capes.gov.br/pubmed/?term=Stafstrom%20CE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26033084
https://www-ncbi-nlm-nih-gov.ez11.periodicos.capes.gov.br/pubmed/?term=Carmant%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26033084
https://www-sciencedirect-com.ez11.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0028390818301527
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Varios antiepilépticos tém sido descritos como bons candidatos para estabilizar os
neurdnios e protegé-los de insultos externos, inibindo a excitabilidade neuronal através da
modulacdo de canais i0nicos, dos sistemas GABAérgico e glutamatérgico ou segundos
mensageiros, no entanto, alguns pacientes que apresentam epilepsia ndo sdo controlados de
forma tdo eficaz com tratamentos farmacoldgicos convencionais, havendo, entdo, a necessidade
da busca te tratamentos alternativos, como uso de plantas, para tratamento desses pacientes
(HATTIANGADY; RAO; SHETTY, 2008).

1.2 Modelo animal

Os modelos de pesquisa com uso de animais tém sido bastante utilizados como forma
de prever mecanismos de doencas e formas de tratamento, mesmo que 0s experimentos possam
ter alguma interferéncia durante a execucdo e muitas vezes demonstrar diferencas quando é
realizado o ensaio clinico (TATEM et al., 2014).

Em psicopatologia, apesar de ndo sabermos ao certo o que acontece a nivel cerebral e
as diferencas entre o cérebro animal e do homem, o uso de protocolos em animais sao
importantes ferramentas para avanco de estudo cientificos. Para um protocolo ter validade o
modelo animal deve possuir: semelhantes respostas comportamentais e fisiolgicas observadas
em humanos, o modelo deve ser sensivel a agentes farmacoldgicos clinicamente eficazes,
possuir respostas inversas a medicacdo com efeito oposto e 0s agentes que ndo tém efeito na
clinica ndo devem ter efeito nesses testes e que a etiologia do comportamento e os fatores
bioldgicos subjacentes ao disturbio sejam similares em animais € humanos (BOURIN, 2015).

De maneira geral, para cada objetivo de uma investigacdo cientifica hd um protocolo
validado que deve ser seguido. O teste do campo aberto (open field) foi descrito por SIELGEL
(1946) e validado por ACHER (1973). Um teste relativamente simples e utilizado para medir a
atividade exploratéria do animal, podendo ser utilizado para avaliar a atividade locomotora e,
consequentemente, doengas neuromusculares (TATEM et al., 2014).

O teste de labirinto de cruz elevado (plus maze) foi descrito por LISTER (1987) e avalia
a atividade ansiolitica de agentes farmacol6gicos de maneira geral. O teste em animais nédo
consegue prever todos os aspectos da ansiedade humana, mas seus estudos permitem
investigacOes detalhadas de processos neurobioldgicos e psicoldgicos em estados nos quais o
medo pode ser inferido, como respostas a estressores aversivos agudos e repetidos (BOURIN,
2015).
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O teste do nado forcado (NF) foi descrito por PORSOLT et al. (1977) e utilizado para
modelos antidepressivos. Teste simples e sensivel que possui como desvantagem a
possibilidade de falso negativo, se a droga apresentar alguma alteracdo na locomocéo do
animal, aumentando seu tempo de imobilidade. Para evitar a ambiguidade desse resultado,
geralmente associa esse teste com o do campo aberto, o qual avalia esse efeito locomotor (LIN
etal., 2015).

O teste de convulsdo induzida por pilocarpina consiste na administracao, via sistémica,
de altas doses do agonista muscarinico pilocarpina em roedores (TURSKI et al., 1983;
CAVALHEIRO, 1995). Receptores colinérgicos (M1 muscarinicos) ativam a convulsdo e
ativacdo do receptor NMDA (N-metil-D-aspartato) mantem a convulsdo (HAMILTON et al.,
1997). A pilocarpina também contribui para a progressao das crises por danificar a barreira
hematoencefalica (BHE) em decorréncia dos niveis elevados de IL-1p (NIRWAN; VYAS;
VOHORA, 2018).

1.3 Estresse oxidativo

A resposta ao estresse pode ser um importante fator de risco o qual pode estimular o
desenvolvimento de diversas patologias como a ansiedade, a depresséo, o transtorno de estresse
pos-traumatico e outros transtornos afetivos ou mentais, caracterizados pela ativacdo do sistema
locus coeruleus-norepinefrine (LC-NE). O estresse pode desencadear a atividade de disparo de
neurdnios noradrenérgicos no LC e, posteriormente, generalizar a transmissao NE no
hipotalamo, cértex pré-frontal, tronco cerebral, cerebelo e amigdala (WANG et al, 2017).

De forma fisioldgica, o estresse pode levar ao estresse oxidativo das células, podendo
causar diversas patologias neurodegenerativas, por isso, ja existem muitos medicamentos e
estudos em plantas para o tratamento dessas doencas por meio da diminuicéo de radicais livres.
No entanto, para que esses compostos influenciem nessas doencas, deve-se avaliar a capacidade
deles de inibir ou mesmo eliminar o excesso de radicais livres em células nervosas do cérebro
(AGNIESZKA; ANTKIEWICZ-MICHALUK, 2017).

A producéo de radicais livres, que sdo espécies reativas de oxigénio (EROs), constitui a
principal mediadora na cascata de inflamagdo, podendo causar morte celular. O aumento no
estresse oxidativo reduz a Glutationa (GSH), principal molécula antioxidante presente no
cérebro, podendo causar danos neurais. Além da GSH, ha outros antioxidantes end6genos como
0 superéxido dismutase (SOD) e catalase (CAT) (SINGH et al., 2017).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1734114016304716
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A disfuncdo mitocondrial pode aumentar a geracdo de EROs e agravar a apoptose
celular induzida pelo oxidante. As lesBes por estresse oxidativo podem levar a um desequilibrio
entre o efeito oxidativo e o efeito antioxidante no organismo, aumentando producao de radicais
livres, o que fard com que o poro de transicdo de permeabilidade mitocondrial se abra.
Consequentemente, o citocromo-C das mitocéndrias seré liberado no citoplasma e a caspase-3,
induzindo a apoptose celular. As EROs, como uma espécie de molécula sinal, podem afetar as
atividades de uma variedade de vias de transducdo de sinal, como a Janus quinase / transdutor
de sinal e ativador da via de transcricao, a via da proteina quinase C e a via da MAPK (SUN;
KONG; ZHOU, 2018).

Para medir esse estresse a nivel metabdlico determinadas areas do cérebro podem ser
utilizadas para estimar a producdo de radicais livres. Disturbios nas enzimas da cadeia
respiratoria mitocondrial podem levar a diminuicdo da atividade da catalase no hipocampo e no
cerebelo (MOTAGHINEJAD; MOTEVALIAN; SHABABB, 2016). Na depressdo regides
cerebrais como hipocampo e o cortex pré-frontal sdo afetadas. Alguns estudos demostraram
uma diminuicdo no volume dessas regifes em individuos com depressdo (HARE; GHOSAL,
DUMAN, 2017).

O estresse cronico também pode alterar o sistema noradrenérgico, que integra o sistema
imune e neuroenddcrino. O estresse crénico aumenta a atividade da tirosina hidroxilase,

aumentando a produgéo de NE, levando a uma reagdo em cadeia. A NE aumenta a liberacdo do
fator de liberacdo de corticotropina (CRF) no hipotadlamo, levando ao aumento de ACTH
(hormonio estimulante do cortex da supra-renal) pela glandula pituitaria a qual induz a glandula
adrenal liberar NE e cortisol. O aumento de NE e cortisol estimula o sistema simpatico, o qual
libera citocinas com efeitos neurotdxicos (DEAN; KESHAVAN, 2017) . Dessa forma, véarios
fatores podem acarretar um estresse a nivel metabdlico e acarretar diversas doencas

neuroldgicas.

1.4 Plantas medicinais

A humanidade, ao longo dos anos, tem utilizado os produtos naturais para desenvolver
novos agentes terapéuticos para o tratamento de diversas doencas. Cada vez mais as pessoas
tém se tornado conscientes sobre a importancia do uso de fitoterapicos e seus sintéticos como
fonte no desenvolvimento de novos medicamentos (CHEN et al, 2015;
NIEOCZYM; SOCALA; WLAZ, 2018).


https://www-ncbi-nlm-nih-gov.ez11.periodicos.capes.gov.br/pubmed/?term=Dean%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28558878
https://www-ncbi-nlm-nih-gov.ez11.periodicos.capes.gov.br/pubmed/?term=Keshavan%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28558878
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As plantas podem produzir uma variedade de metabdlitos bioativos, os quais estdo sendo
testados e usados para diversas doencgas tanto fatais como cronicas. Dessa forma, descobrir o
mecanismo molecular de acdo desses bioativos pode contribuir para o avan¢o da comunidade
cientifica, incentivando pesquisas tanto no desenvolvimento como na melhoria de abordagens
terapéuticas no combate de diversas doencas como céncer, distdrbios cardiovasculares,
neurodegenerativos e dentre outras (DHARAMBIR; SINGH; SHARMA, 2016).

Muitos neuromoduladores que atuam no sistema nervoso sdo originarios de fontes
botanicas. Essas substancias derivadas de plantas modulam a atividade de receptores, canais
ibnicos ou transportadores em neurénios. Suas propriedades tornam as substancias Uteis para
medicina e pesquisa (CHO et al, 2018).

Nos medicamentos sintéticos temos uma substancia isolada conhecida, a qual exerce
sua funcdo farmacoldgica. Nas plantas medicinais e consequentemente nos medicamentos
fitoterapicos hd uma mistura complexa de substancias bioativas, compostos secundarios, as
quais podem exercer diversas funcdes (FARIAS et al., 2016).

O Brasil é um pais privilegiado, pois possui aproximadamente 15 a 20% da
biodiversidade mundial. As plantas além de seu uso para a fabricacdo de medicamentos, elas
também sdo utilizadas em préticas populares e tradicionais como remédios caseiros e
comunitarios. Os fitoterapicos também sdo alvos de interesses empresariais privados, pois
constituem importante fonte de inovacdo em saude, influenciando na competitividade do
Complexo Produtivo da Saude (BRASIL, 2006).

O uso de fitoterapicos pode ser utilizado por pessoas de diversos niveis econdmicos.
Seu uso é mais frequente em condicBes crénicas como depressdo, ansiedade, dor e enxaquecas.
Apesar de ser de origem natural, deve-se ter cuidado com as terminologias e termos utilizados
para evitar o uso inadequado (CHANG et al., 2007).

Ha varios relatos na literatura no uso de plantas para tratamento de diversas doencas
como: Cymbopogon citratus e Hypericum perforatum poder exercer agdo antidepressiva
(BUKHARI; DAR, 2013; UMUKORO, 2003), Passiflora incarnata e Lippia graveolens com
efeito ansiolitico (SARRIS et al., 2011; TRUJANO et al., 2017) e Moringa oleifera
(M.oleifera) para diabetes (OMODANISI, ABOUA, OGUNTIBEJU, 2017) e agéo
antidepressiva (KAUR et al., 2015).



25

1.5 Moringa oleifera
1.5.1 Generalidades

Moringa oleifera pertence a familia das Moringaceae. Ela é nativa da India e
amplamente cultivada nos trépicos de todo o mundo, pois cresce rapidamente, sendo capaz de
sobreviver em solos pobres, requerendo o minimo de atengdo em longos periodos de seca. A
Moringa oleifera € uma planta arborea com longas vagens verdes, sementes aladas, folhas
grandes e flores brancas perfumadas. Podem crescer até 4 metros de altura, gerando flores e
frutos em um ano (SANTANA et al., 2010).

A planta também é utilizada como ornamentacdo, pesticidas e medicamentos.
Partes como as folhas, sementes, cascas, flores, seiva e 6leo séo utilizados na medicina
tradicional. As sementes ja sdo utilizadas para limpeza de agua para metais e se 6leo
como biocombustivel. Vérias preparacGes de M. oleifera tém sido preparadas com
objetivos  anti-inflamatoérios, anti-hipertensivos, diuréticos, antimicrobianos,
antioxidantes e hipoglicemiantes (STOHS; HARTMAN, 2015; KARIM et al., 2016).

Figura 1: Imagem representando as Folhas, Flores (A) e sementes (B) da Moringa oleifera

Fonte: JESUS, et al., 2013.

1.5.2 Bioativos

Extratos de plantas, de maneira geral, tém sido bastante utilizados por mostrar
um efeito protetor e aliviar o estresse oxidativo. Muitos estudos da Moringa sugerem
que ela possui potencial terapéutico em varias doencas como cancro, hipertensdo e
aterosclerose, pois na planta pode conter vitamina C, B-caroteno, flavonoides e
compostos fendlicos, substancias essas que tem demonstrado grande potencial
antioxidante (KERDSOMBOON et al., 2016).
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Estudos também demonstram que a planta M. oleifera possui muitas propriedades
nutricionais e terapéuticas, sendo utilizada para diversos tratamentos medicinais. Em uma
caracterizacdo quimica, as sementes apresentaram, como principais constituintes, o acido oléico
e 4cidos graxos como, acido linoléico, acido linolénico, fitoquimicos como taninos, saponina,
compostos fenolicos (ex: glucosinolatos), fitatos, flavondides, terpenoides e lectinas. Além
destes, gorduras, fibras, proteinas, minerais, vitaminas A, B, C e aminoacidos, os quais podem
ser antioxidantes (GOPALAKRISHNAN; DORIYA; KUMAR, 2016).

Na sua classificacdo cientifica a M.oleifera € da ordem de Brassicales uma das
plantas cruciferas, plantas dessa ordem possui como caracteristica possuir glucosinolatos (GLS)
em sua constituicdo (KARIM et al., 2016).

Os GLS sdo metabdlitos secundarios formados a partir da enzima mirosinase por
processo de hidrdlise, os quais tem sido estudados por suas propriedades antitumorais e
neuroprotetoras. A glucomorigina (GMG), presente nas sementes da M.oleifera,
pertence a familia dos GLS que ao passar por esse processo de hidrélise forma tipo de
ativo, a qual possui efeitos medicinais. Dessa forma, diversos estudos tém utilizado essa
planta para descobrir mais efeitos como planta medicinal (GALUPPO et al., 2014).

Como forma de explorar as propriedade dessa planta, varios estudo tem sido
realizado para avaliar os efeitos do extrato tanto das folhas como das sementes da
M.oleifera, mostrando que que extrato das folhas possuem potencial contra distirbios de
ansiedade e epilepsia e extratos de sementes um grande potencial para tratamento de
doencas neurodegenerativas (INGALE; GANDHI, 2016; ZHOU et al., 2018).

Como forma de contribuir para a pesquisa na busca de novos principios ativos e testar
alternativas de tratamento para melhorar a qualidade de vida dos pacientes com esses distdrbios,
0 presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos comportamentais e bioquimicos do
extrato aquoso das sementes da M.oleifera em modelo animal de atividade locomotora
exploratoria, depressdo e ansiedade e dos metabdlitos secundarios produzido a partir desse

extrato aquoso.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar os efeitos neurocomportamentais e bioquimicos do extrato aquoso e do

metabolito secundario das sementes da Moringa oleifera nos modelos em camundongos.

2.2 Objetivos Especificos

- Analisar os efeitos neurocomportamentais em camundongos no tratamento agudo do
extrato aquoso das sementes M.oleifera nos testes de campo aberto, nado forcado e labirinto de
cruz elevada;

- Analisar os efeitos neurocomportamentais em camundongos no tratamento agudo e
subcrénico do metabolito secundério das sementes da M. oleifera nos testes de campo aberto e
convulsdo induzida por pilocarpina;

- Determinar os efeitos antioxidantes do extrato aquoso no pré-tratamento agudo e dos
metabolitos secundérios das sementes da M.oleifera no pré-tratamento agudo e subcrénico por
meio das dosagens de nitrito/nitrato e peroxidacdo lipidica nas areas cerebrais do cértex pré-
frontal (CFP), do corpo estriado (CE) e do hipocampo (HC);

- Determinar os niveis na producéo de glutationa reduzida (GSH) do extrato aquoso no
pré tratamento agudo e dos metabolitos secundarios das sementes da M.oleifera no pré-
tratamento subcrdnico nas areas cerebrais do cortex pré-frontal (CFP), do corpo estriado (CE)
e do hipocampo (HC);
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3 METODOLOGIA

3.1 Animais

Foram utilizados camundongos Swiss adultos machos (20-30g) oriundos do Biotério
Central da Universidade Federal do Ceard — UFC. Os animais foram mantidos na Hospedaria
da UFC — Campus Sobral em caixas de polipropileno com no maximo 8 animais, em condicdes
ambientais semelhantes, em temperatura média de 24 + 2°C, com ciclo claro/escuro alternado

de 12 horas, com luzes acesas as 06:00 horas, recebendo racéo padréo e agua ad libitum.

3.2 Aspectos Eticos

O protocolo experimental de numero 09/16 (Anexo A) foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa Animal (CEPA) da UFC. Todos os experimentos ocorreram conforme as
normas e procedimentos estabelecidos na Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, também
denominada de Lei Arouca 2008 (BRASIL, 2008), que estabelece os procedimentos para o0 uso
cientifico de animais e também em concordancia com o Decreto n® 6.899, de 15 de julho de
2009 (BRASIL, 2009), o qual dispde sobre as normas acerca do controle de experimentacao

envolvendo animais.

3.3 Material Botanico

O extrato aquoso e os metabdlitos secundarios das sementes da M.oleifera foram
fornecidos pela Dra. Hévila Oliveira Salles responsavel pelo Laboratorio de Bioquimica da
EMPBRAPA (Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria) localizada na cidade de Sobral —
Ce.

3.4 Drogas e Preparo

Foi utilizado Cloridrato de Pilocarpina do laboratério ALLERGAN, Diazepam da
GERMED e Cloridrato de Fluoxetina da EMS. O extrato e os metabolito foram dissolvidos

em agua destilada, bem como os demais reagentes.
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3.5 Tratamento dos grupos experimentais

Os animais foram aleatoriamente divididos em grupos e tratados de forma aguda com
extrato aquoso das sementes da M. oleifera (EAMO), e aguda e subcrénico dos metabolitos
secundarios (METMO). INGALE e GANDHI (2016) testou extrato aquoso das folhas da M.
oleifera nas doses de 250, 375 e 500, como forma de aproximar esses valores para as sementes,
foram escolhidas para EAMO as doses de 50; 150 e 450 mg/Kg e para 0 METMO foram de 25,
50 e 100 mg/Kg, sendo as doses do METMO menor, pois ser mais concentrado do que o estrato
e ambos foram por via oral (v.0.). No tratamento agudo os testes comportamentais foram
realizados no mesmo dia da administracdo da droga e o subcrdnico no 14° dias de tratamento.

Durante todo o periodo de tratamento subcronico os animais foram pesados diariamente,
pois 0 volume administrado da droga foi referente ao peso de cada animal no dia da pesagem.

Os testes foram realizados 1 hora ap6s o tratamento da amostra (EAMO ou METMO).
As alteragbes comportamentais foram avaliadas utilizando os testes de campo aberto
(ARCHER,1973), labirinto em cruz elevado (LISTER, 1987), nado forcado (PORSOLT et al.,
1977) para a investigacao de possiveis efeitos do EAMO e Convulsdo Induzida por pilocarpina
(TURSKI et al., 1983; CAVALHEIRO, 1995) para avaliacdo do METMO.

Foram utilizados como padrfes positivos para a avaliacdo: Fluoxetina na dose de 35
mg/Kg (v.0.) no teste de Nado Forgado (NF), Diazepam (DZP) de 1 mg/Kg (v.0.) no teste de
Plus Maze, também chamado de Labirinto em Cruz Elevada (LCE) e Diazepam (DZP), 2
mg/Kg (v.0.) para o teste de Campo Aberto e Pilocarpina de 400 mg/Kg (i.p.) no teste de

convulséo.

Quadro 2: Tratamento Agudo do Extrato Aquoso das sementes da M.oleifera

GRUPOS TRATAMENTOS

1 Veiculo (4gua) v.o.

Diazepam (DZP) 1 mg/Kg v.o.

Diazepam (DZP) 2 mg/Kg v.o.

Extrato Aquoso 50 mg/Kg v.o.

Extrato Aquoso 150 mg/Kg v.o.

2
3
4 Fluoxetina 35 mg/Kg v.o.
5
6
7

Extrato Aquoso 450 mg/Kg v.o.
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Quadro 3: Tratamento agudo e subcronico do metabélito secundario da M.oleifera

GRUPOS TRATAMENTOS
1 Veiculo (4gua) v.o.
2 Veiculo (4gua) v.o. + Pilocarpina (400 mg/Kg i.p.)
3 Metabolito Secundario 25 mg/kg v.o. + Pilocarpina (400 mg/Kg i.p.)
4 Metabolito Secundéario 50 mg/kg v.o. + Pilocarpina (400 mg/Kg i.p.)
5 Metabolito Secundario 100 mg/kg v.o. + Pilocarpina (400 mg/Kg i.p.)

3.6 Protocolo experimental

Os experimentos foram realizados durante o dia e os animais foram observados em um
ambiente fechado, desprovido de barulhos externos e com temperatura constante (22 + 2°C).
Para o teste de campo aberto e labirinto de cruz elevada, foi utilizado uma iluminagao de baixa
densidade (luz vermelha de 15 W) e nos testes de nado forcado e convulsdo foram realizados
com iluminacdo normal. Em todos os testes, com excecdo do nado forcado, ap6s a observacéo
de cada animal foi utilizado alcool 70% para a remocao de residuos deixados pelo animal.

Apos 1 hora do tratamento com extrato aquoso agudo (mesmo dia da administracao) os
animais foram levados para os testes comportamentais. Apés o teste do campo aberto 0s animais
foram levados ao teste de nado forgcado, sendo utilizado o mesmo grupo de animais. Outros
grupos de animais foram utilizados para o teste de labirinto em cruz elevado (LCE) (Figura 2).

No tratamento agudo com os metabolitos secundarios, a convulsdo induzida por
pilocarpina foi realizada no mesmo dia de tratamento (Figura 3) e no décimo quarto dia de
tratamento no subcrénico (Figura 4). Todos os testes foram executados uma hora ap6s a

administracdo via oral da droga analisada.
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Figura 2: Protocolo Experimental para o Tratamento Agudo com EAMO nas doses de 50, 150 e 450 mg/Kg v.o.

Tratamento Agudo

Dia 1

Teste de
campo aberto,
Nado Forcado

e Plus maze

D

Figura 3: Protocolo Experimental para o tratamento agudo com METMO nas doses de 25, 50 e 100 mg/Kg v.o.

Tratamento Agudo

Dia 1

Teste de
convulsdo
induzido por
pilocarpina

Figura 4: Protocolo Experimental para tratamento subcrénico com METMO doses de 25, 50 e 100 mg/Kg v.o.

Tratamento Subcrdnico

1 14
60’
Inicio do Teste de
tratamento convulsdo
induzido por

pilocarpina




3.7 Testes Comportamentais

3.7.1 Avaliacéo da atividade locomotora
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O teste do campo aberto (open field test) foi baseado na metodologia descrita por Archer

(1973). Esse protocolo foi utilizado para analisar a atividade exploratéria do animal (ALE).

Para esse experimento foram utilizados aparatos feitos de acrilico, contendo paredes

transparentes e piso preto, com area de 30 x 30 x 15 cm e dividido em nove quadrantes iguais

(Figura 5). Os parametros avaliados foram: nimero de cruzamentos com as quatro patas

(movimentagéo espontanea) registrados no tempo de 5 minutos.

Figura 5: Teste do campo aberto em camundongo.

EAMO (50, 150 e 450 mg/Kg v.0.),
veiculo v.o. e DZP (2 mg/Kg; v.0.)

5 minutos

v

4\ -
/\\

60 minutos

Fonte: Adaptado de FROTA, 2015.

3.7.2 Avaliacdo da atividade ansiolitica

O teste o labirinto da cruz elevada (LCE) (plus maze test), descrito inicialmente por
Lister (1987), foi utilizado como ensaio comportamental para avaliar possiveis efeitos

ansioliticos dos agentes farmacologicos, bem como para auxiliar na determinacdo de regifes

cerebrais e mecanismos envolvidos no comportamento relacionado com a ansiedade. O animal
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foi colocado no centro da juncdo de quatro bragos elevados a 45 centimetros do chéo,
consistindo de dois bragos abertos sem paredes (30 x 5 cm), deixando os animais expostos ao
meio e dois fechados perpendiculares (30 x 5 x 25 cm) com paredes servindo com um abrigo
seguro para o animal (Figura 6).

Apos 1 hora do tratamento, os animais foram submetidos ao LCE e observados por um
tempo de 5 minutos. Nesse tempo foi avaliado pardmetros comportamentais como: numero de
entradas nos bragos abertos (NEBA) e fechados (NEBF) e o tempo de permanéncia do animal
no braco aberto (TPBA) e brago fechado (TPBF). A frequéncia total de entradas foi obtida pela
soma simples das frequéncias de entradas nos bragos abertos e nos fechados. Para anélise
estatistica dos dados e confeccdo dos graficos, as percentagens de entradas nos bracos abertos
serdo calculadas dividindo a frequéncia de entradas nos bracos abertos pela frequéncia total de
entradas, e esse indice multiplicado por 100. De maneira semelhante foi calculada a
percentagem de tempo em que 0s animais permaneceram nos bragos abertos. Dessa forma, 0s
pardmetros utilizados para a andlise estatistica foram: nimero de entradas no brago aberto
(NEBA), tempo de permanéncia no braco aberto (TPBA), percentagem de entrada nos bracos
abertos (PEBA) e percentagem de tempo nos bracos abertos (PTBA). Para a analise estatistica
todos os grupos foram comparados ao grupo controle. Neste modelo, os roedores evitam o0s
bracos abertos do labirinto, restringindo a maioria de suas atividades aos bracos fechados. Um
aumento seletivo nos parametros correspondentes aos bragos abertos (entradas e tempo) revela
um efeito ansiolitico (PELLOW,; FILE, 1986), e o inverso é verdade para compostos
ansiogénicos. O numero de entradas nos bracos fechados avalia a atividade motora dos animais
(RODGERS et al., 1997).

Além dos grupos tratados e veiculo, um grupo foi tratado com DZP (1 mg/Kg; v.0.)

como controle positivo (ansiolitico padrao).
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Figura 6: Teste de labirinto em cruz elevado em camundongo.

EAMO (50, 150 e 450
mg/Kg v.0.), veiculo v.o. e
DZP (1 mg/Kg; v.0.)

5 minutos

60 minutos

Fonte: Adaptado de FROTA, 2015.

3.7.3 Avaliacéo da atividade antidepressiva

O experimento consiste na exposi¢do do animal a um tanque (22 cm de didmetro por 40
cm de altura) com agua (25 °C) até a metade, cerca de 20 cm, por 5 minutos (Figura 7). Este
teste consiste em avaliar uma possivel atividade antidepressiva induzida por drogas, seguindo
a metodologia descrita por Porsolt et al. (1977). A fluoxetina (35 mg/Kg; v.0.) foi utilizada

como um antidepressivo padrdo para controle experimental.
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Figura 7: Teste do nado forgado em camundongo

EAMO (50, 150 e 450 mg/Kg V.0,
veiculo v.o. e FLUX (35 mg/Kg;

Vv.0.)

5 minutos

60 minutos

Fonte: Adaptado de FROTA, 2015.

3.7.4 Avaliacéo da Convulséo Induzida por Pilocarpina

O teste de convulséo induzida por pilocarpina consiste na administracao, via sistémica,
de altas doses do agonista muscarinico pilocarpina em roedores (TURSKI et al., 1983;
CAVALHEIRO, 1995). Para este teste foram utilizados os seguintes grupos de animais: veiculo
(4gua, v.0.), METMO (25, 50, 100 mg/Kg, v.0.).

Ap6s 60 minutos dos tratamentos, no primeiro dia (agudo) ou no décimo quarto dia
(subcronico), foi administrado pilocarpina 400 mg/kg (P400), i.p. Logo apds a administracéo
de P400, os animais foram colocados em gaiolas individuais e observados por um periodo de
60 minutos. Os parametros analisados foram: laténcia da convulsdo, que marca o tempo entre
a administracdo de P400 até a primeira convulsdo e a laténcia de morte dos animais em que
consiste no tempo decorrido da administracdo de P400 e morte dos animais em segundos
(Figura 8).
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Figura 8: Teste de convulsao induzido pela pilocarpina.

60 min

1h X

P400 Parametros Avaliados:
- Laténcia de convuls3o.
- Laténcia de Morte.

P400= Pilocarpina 400 mg/kg.

Fonte: PRADO, 2016.

3.8 Dissecacdao das areas cerebrais

ApoGs os testes comportamentais, os animais foram devidamente sacrificados por
descolamento cervical e, logo em seguida, os encéfalos foram retirados rapidamente e
colocados sobre papel aluminio numa placa de petri com gelo. Em seguida o hipocampo (HC),
o corpo estriado (CE), o cortex pré-frontal (CFP) foram isolados das estruturas circunjacentes
por divulsionamento (Figura 9). Apds a dissecacdo, cada area foi colocada em papel aluminio

sobre gelo, pesada e armazenada a -80 °C.

Figura 9: Areas cerebrais do camundongo utilizadas para as dosagens de nitrito/nitrato, TBARS e Glutationa.

PR N ; SR
" Areas cerebrais
R - w iy

Fonte: PRADO, 2016.
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3.9. Analises neuroquimicas

3.9.1 Determinacao da peroxidacao lipidica por medi¢ao do conteddo de substancias reativas
do &cido tiobarbitdrico (TBARS)

O grau de lipoperoxidacdo no HC, CPF e CE foi medido através da determinagdo das
concentracdes de TBARS, conforme o método de Draper e Hadley (1990). Foram preparados
homogenatos das areas cerebrais supracitadas a 10% em solucéo de cloreto de potassio (KCI).
Um volume de 0,25 mL do homogeneizado foi colocado em banho maria por 1 hora, a 37 °C.
Em seguida foi precipitado com 0,4 mL de &cido perclérico a 35% e posteriormente foi
centrifugado na velocidade de 5000 rotacdes por minuto (RPM), durante 15 minutos, sob
temperatura de 4 °C. Apds centrifugacdo, o sobrenadante foi transferido e a ele foi adicionado
0,2 mL de &cido tiobarbitdrico 1,2%. Apos a agitacdo, essa mistura foi mantida em banho de
agua fervente (95-100 °C) por 30 min. O contetdo de TBARS foi determinado em ELISA a
535 namdmetros (nm). Os resultados foram expressos em micrograma (ug) de malondialdeido
(MDA) por grama (g) de tecido.

3.9.2 Determinagé&o da concentragéo de nitrito/nitrato

Para a determinacdo da producdo de nitrito, primeiramente foi preparada uma curva
padréo. Para isso, foram pesados 6,9 mg de NaNO: e dissolvidos em 10 mL de agua bidestilada
(estoque-10 mM) e feitas as diluicbes em série (10 e 20 x), ficando 1 mM, 100 uM, 10 uM, 5
uM, 2,5 uM, 1,25 uM, 0,625 uM, 0,312 uM. Foi realizada uma equacdo da reta para o calculo
das concentracdes do teste (GREEN et al.,1981). Para a determinacao da concentracdo de nitrito
em cada tecido, foram preparados homogenatos das areas cerebrais a 10% (p/v) em solucdo de
cloreto de potassio (KCI) 1,15%. Ap6s a centrifugacdo na velocidade 11000 g, durante 15
minutos, na temperatura de 4 °C, os sobrenadantes foram coletados e a producdo de 6xido
nitrico (NO) foi determinada através da reacdo de Griess. Uma aliquota de 100 uL do
sobrenadante foi incubada com 100 pL do reagente de Griess, composto por: sulfanilamida 1%
em HsPOg; naftiletilenodiamino-bicloridrato 0,1% em agua; HzPO4 1% e &gua, na proporc¢éo de
(1:1:1:1), sob a temperatura ambiente por 10 minutos. A absorbancia foi medida em ELISA a
570 nm. A concentracédo de nitrito foi expressa em milimolar (mM) de nitrito/nitrato por g de

tecido.
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3.9.3 Determinacéo da concentracao de glutationa reduzida (GSH)

A determinacdo da concentracdo de GSH baseia-se na reacdo do reagente de Ellman
(5,5’-ditiobis-acido 2-nitrobenzdico) — DTNB, com o tiol livre originando um dissulfeto misto
mais &cido 2-nitro-5-tiobenzoico. Inicialmente, prepararam-se homogenatos a 10% em EDTA
0,02 M, em seguida, foram retirados 400 uL e adicionados 320 pL de 4gua destilada e mais 80
pL de 4cido tricloroacético a 50%. O material foi agitado e centrifugado a 5000 RPM, por 15
minutos, sob temperatura de 4 °C. Posteriormente, foram recolhidos 400 uL. do sobrenadante e
acrescidos 800 pL de tampao Tris-HCI 0,4 M (pH 8,9) e 20 uL. de DTNB (0,01 M), ap6s um
minuto da reacéo a leitura foi feita em ELISA a 412 nm. A concetracdo de glutationa reduzida
foi expressa em mcg de GSH por g de tecido, tendo por base uma curva padréo. A curva padrdo
foi construida a partir da solucdo padrdo de GSH (1 mg/mL), a qual foi preparada em triplicata
de solugdes a 6,25; 12,5; 25; 50 e 100 ug/mL. Para o branco foi utilizada dgua destilada (4 mL)
e a cada poco das solugdes de GSH foi acrescentado 250 pL de tampao Tris-HCI 0,4 M (pH
8,9).

3.10 Analise estatisticas

A anélise estatistica dos dados foi realizada por meio do software GraphPad Prism versao
5.02 para Windows, GraphPad Software, San Diego, California EUA (Copyright © 1992-2009
GraphPad Software, Inc). Os resultados obedeceram a uma distribui¢cdo paramétrica e foram
analisados por Analise de Variancia (ANOVA), seguida pelo teste de Student Newman Keuls
(post hoc). Os valores estdo apresentados pela média + erro padrdo da média, com o nimero de
animais entre parénteses. O critério de significancia a ser utilizado sera p < 0,05. Os asteriscos
(*p<0,5; **p<0,01; ***p<0,001) caracterizam o grau de significancia. Os numeros entre 0s

parénteses demonstram a quantidade de animais utilizados em cada grupo.
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4 RESULTADOS

4.1 Avaliacdo comportamental do extrato M.oleifera

4.1.1 Avaliacao da atividade locomotora

Foi avaliado a atividade locomotora do EAMO por meio do teste de campo aberto, sendo
verificado uma diminuicdo do numero de cruzamentos nas duas maiores doses (150 e 450
mg/Kg (Figura 10) [EAMO 50: 89,00 + 8,829 (7); EAMO 150: 57,73 + 3,819 (11); EAMO
450: 53,50 = 6,314 (12); DZP-2: 67,67 + 2,813 (6)] e no grupo controle diazepam quando
comparado ao grupo controle com veiculo [Controle: 104,1 + 5,24 (10)] e entre parénteses o

naumero de animais (Figura 10).

Figura 10: Efeito do tratamento agudo com EAMO sobre a atividade locomotora espontanea no teste do campo

aberto em camundongos.

150+

100+

*kk

a1
e

Numero de Cruzamentos

Os valores representam a média +EPM do nimero de cruzamentos. Para a analise estatistica foi utilizado ANOVA
seguido por Student Newman Keuls como teste post hoc. ““p<0,001 vs Controle.

4.1.2 Avaliacéo da atividade antidepressiva

Nesse teste foi avaliado o tempo de imobilidade do animal durante o nado forgcado. No

tratamento agudo do EAMO houve um aumento no tempo de imobilidade nas doses de 150 e
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450 mg/Kg e reducdo na fluoxetina (droga antidepressiva) [EAMO 50: 143,0 + 15,31 (12);
EAMO 150: 206,8 + 2,975 (8); EAMO 450: 194,4 + 7,156 (10) FLUX-35: 82,40 + 11,56 (5)]

qguando comparado ao controle com veiculo [Controle: 146,0 £ 15,57(9)].

Figura 11: Efeito do EAMO e Fluoxetina sobre o tempo de imobilidade no teste do nado forcado em camundongos
em segundos.

250+
200+

150+

100+

Tempo de Imobilidade (s)

Os valores representam a média +EPM no tempo de imobilidade em segundos e com nimero de animais entre
parénteses. Para a anélise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Student Newman Keuls como teste post
hoc. "p<0,05 e ™p<0,001 vs Controle.

4.1.3 Avaliacdo da atividade ansiolitica

No teste do labirinto de cruz elevado (LCE) foram avaliados o numero de entradas nos
bracos abertos (NEBA), o tempo de permanéncia nos bracos abertos (TPBA), a percentagem
de entradas nos bracos abertos (PEBA) e a percentagem de tempo nos bracos abertos (PTBA)
nesse modelo ansiolitico. Podemos observar que houve uma redugdo em todos os parametros
nas trés doses do EAMO e aumento no controle ansiolitico Diazepam [EAMO 50: NEBA 5,111
+ 0,9782 (9); TPBA 22,00 + 5,205 (7); PEBA 28,54 + 4,213 (10) PTBA 16,64 + 4,13 (11);
EAMO 150: NEBA 4,0 + 0,5345 (8); TPBA 17,70 + 6,728 (10); PEBA 18,41 * 4,267 (10);
PTBA 14,53 + 5264 (11); EAMO 450: NEBA 1,11 + 0,5122 (9); TPBA 3,33 + 1,481 (9);
PEBA 12,61 + 4,269 (11); PTBA 6,173 (11); DZP-1: NEBA 14,00 + 1,449 (5) TPBA 111,3 +
9,326 (6) PEBA 49,99 £ 3,262 (7); PTBA: 45,59 £ 4,144 (5)] quando comparado ao controle
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com veiculo [Controle: NEBA 3,0 + 0,5345 (8); TPBA 19,80 + 3,216 (5) PEBA 20,72 + 2,369
(7) PTBA 11,11 + 3,163 (8)].

Figura 12: Efeito do EAMO e DZP-1 no teste do labirinto em cruz elevado em camundongos no NEBA (A), no
TPBA (B), no PEBA (C) e no PTBA (D).
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O Controle (Veiculo v.0.), o DZP-1 (Diazepam 1 mg/kg v.0.) e EAMO (50, 150 e 450 mg/kg v.0.) foram
administradas 60 minutos antes de iniciar o teste. Os valores representam a média + EPM do Numero de entradas
nos bragos abertos — NEBA (A), no Tempo de permanéncia nos bracos abertos — TPBA (B), na Percentagem de
entradas nos bracos abertos — PEBA (C) e na Percentagem de tempo nos bragos abertos — PTBA (D), durante 5
minutos. Para a analise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Student Newman Keuls como teste post hoc.
A, B, C e D: ™ p<0,001 vs Controle.
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4.2 Avaliacdo comportamental do metabdlito secundario da M.oleifera (METMO)

4.2.1 Curva de Dose resposta

A curva dose-resposta foi realizada no teste do nado forgado, utilizado para avaliar quais
doses do METMO produziriam melhor resposta e escolhendo as trés melhores doses para
tratamento. O tempo de imobilidade do animal durante 5 minutos foi utilizado como parametro.
E possivel observar com a Tabela 1 e Figura 13 que houve uma tendéncia ao aumento no tempo
de imobilidade nos tratamentos do METMO nas doses de 12,5; 25; 50 e 100 mg/kg, sendo as
trés doses maiores utilizadas nos testes.

A partir disso foi investigado se alguma dessas trés doses em um efeito anticonvulsivante

por apresentar essa reducdo do tempo de imobilidade.

Tabela 1 — Valores dos tempos de imobilidade da curva dose-resposta do METMO no teste do nado forcado em

camundongos.

Dose (mg/kg) Tempo de Imobilidade (s)
Controle 106,0 £ 10,97 (3)
FLUX 35 87,0 £ 17,45 (4)

METMO 12,5 113,0 + 15,79 (5)

METMO 25 159,4 + 2,68 (5)*
METMO 50 135,3 £ 6,66 (4)
METMO 100 139,2 + 7,02 (5)

FLUX: Fluoxetina; METMO: Metabolito secundario da M.oleifera
"p<0,05 vs Controle
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Figura 13: Efeito do METMO sobre o tempo de imobilidade no teste do nado forcado em camundongos.
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Os valores representam a média +tEPM no tempo de imobilidade em segundos e com nimero de animais entre
parénteses. Para a anélise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Student Newman Keuls como teste post
hoc. "p<0,05 vs Controle; *®°p<0,01 METMO 25 vs FLUX 35; p<0,05 METMO 50 E METMO 100 vs FLUX 35.

O teste de Nado Forcado foi utilizado para fundamentar a escolha das melhores doses
do metabolito secundario. Nesse teste o parametro avaliado foi o tempo de imobilidade do

animal durante 5 minutos.

4.2.2 Avaliacdo da Convulsdo Induzida por Pilocarpina

Apos decorrer alguns minutos da administracdo da pilocarpina, 400 mg/Kg, i.p. (P400),
0s animais apresentaram sinais colinérgicos periféricos (miose, piloerecdo salivacdo, diarréia,
diurese e tremores) e depois convulsdes motoras limbicas. Esses efeitos foram observados nas
doses de 25, 50 e 100 mg/kg. Foram avaliadas as laténcias de convulsdo e de morte em segundos
para tratamento agudo e subcronico, utilizando as mesmas concentra¢cdes do METMO.

No tratamento agudo, os animais tratados com METMO, foi observado um aumento na
laténcia de convulsdo (Figura 14A) na dose de 50 mg/kg [METMO 25: 567,09 + 40,16 (9);
METMO 50: 704,6 + 63,27 (8); METMO 100: 553,4 + 30,39 (18)] quando comparado ao grupo
da pilocarpina [Controle + P400: 453,6 + 29,21 (9)], sendo também a melhor dose dentre as
trés concentragdes escolhidas. Na laténcia de morte (Figura 14B) houve um aumento nas doses
de 50 e 100 mg/kg [METMO 25: 672,5+ 35,33 (11); METMO 50: 767,3 + 42,22 (10); METMO
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100: 789,0 + 47,08 (14)] quando comparado ao grupo da pilocarpina [Controle + P400: 606,0
* 23,24 (8)] (Figura 14A e 14B).

Os animais no tratamento subcrdnico apresentou aumento na laténcia de convulsao
(Figura 15A) nas trés doses (25, 50 e 100 mg/Kg) [METMO 25: 587,09 * 15,86 (9); METMO
50: 507,3 = 28,61 (7); METMO 100: 607,4 = 28,7 (9)] quando comparado ao grupo da
pilocarpina [Controle + P400: 429,0 + 23,23 (8)], sendo os melhores resultados observados nas
doses de 25 e 100 mg/Kg. Na laténcia de morte (Figura 15B) também houve um aumento nas
trés doses [METMO 25: 666,1 + 17,16 (8); METMO 50: 671,0 + 25,01 (8); METMO 100:
790,8 £ 28,72 (8)] quando comparado ao grupo da pilocarpina [Controle + P400: 527,3 + 17.75

(8)], no entanto a dose de 100 mg/kg apresentou a melhor dose.

Figura 14: Efeito do tratamento agudo do METMO sobre a laténcia de convulsdo (A) e laténcia de morte (B) no

teste de convulséo induzida por pilocarpina.
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O Controle (veiculo) e METMO (25, 50, 100 mg/kg administrados 60 min (v.0.) antes da administragdo de
pilocarpina (400 mg/kg, i.p.). Os valores representam a média tEPM da laténcia para o primeiro episddio de
convulsdo durante uma hora. Para a andlise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Student Newman Keuls
como teste post hoc.: A - **p<0,01 vs Controle + P400; ’p<0,05 vs METMO 25; B - *p<0,05 vs controle + P400;
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Figura 15: Efeito do tratamento subcrénico do METMO sobre a laténcia de convulsdo (A) e laténcia de morte (B)
no teste de convulsdo induzida por pilocarpina.
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Controle (veiculo) e METMO (25, 50, 100 mg/kg administrados 60 min (v.0.) antes da administracdo de
pilocarpina (400 mg/kg, i.p.). Os valores representam a média +EPM da laténcia para o primeiro episodio de
convulsdo durante uma hora. Para a analise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Student Newman Keuls
como teste post hoc. A - *p<0,05 e ***p<0,001 vs controle + P400. B - ***p<0,001 vs controle + P400.

4.3 Avaliacdo do Estresse Oxidativo

4.3.1 Anélise da Peroxidacao Lipidica (TBARS) nas areas cerebrais.

Os resultados da andlise da producdo de substancias reativas ao acido tiobarbiturico
(TBARS) no hipocampo (HC), corpo estriado (CE) e cértex pré-frontal (CPF) foram expressas
em pg de (malonildialdeido - MDA)/mg de tecido.

O EAMO foi utilizado no tratamento agudo dos camundongos. N&o houve reducéo no
HC (Figura 16A) na concentracdo de MDA, no entanto houve uma reducdo na dose de 150
mg/kg no CE (Figura 16B) e nas trés doses no CPF (Figura 16C) [EAMO 50: HC 6771 + 343,8
(6); CE 6092 + 370,6 (5); CPF 5823 + 455,5 (10); EAMO 150: HC 5371 + 153,7 (8); CE 5214
+257,0 (9); CPF 5729 + 266,3 (8); EAMO 450: HC 5342 + 94,92 (9) CE 5368 + 174,0 (9) CPF
5629 + 143,1 (9)] quando comparado ao controle, o qual foi administrado apenas o veiculo
[Controle: HC 5998 + 469,1 (8); CE 6195 + 291,2 (10); CPF 7204 + 312,7 (10)], no entanto se
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comparamos entre as doses, as doses de 150 e 450 mg/Kg reduziram mais do que a dose de 150
mg/Kg no HC.

Para tratamento agudo do METMO houve reducéo na producédo de MDA no HC (Figura
17A) na dose de 50 mg/Kg, uma reducdo nas trés doses no CE (Figura 17B) e ndo houve
alteracdo no CPF (Figura 17C) [METMO 25: HC 6531 * 564,3 (5); CE 5088 + 360,8 (6); CPF
5350 + 506,8 (5) ; METMO 50: HC 4064 + 484,0 (4) CE 4574 + 259,8 (6) CPF 5588 + 468,4
(4); METMO 100: HC 5926 + 383,7; CE 5760 + 566,9 (6); CPF 6425 + 395,2 (6)] quando
comparado ao grupo da pilocarpina [Controle + P400: HC 7325 + 418,3 (6); CE 12153+687,7;
CPF 6697 + 648,2 (6)]. Houve aumento de MDA no hipocampo (Figura 17A) na dose de 25
mg/Kg, no cortex pré-frontal (Figura 17C) na dose de 100 mg/Kg e um aumento em todas as
areas no grupo com pilocarpina quando comparado ao grupo sem pilocarpina (Figura 17A, 17B,
17C) [Controle: HC 4839 £ 323,3 (5); CE 5446 + 313,7 (10) CPF 4258 + 392,9 (6)]. Comparado
com as outras doses, a dose de 50 mg/Kg foi a que apresentou uma maior reducédo de MDA no
tratamento agudo no HC e CPF comparado com grupo controle com pilocarpina..

No tratamento subcroénico do METMO houve uma reducdo na concentracdo de MDA
em todas as doses nas areas de HC (Figura 18A), CE (Figura 18B) e CPF (Figura 18C)
[METMO 25: HC 4178 + 213,3 (5); CE 3984 + 308,2 (5) CPF 5523 (5); METMO 50: HC 4326
+ 358,9 (4); CE 3492 + 115,5 (5) CPF 3822 + 319,2 (4); METMO 100: HC 3990 + 91,43 (5);
CE 2864 * 274,7 (5) CPF 4312 + 631,3 (5)] quando comparado com o grupo controle com
pilocarpina [Controle + P400: HC 6363 + 296,8 (10); CE 5397 + 329,3 (9) CPF 6971 + 336,8
(8)]. Houve um aumento de MDA no controle com pilocarpina, mas ndo apresentou aumento
nos grupos em que o METMO foi administrado, ocorrendo até uma diminuicdo do METMO
100 no CE (Figura 18B) quando comparado ao grupo sem pilocarpina, o qual foi administrado
apenas o veiculo [Controle: HC 5085 + 360,4 (6); CE 4228 + 150,0 (10); CPF 4662 + 384,1

(8)], sugerindo uma acéo neuroprotetora maior na dose de 100 mg/Kg.



47

Figura 16: Efeito do tratamento agudo do EAMO sobre a producdo de substancias reativas ao acido tiobarbitdrico

(TBARS) no HC (A), CE (B) e CPF (C) de camundongos.
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Determinagdo da ocorréncia de peroxidagdo lipidica com base na concentracdo de MDA. Os valores representam
a média £EPM da concentracdo de TBARS no Hipocampo. Para analise estatistica foi utilizado ANOVA seguida
por Student Newman Keuls Test como teste post hoc. A - °p < 0,01 EAMO 150 vs EAMO 50 e °p < 0,05 EAMO
450 vs EAMO 50. B - “p < 0,05 vs Controle. C - ™"p < 0,01 vs Controle.
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Figura 17: Efeito do tratamento agudo do METMO sobre a producéo de substancias reativas ao acido tiobarbitdrico
(TBARS) no HC (A), CE (B) e CPF (C) de camundongos submetidos ao teste de convulsdo induzida por

pilocarpina no 1° dia de tratamento.
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Determinacgdo da ocorréncia de peroxidacdo lipidica com base na concentracdo de MDA. Os valores representam
a média £EPM da concentracdo de TBARS no Hipocampo. Para analise estatistica foi utilizado ANOVA seguida
por Student Newman Keuls Test como teste post hoc. Valores significativos: A - **p<0,01 vs controle + P400,
3 < 0,01 vs Controle; B - ™ p < 0,001 vs Controle + P400, ?p < 0,01 vs Controle; C - 2p < 0,05 vs Controle.
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Figura 18: Efeito do tratamento subcrénico do METMO sobre a producdo de substancias reativas ao acido
tiobarbitdrico (TBARS) no HC (A), CE (B) e CPF (C) de camundongos submetidos ao teste de convulsao induzida

por pilocarpina no 14° dia de tratamento.
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Determinagdo da ocorréncia de peroxidacéo lipidica com base na concentragdo de MDA. Os valores representam
a média tEPM da concentracdo de TBARS no Hipocampo. Para analise estatistica foi utilizado ANOVA seguida
por Student Newman Keuls Test como teste post hoc. A - ***p<0,001 vs controle + P400; 2p < 0,01 vs Controle.
B - ***p<0,001 e **p<0,01 vs Controle + P400; ?p < 0,001 Controle + P400 vs Controle; C - ***p < 0,001 e
*p < 0,05 vs Controle + P400; 2p < 0,001 Controle + P400 vs Controle.
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4.3.2 Efeitos dos tratamentos sobre a producdo de nitrito/nitrato nas areas cerebrais dos

animais

No tratamento agudo do EAMO nao houve alteracdo na producédo de nitrito/nitrato em
nenhuma &rea analisada (Figura 19A, 19B, 19C) [EAMO 50: HC 3,286 + 0,3871 (9); CE 2,130
+ 0,1235 (8); CPF 3,321 + 0,3363 (11); EAMO 150: HC 2,188 + 0,1377 (14); CE 2,251 +
0,1870 (13) CPF 2,306 + 0,2213 (15) ; EAMO 450: HC 2,711 £ 0,1722 (15); CE 2,865 + 0,2704
(13); CPF 2,503 + 0,2258 (13)] quando comparado ao controle com o veiculo [Controle: HC
2,453 + 00,2757 (12); CE 2,475 £ 0,2782 (13); CPF 2,605 + 0,2579 (12)].

No pré-tratamento agudo do METMO no modelo induzido por pilocarpina houve uma
reducdo na producdo de nitrito/nitrato no HC (Figura 20A) nas trés doses, no CE (Figura 20B)
uma reducao nas doses de 25 e 50 mg/kg e apenas na dose de 50 mg/kg no CPF (Figura 20C)
[METMO 25: HC 1,465 + 0,1455 (5); CE 1,403 +0,1353 (5); CPF 1,711 + 0,0956 (4); METMO
50: HC 1,062 + 0,0938 (5); CE 1,311 + 0,1236 (6); CPF 1, 466 + 0,1020 (6); METMO 100: HC
1,158 + 0,0436 (5); CE 2,014 + 0,0678 (6); CPF 2,220 + 0,0907 (6)] quando comparado ao
controle com pilocarpina [Controle + P400: HC 2,294 + 0,1142 (7); CE 1,403 + 0,1353 (7);
CPF 1,826 +0,1319 (9)] . No HC houve reducéo de nitrito/nitrato (Figura 20A) nas trés doses,
aumento na dose de 100 mg/kg CE (Figura 20B) e no CPF (Figura 20C) e no grupo controle
com pilocarpina houve aumento nas trés areas quando comparado com controle sem pilocarpina
[Controle: HC 1,801 £ 0,075 (5); CE 1,507 + 0,0583 (8); CPF 1,43 £ 0,0269 (6)].

No pré-tratamento subcrénico do METMO houve redu¢do no HC (Figura 21A), no CE
(Figura 22B) e no CPF (Figura 23C) nas trés doses tratadas [METMO 25: HC 0,93 + 0,0745
(5); CE 0,9475 + 0,8909 (4); CPF 1,057 + 0,1014 (6); METMO 50: HC 1,264 + 0,045 (4); CE
0,8909 + 0,0794 (4) CPF 0,9938 + 0,0643 (6); METMO 100: HC 0,791 + 0,0135 (4); CE 1,531
+0,0269 (4); CPF 1,581 + 0,1035 (5)] quando comparado ao grupo com pilocarpina [Controle
+ P400: HC 2,261 + 0,1204 (7); CE 2,247 +0,0619 (7); CPF 2,014 + 0,1022 (10)]. Houve um
aumento no controle com pilocarpina nas trés areas, em consequéncia da convulsdo, no entanto
houve reducgéo no HC (Figura 21A) e no CE (Figura 21B) nas trés doses e nas doses de 25 e 50
mg/Kg no CPF (Figura 21C) quando comparado ao grupo controle sem pilocarpina [Controle:
HC 1,801 + 0,075 (5) CE 1,485 + 0,0818 (4); CPF 1,522 + 0,1022 (10)].
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Figura 19: Efeito do tratamento agudo do EAMO sobre a concentracgéo de nitrito/nitrato no hipocampo no HC (A),

CE (B) e CPF (C) de camundongos no 1° dia de tratamento.

A

Nitrito/Nitrato
mM/g de tecido

Hipocampo

04447

Nitrito/Nitrato
mM/g de tecido

B Corpo Estriado
4
S35 I
g5
£ 9 -
Lo b
o ©
to 3
=2 %
‘)Q 030 Q
W
© o o

Cortex pré-frontal

T

% — 1

Determinagdo da formacdo de nitrato/nitrito. Os valores representam a média tEPM da concentracdo de
nitrito/nitrato no hipocampo. Para anélise estatistica foi utilizado ANOVA seguida por Student Newman Keuls

Test como teste post hoc.
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Figura 20: Efeito do tratamento agudo do METMO sobre a concentracdo de nitrito/nitrato no HC (A), CE (B) e

CPF (C) de camundongos submetidos ao teste de convulsdo induzida por pilocarpina no 1° dia de tratamento.
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Determinagdo da formagcdo de nitrato/nitrito. Os valores representam a média *EPM da producdo de nitrito/nitrato
no hipocampo. Para analise estatistica foi utilizado ANOVA seguida por Student Newman Keuls Test como teste
post hoc Valores significativos: A - ***p<0,001 vs Controle + P400; ?p < 0,01 vs Controle. B - ***p < 0,001 vs
controle + P400; ?p < 0,001 vs Controle; C - *p<0,05 vs Controle + P400; 2p < 0,05 vs Controle.
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Figura 21: Efeito do tratamento subcrénico do METMO sobre a concentracdo de nitrito/nitrato HC (A), CE (B) e

CPF (C) de camundongos submetidos ao teste de convulsdo induzida por pilocarpina no 14° dia de tratamento.
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Determinagdo da formagdao de nitrato/nitrito. Os valores representam a média *EPM da producdo de nitrito/nitrato
no hipocampo. Para analise estatistica foi utilizado ANOVA seguida por Student Newman Keuls Test como teste
post hoc. A - ***p<0,001 vs Controle + P400, ?p < 0,01 Vs Controle. B - ***p<0,001 vs Controle + P400;
8 < 0,001 vs Controle. C - **p < 0,01 e ***p<0,01 vs Controle + P400; 2p < 0,01 vs Controle.
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4.3.3 Efeito do tratamento com EAMO e METMO sobre as concentragdes de glutationa

reduzida (GSH) no hipocampo, corpo estriado e cortex pré-frontal de camundongos

No tratamento agudo de EAMO houve um aumento de GSH no CPF (Figura 22C) nas
doses de 150 e 450 mg/Kg, mas ndo houve produg¢édo no HC (Figura 22A) nem no CE (Figura
22B) [EAMO 50: HC 100,6 + 7,59 (4) CE 86,53 + 6,428 (5) CPF 73,88 + 4,60 (4); EAMO
150: HC 63,26 + 1,63 (5); CE 63,82 + 3,156 (5); CPF 85,28 + 3,991 (6); EAMO 450: HC 83,38
+ 5,465 (5) CE 98,94 + 6,773 (5); CPF 101,3 £ 10,86 (4) quando comparado ao controle
[Controle: HC 63,68 + 3,626 (6); CE 71,42 + 6,229 (4); CPF 59,92 + 5,252 (5)].

O tratamento subcrénico com METMO n&o houve alteragdo no GSH em nenhuma area
cerebral (Figura 23A, 23B e 23C) [METMO 25: HC 61,95 + 5,169 (4); CE 35,42 + 2,519 (6);
CPF 40,97 + 4,535 (5); METMO 50: HC 50,10 + 4,957 (6); CE 38,82 + 3,56 (6); CPF 33,05 +
1,117 (4); METMO 100: HC 41,84 + 2,727 (6); CE 40,59 + 1,487 (6); CPF 45,63 + 4,302 (5)]
qguando comparado ao controle com pilocarpina [ Controle + P400: HC 44,10 + 5,835 (3); CE
37,09 + 2,114 (6); CPF 47,97 £ 4,421 (6)]. Com o estresse da convulsdo, houve reducéo de
GSH nas trés areas cerebrais nas trés doses, exceto na dose de 25 mg/Kg no HC, a qual nédo
houve nenhuma alteragdo quando comparado com controle sem pilocarpina [Controle: HC
64,14 + 3,145 (6); CE 65,00 + 4,403 (6); CPF 64,26 + 6,347 (4)].
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Figura 22: Efeito do tratamento agudo do EAMO sobre a producdo de GSH no HC (A), CE (B) e CPF (C) de
camundongos no 1° dia de tratamento.
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Figura 23: Efeito do tratamento subcronico do METMO sobre a producdo de GSH no HC (A), CE (B) e CPF (C)
de camundongos submetidos ao teste de convulsdo induzida por pilocarpina no 14° dia de tratamento.
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5. DISCUSSAO

Dentre as comorbidades psiquiatricas concomitantes a epilepsia, os disturbios de
ansiedade e a depressdo sdo aquelas de maior frequéncia e que apresentam uma influéncia
profunda na qualidade de vida dos pacientes com epilepsia. Existe uma crescente necessidade
de novos agentes terapéuticos para o tratamento dessas doencas, isso ocorre devido ao nimero
consideravel de pacientes que sao refratarios ao tratamento convencional ou simplesmente ndo
toleram alguns dos seus efeitos colaterais. Na busca por agentes que apresentem melhor eficacia
e menos efeitos adversos, as plantas medicinais e os produtos naturais relacionados a elas
continuam a ser uma fonte importante de potenciais agentes terapéuticos. No entanto, para
utilizar estes produtos naturais no processo de descoberta e desenvolvimento de farmacos, um
passo fundamental é identificar a atividade bioldgica desejada (FAJEMIROY et al., 2018).

Diante disso, o presente trabalho prop6s avaliar a acdo neuropsicofarmacolégica do
extrato aquoso das sementes da Moringa oleifera (EAMO) e seu metabolito secundario. O
extrato (EAMO) foi utilizado para avaliacdo da atividade locomotora exploratoria no teste de
campo aberto, a atividade antidepressiva no teste do nado forcado e a atividade ansiolitica no
teste de labirinto de Cruz elevado (LCE) nas doses de 50, 150 e 450 mg/kg, e o metabdlito
secundario (METMO) foi avaliado no modelo de convulsao induzido por pilocarpina nas doses
de 25, 50 e 100 mg/kg (tratamento agudo e subcronico).

Foi avaliado os efeitos do EAMO no teste do Labirinto em cruz elevado (LCE). Esse
teste tem como objetivo avaliar se a amostra em questdo poderia ter uma possivel agédo
ansiolitica ou ansiogénica. Dessa forma, animais sob o efeito de drogas ansiogénicas gastam
menos tempo nos bragos abertos e sob o efeito de drogas ansioliticas gastam mais tempo
comparado com o grupo controle. O Diazepam (DZP) constitui uma das drogas de referéncia
bastante utilizada para tratar a ansiedade e pode ser usada como controle positivo nesse teste
(HAZIM et al., 2014, COSTA et al., 2014).

No teste do LCE o0 EAMO nas doses de 50, 150 e 450 mg/kg ndo apresentou efeito
ansiolitico em nenhuma das doses testadas. Embora o estudo realizado por INGALE e GANDHI
(2016) utilizando extrato aquoso das folhas da M.oleifera tenha demonstrado efeito ansiolitico
nas doses de 250, 375 e 500 mg/kg, no nosso trabalho isso ndo foi verificado provavelmente
porgue o extrato utilizado foi obtido a partir das sementes e ndo das folhas, portanto a diferenca
dos tipos e quantidade de constituintes pode ter influenciado nesse efeito (INGALE; GANDHI,
2016).
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Sabe-se que apesar de haver certo padrdo dos componentes encontrados na M.oleifera,
pode-se observar variagdo na composi¢édo nas diferentes partes da planta e consequentemente o
tipo e a concentracdo substancias bioativas. Fatores como local e a forma do plantio, tipo de
solo, uso de fertilizantes, momento da coleta do material, a parte da planta utilizada, influenciam
nesse processo, sendo uma possivel explicacdo para resultados divergentes quando comparado
extrato aquoso das folhas com o da semente (GOPALAKRISHNAN; DORIYA; KUMAR,
2016).

O teste do campo aberto avalia a atividade locomotora e comportamental de
camundongos, o que pode ser correlacionado com a fungdo locomotora, também podendo ser
usado, em alguns casos, para avaliar a ansiedade e comportamentos exploratérios (TATEM et
al., 2014; LIU et al., 2014). No presente estudo apenas nas maiores doses (150 e 450 mg/Kg) o
EAMO promoveu reducdo na atividade locomotora dos animais tratados. Em um estudo
realizado com extrato das folhas da M.oleifera com concentragdes variando de 200 a 2000 mg/kg
demonstrou uma reducdo no numero de cruzamentos corroborando com os resultados
encontrados (BAKRE; ADERIBIGBE; ADEMOWO, 2013).

Para avaliacdo do efeito antidepressivo foi realizado teste do nado for¢ado. Nesse teste
se avalia o tempo de imobilidade do animal. De maneira geral, se 0 animal diminui o tempo de
imobilidade no nado forcado, provavelmente a substancia apresenta efeito antidepressivo, mas
se 0 tempo de imobilidade for aumentado, pode haver uma sugestéo para efeitos depressores ou
atividade sedativa (FAJEMIROY et al., 2018). Esse resultado corrobora com os efeitos do
EAMO no teste do campo aberto, em que foi observada diminuicdo da atividade locomotora nas
duas maiores doses quando comparas ao controle. Mostrando que o EAMO provavelmente
apresenta constituintes com efeito depressor do sistema nervoso central. Esse efeito
possivelmente depressor do sistema nervoso central do EAMO, nos levou a testar o efeito do
metabolito secundario, fracdo do extrato isolada, no modelo de convulsdo induzido por
pilocarpina.

Diversas partes da M.oleifera possuem os isotiocianatos (ITC), estes sdo um grupo bem
estabelecido de produtos que ocorrem naturalmente, que sdo produzidos pela planta e que apés
passar por processos enzimaticos, como a metabolizacdo apds sua ingestdo por seres Vivos,
sendo os Glucosinolatos (GL) precursor deles. A Glucomoringina (GMG) € um membro atipico
da familia GL presente em vegetais tropicais pertencente a familia Moringaceae, ou seja,
Moringa oleifera Lam, principalmente nas sementes e que tem comprovada sua ampla gama de

atividades biologicas, como atividade antitumoral, efeitos bactericidas e protecao contra doencas
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neurodegenerativas (MATHIRON et al., 2018; SAUCEDO-POMPA et al., 2018), sendo,
provavelmente, um dos principais componentes do METMO analisado nesse trabalho.

Foi observado que, no modelo de convulsdo induzido por pilocarpina, nos animais
tratados com METMO houve um aumento na laténcia de convulsdo, ou seja, 0 tempo para
ocorrer a primeira convulsao, na dose de 50 mg/Kg e aumento na laténcia de morte nas doses de
50 e 100 mg/kg no tratamento agudo. No tratamento subcrénico houve aumento da laténcia de
convulsdo e da laténcia de morte nas trés doses (25, 50 e 100 mg/Kg) do METMO. Trabalhos
com metabdlitos originados das sementes ainda estdo escassos na avaliacdo de convulsdes. No
entanto, existem trabalhos realizados com extratos de outras partes da planta bem como seu
composto majoritario.

INGALE e GANDHI (2016) utilizando modelos de convulsdao com pentilenotetrazol e
eletrochoque e o teste do labirinto em cruz elevado, demonstraram que o extrato aquoso das
folhas da M.oleifera (250, 375 e 500 mg/kg, i.p.) apresentou efeitos antiepilépticos e ansioliticos
significativos. Segundo esses autores o mecanismo de agdo possivelmente envolveria a
capacidade dos constituintes do extrato de mimetizar a acdo do GABA. Muitas drogas
antiepilépticas e ansioliticas apresentam mecanismo de acdo relacionado ao GABA e a
modulacdo dos seus receptores, principalmente os receptores GABAAa. Porém, estima-se que
existem outros receptores GABA além daqueles que ja foram descobertos, pois as caracteristicas
morfofuncionais da estrutura desses receptores e seus diferentes sitios de ligacdo sdo muito
complexas e ainda pouco elucidadas. Atualmente tem crescido o numero de estudos de novas
drogas com capacidade de modular esses receptores GABA ainda desconhecidos (KALITIN et
al., 2018). Esses fatores podem contribuir para a justificativa da diferenca dos resultados
apresentados pelo atual trabalho em que o extrato ndo presentou acao ansiolitica.

Além da avaliacdo comportamental, também foram avaliados os efeitos do METMO
sobre o estresse oxidativo. Varios estudos tém demonstrado efeito antioxidante dos
isotiocionatos utilizando modelos experimentais que cursam com les&o celular, como isquemia
focal/reperfuséo, lesdo medular e encefalomielite (GIACOPPO et al., 2015; GALUPPO et al
2014). Em 2017, GIACOPPO e colaboradores, utilizando modelo de Parkinson com MPTP,
verificaram que o pré-tratamento durante sete dias com isotiocionatos originados a partir da
Glucomoringina obtidos das sementes da M.oleifera diminuiram o estresse oxidativo, a resposta
inflamatdria e a apoptose de neur6nios.

Uma producdo excessiva de radicais livres ou algum problema nos sistemas
antioxidantes endogenos, pode causar desequilibrio entre a formacao e inativagdo, aumentando

a sua concentracao, podendo acarretar dano aos tecidos e, consequentemente, ao organismo de
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forma geral. As espécies reativas do oxigénio (EROS) séo radicais livres que podem atuar sobre
as mitocondrias, promover alterac6es na permeabilidade da membrana mitocondrial, e contribuir
para a apoptose dos neurdnios, estando envolvidas na fisiopatologia de varias doencas
neurodegenerativas (GANIE et al., 2016; SUN, KONG e ZHOU, 2018).

Em nosso estudo observamos que o tratamento agudo com o extrato aquoso (EAMO)
ndo promoveu nenhuma alteracdo nos niveis de nitrito/nitrato e MDA, em nenhuma das doses
testadas, pelo contrario, houve uma reducdo de MDA no CE (150 mg/Kg) e nas trés doses do
CPF mostrando que nessas condi¢cfes nao apresenta efeitos nocivos e até benéficos relacionados
ao estresse oxidativo.

Apos o evento da convulsdo, hd um aumento do estresse oxidativo em decorréncia da
elevacdo de espécies reativas ndo sé relacionadas ao oxigénio, mas com outros radicais livres,
como as especies reativas do nitrogénio (ERNS). Por isso, geralmente os niveis de nitrito/nitrato
(relacionado ao radical peroxinitrito)) e MDA (relacionado com a peroxidacao lipidica)
aumentam em animais submetidos a convulsao (KOVAC et al., 2014; PAULETTI et al., 2017).
Sabendo que essas espécies estdo relacionadas ao estresse oxidativo, apds a convulsdo e morte
do animal as areas como hipocampo, corpo estriado e cortex pre-frontal foram utilizadas para a
determinacédo das concentragdes de nitriro/nitrato e MDA tanto no pré-tratamento agudo como
no subcronico dos METMO.

No pré-tratamento agudo, 0o METMO causou reducdo da producédo de MDA apenas na
dose de 50 mg/Kg no hipocampo, nas trés doses no corpo estriado e nenhuma alteracédo no cortex
pré-frontal, enquanto no pré-tratamento sub-crénico houve reducdo nas trés doses no
hipocampo, no corpo estriado e no cortex pré-frontal.

Com relacdo ao nitrito/nitrato, o tratamento agudo com METMO promoveu reducao das
concentragdes no hipocampo nas trés doses (25, 50 e 100 mg/Kg), demonstrando possivel efeito
antioxidante nessa area cerebral. No corpo estriado reducdo na dose de 25 e 50 mg/Kg e no
cortex preé-frontal ndo foi observado efeito significativo na concentragdo de nitrito/nitrato na
dose de 25 mg/kg, porém houve reducdo na dose de 50 mg/kg e aumento com a maior dose (100
mg/Kg).

Isso demonstra que possivelmente o efeito agudo do METMO sobre a peroxidacgao
lipidica e producao de nitrito/nitrato nesse modelo depende da area cerebral estudada e da dose
utilizada. Porém, o tempo de tratamento parece ser uma variavel mais importante para este
efeito, j& que no tratamento subcrénico foi observada redugdo da peroxidagdo lipidica e na
producdo de nitrito/nitrato com as trés doses utilizadas e em todas as areas cerebrais estudadas

(HC, CE e CPF). Em tratamentos mais longos, ha uma reducdo dos picos de concentracdo
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plasméaticas e uma modulagdo neuronal. Dessa forma, pode-se alcancar resultados mais
favoraveis em mais dias de tratamento (RAMAKER; DULAWA, 2017).

Esse efeito antioxidante pode estar relacionado a um possivel efeito neuroprotetor, visto
que no tratamento agudo, quando comparado ao grupo da pilocarpina, houve aumento na
laténcia de convulsdo e de morte apenas com a dose de 50 mg/Kg, e no tratamento subcronico
esses efeitos foram observados com as trés doses testadas, corroborando com dados na literatura
que demostram possiveis efeitos neuroprotetores da Glucomorigina e seus derivados, presentes
nas sementes da M.oleifera. Jaafaru e seus colaboradores (2018) realizaram um estudo para
avaliar os efeitos dos Isotiocianatos de sementes de Moringa oleifera revelou a capacidade de
neuroprotecdo glucomorigina de origem M. oleifera contra o estresse oxidativo induzido por
H>0>. Outro estudo comparou os efeitos do extrato de semente da M.oleifera em um edema e o
isocianato isolado desse extrato apresentaram fortes propriedades anti-inflamatorias e
antioxidantes in vivo e in vitro, tornando-os promissores a a mitigacdo de distarbios crénicos
mediados por inflamacéo (JAJA-CHIMEDZA et al., 2017).

O presente trabalhou mediu também a producéo de glutationa (GSH) no pré-tratamento
agudo do EAMO e para METMO subcrénico. Para 0 EAMO néo houve alteracdo da GSH em
nenhuma &rea nas trés doses e METMO houve reduc¢do no hipocampo (50 e 100 mg/Kg), no
corpo estriado (25 e 100 mg/kg) e nas trés doses no cortex pré-frontal. O estresse oxidativo é
essencialmente um desequilibrio entre espécies reativas de oxigénio EROs, radicais livres e
mecanismos enddgenos de defesa antioxidante na célula, por isso o equilibrio pode ser avaliado
medindo nitrito/nitrato, MDA (peroxidacdo lipidica) e glutatationa (GSH), este na verdade é um
antioxidante natural que pode aumentar producdo em reposta ao estresse oxidativo (JIAO et al.,
2017; MOTO et al., 2018). Como ndo houve o estresse oxidativo, pelo contrério, houve uma
reducdo de MDA para EAMO e reducdo de MDA e nitrito/nitrato para METMO néo foi
necessario um aumento da GSH com resposta ao estresse do organismo, corroborando com
nossos resultados.

Nosso estudo demonstrou um possivel efeito neuroprotetor no modelo de convulséo
induzida por pilocarpina que pode estar relacionado ao mecanismo de agdo antioxidante desses
compostos. Portanto, sugerimos que estudos para avaliar esses compostos poderiam ser
promissores e favorecer na prevencao e/ou tratamento das convulsdes, inclusive em associacdo

com a terapéutica convencional.
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6. CONCLUSAO

A realizacdo do presente estudo permitiu concluir que:

e O extrato aquoso das sementes da Moringa oleifera ndo apresentou efeito ansiolitico

nas condicdes testadas

e O extrato aquoso das sementes da Moringa oleifera apresentou possivel efeito depressor
do sistema Nervoso Central na dose de 150 e 450 mg/kg.

e O METMO apresentou efeito antioxidante, pois houve a reducdo da peroxidacao

lipidica (MDA) e de nitrito/nitrato no tratamento subcronico.

e O METMO apresentou possivel efeito neuroprotetor em animais submetidos ao modelo

de convulsdo induzido por pilocarpina, dependendo da dose e do tempo de tratamento.
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