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Resumo

Espécies da familia Annonaceae tem mostrado atividade antidepressiva-simile. Dentre os
metabolitos secundarios responsaveis por esse efeito estdo os alcaloides aporfinicos. Uma espécie
cuja andlise fitoquimica das folhas tem mostrado a presenca de tais alcaloides, mas que ainda nao
teve seu potencial efeito antidepressivo-simile investigado € a Annona crassiflora. Por esse
motivo, elegemos A4. crassiflora e avaliamos o efeito do tratamento cronico com o extrato aquoso
liofilizado de suas folhas (EAC; 30, 55 ou 100 mg/kg, p.o.) sobre o comportamento de
camundongos machos C57BL/6 observados no teste de suspensao da cauda (TSC, 18 dias apos o
tratamento) e no teste do campo aberto (CA, 15 dias apos o tratamento). Fluoxetina (10 mg/kg,
1.p.) e salina (NaCl 0,9%, i.p. e p.o.) foram empregadas como controle positivo e controle
negativo, respectivamente. Os animais foram colocados nos aparatos comportamentais 60
minutos apds o tratamento nos dias indicados anteriormente. Todos os procedimentos foram
aprovados pela CEUA/UFU (protocolo n® 067/17). Ainda, teste qualitativo para detec¢do de
alcaloides foi realizado com diferentes concentracdes do EAC ou atropina (alcaloide controle).
Apenas a fluoxetina alterou o tempo de imobilidade dos animais avaliados no TSC. Nenhum dos
tratamentos alterou o comportamento geral dos animais avaliados no CA, exceto pelo tempo de
imobilidade que foi reduzido pelo tratamento com fluoxetina. Apenas as solugdes contendo
atropina ou a maior concentracdo de EAC (superior aquela compativel com as empregadas no
tratamento dos animais) formaram precipitado apds a adicdo de gotas de reagente Dragendorft.
Assim, os dados sugerem que o EAC ndo possui efeito antidepressivo-simile, tdo pouco altera o
comportamento geral dos animais nas doses empregadas. A auséncia de efeito pode estar
relacionada a pequena quantidade de alcaloides presentes nas amostras, como sugerido pelo teste

qualitativo com o reagente de Dragendorff.



Abstract

Aporphine alkaloids from Annona species have shown antidepressant-like activity in
experimental models. Thus, we selected Annona crassiflora to evaluate the possible
antidepressant-like effect of its leaf aqueous extract (ACLE). Male C57BL/6 mice were treated
with ACLE (30, 55 or 100 mg/kg, p.o.) and their behavior were analyzed in the open field test
(OFT, on the 15" day of treatment) and in tail suspension test (TST, on the 18" day of treatment.
Fluoxetine (10 mg/kg, i.p.) and saline (0.9% NaCl, i.p. and p.o.) were used as positive and
negative control, respectively. Behavioral analyses were conducted 60 minutes after treatments.
All procedures were approved by CEUA/UFU (protocol n® 067/17). Qualitative test for detecting
alkaloids was performed using different ACLE concentrations or atropine (used as control). Only
fluoxetine reduced the immobility in the TST. None of the treatments altered the mice general
activity in OFT, except for the freezing behavior, which was reduced by fluoxetine treatment.
Only atropine or ACLE at the highest concentration solution gave a positive result when
examined by the Dragendorff test for alkaloid. Thus, at the doses used in the present study,
ACLE induced no psychostimulant or depressant effects and it does not have antidepressant-like
activity. The absence of effects could be related to the small amount of alkaloids present in

ACLE, as suggested by the qualitative Dragendorff test.
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1. Introducio
1.1 Depressao e Teoria Monoaminérgica Classica

O transtorno depressivo maior ¢ uma das doencas psiquiatricas mais prevalentes e
debilitantes no mundo. De acordo com a Organizagdo Mundial da Saide (OMS), em escala
global, o numero de casos da doenca aumentou 18% de 2005 a 2015. No Brasil, estima-se que
5,8% da populacdo seja afetada. A desordem se manifesta através de disfungdes cognitivas,
emocionais, motoras ¢ de memoria, as quais podem levar a apresentacdo dos seguintes sintomas:
falta de energia, redugdo da sensacao de prazer e alegria, desinteresse de modo geral, dificuldade
de concentracao, humor depressivo ou irritavel, dentre outros (AVENEVOLI et al., 2015; DEAN;
KESHAVAN, 2017; ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE - OMS, 2017). Além disso, a
depressdo tem sido considerada como um fator de risco para o desenvolvimento de doengas

cronicas, como hipertensao e diabetes (ZHANG; CHEN; MA, 2018).

A fisiopatologia da depressdo estd associada a alteragdes estruturais e neuroquimicas nas
regides corticolimbicas do cérebro, destacando-se aquelas que acometem os sistemas
monoaminérgicos, o eixo (HHSR) e a neurogénese e neuroplasticidade (DEAN; KESHAVAN,
2017). Descri¢des detalhadas das diferentes teorias dos distirbios afetivos e da depressao estdo
além do escopo do presente trabalho. Assim, considerando os objetivos do nosso estudo,
passaremos a uma descricdo mais detalhada do que se convencionou chamar de hipdtese
monoaminérgica (ou teoria das monoaminas) classica da depress@o. Como nos informa Rang et al.
(2016):

A teoria das monoaminas da depressdo, que foi primeiramente proposta por Schildkraut
em 1965, afirma que a depressdo pode ser causada por déficit funcional de transmissores
de monoaminas, norepinefrina e 5-hidroxitriptamina (5-HT) (...). A hipotese das
monoaminas cresceu originalmente de associagdes entre os efeitos clinicos de varios
farmacos que causam ou amenizam os sintomas de depressdo e os seus conhecidos

efeitos neuroquimicos sobre a transmissdo monoaminérgica no cérebro. (RANG et al.,
2016. p 570).

Como muitos farmacos antidepressivos atuam em alguma etapa das neurotransmissdes
monoaminérgicas, cabe descrevé-las em suas linhas gerais. A serotonina (5-HT) ¢ sintetizada a
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partir de triptofano, em uma via biossintética cuja primeira etapa ¢ catalisada pela enzima TPH-2.
Ja a NE ¢ sintetizada a partir da tirosina, em uma via biossintética cuja primeira etapa ¢ catalisada
pela TH. Apos a sintese, essas monoaminas sao armazenadas em vesiculas sindpticas e liberadas
na fenda apds estimulo neuronal. Na fenda, esse neurotrasmissores podem interagir com
transportadores pré-sindpticos, que realizam a recaptacdo das moléculas (SERT ou NET), com
autorreceptores que regulam a liberacdo de ambos os mediadores (receptores serotoninérgicos 5-
HTia e 5-HT1v; receptor adrenérgico a-2), os quais diminuem a liberagdo dessas monoaminas na
fenda sinaptica. Outro mecanismo de regulacdo ocorre através da enzima MAO-A, a qual degrada
monoaminas ainda no neurénio pré-sinaptico. No neurdnio pods-sinaptico, esses
neurotransmissores estimulam diferentes receptores desencadeando respostas biologicas diversas

(Figura 1) (BELMAKER; AGAM, 2008).

Dentre as observagdes em pacientes acometidos com a doenga que corroboram com a
hipotese monoaminérgica da depressdo podemos citar (Figura 1): (i) recidiva quando hé inibicao
da TH ou quando ha reducdo da ingestao de triptofano; (ii) aumento da frequéncia de mutacdes
que afetam a TPH-2, as quais se atribui diminui¢do nos niveis de 5-HT; (iii) altera¢cdes na MAO-
A que aumentam a afinidade da enzima pelas monoaminas; (iv) polimorfismos no SERT; e (v)
aumento de receptores a-2 adrenérgicos (BELMAKER; AGAM, 2008). Além disso, apesar dos
dados serem contraditorios em relacdo a andlises post mortem ¢ in vivo, a maioria dos estudos
apontam que pacientes depressivos apresentam aumento na quantidade dos autorreceptores 5-
HTi, o que causa diminuicdo na liberagdo de 5-HT (GARCIA-GARCIA; NEWMAN-
TANCREDI; LEONARDO, 2014; HEN; NAUTIYAL, 2017). Dados semelhantes foram
relatados em animais com relagdo a expressdo de receptores 5-HTip em algumas regides do

encéfalo (HEN; NAUTIYAL, 2017).
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Figura 1 - Teoria monoaminérgica da Depressido. Neurotransmissdo pré-sinaptica serotoninérgica ao lado
esquerdo e noradrenérgica ao lado direito. Alteragdes na transmissdo monoaminérgica (5-HT e NE) encontradas em
pacientes com transtorno depressivo, as quais corroboram a teoria monoaminérgica da depress@o. PLC: fosfolipase C;
IP3: Inositol trifosfato; DAG: diacilglicerol; PKC: Proteina quinase C; AC: Adenilato ciclase; ATP: Adenosina
trifosfato; AMPc: Adenosina monofosfato-ciclico; PKA: Proteina quinase A; CREB: Proteina de resposta ao AMPc.
(ADAPTADO de DEBATTISTA, 2014).

Como anteriormente citado, outra observagdo que refor¢a a hipotese monoaminérgica da
depressdo ¢ o fato de que alguns pacientes respondem ao tratamento com farmacos que alteram
os niveis de monoaminas encefalicas, principalmente 5-HT e NE (DEAN; KESHAVAN, 2017).
Atualmente, existem varias classes de farmacos utilizados no tratamento da depressao, a saber: (i)
inibidores da recaptacdo de monoaminas [antidepressivos triciclicos, ISRSs, inibidores mais
recentes da recaptacdo de NE e 5-HT]; (i1) antagonistas do receptor de monoamina (como a

mirtazapina); (iii) inibidores da MAO (RAMOS et al., 2016; RANG et al., 2016).
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As evidéncias farmacologicas ndo possibilitam a distingdo clara a ser feita entre as
teorias da norepinefrina e da 5-HT para a depressdo. Clinicamente, parece que 0s
inibidores da captura da norepinefrina e da 5-HT sdo igualmente eficazes como
antidepressivos, embora pacientes individualmente possam responder melhor a um ou a
outro farmaco. Outras evidéncias, em suporte da teoria monoaminérgica, ¢ o fato de os
agentes conhecidos por bloquearem a sintese de norepinefrina ou de 5-HT, diminuirem
consistentemente o humor e reverterem os efeitos terapéuticos dos farmacos
antidepressivos que atuam seletivamente somente nesses dois transmissores. (RANG et
al., 2016, p 570 - 571).

Apesar do amplo arsenal terapéutico, muitas vezes o tratamento ndo ¢ eficaz e existem
diversos efeitos colaterais associados ao tratamento, a depender da classe farmacoldgica, tais
como: nausea, hipotensdo ortostatica, arritmias cardiacas, ansiedade, insonia, disfungdo sexual,
etc. Por esses motivos, a busca por farmacos eficazes em reduzir os sintomas da depressao,
causando o minimo possivel de desconforto aos pacientes, ainda se faz necessaria (LEE; BAE,
2017; RAHMATI et al., 2017). Dada a riqueza da nossa biodiversidade, uma op¢ao interessante é
a avaliacdo de espécies que possam ser empregadas como fitoterapicos no tratamento da

depressao.
1.2 Produtos Naturais como Fonte de Agentes Antidepressivos

Algumas espécies vegetais possuem substincias capazes de interferir com mecanismos
relacionados a neurobiologia da depressado, tais como: (i) neurotransmissao monoaminérgica; (ii)
expressdao de fatores neurogénicos/neurogénese; (iii) regulacdo do eixo HHSR (FARAHANI et
al., 2015). Assim, o Hypericum perforatum, popularmente conhecido como erva-de-sdo-jodo, €
capaz de inibir a recaptagdo de 5-HT, NE e dopamina, além de modular o sistema neuroenddcrino,
apresentando efeito antidepressivo em animais ¢ humanos (GALEOTTI, 2017). O 6leo essencial
de Valeriana indiana (Valeriana wallichi) aumentou os niveis de 5-HT e NE em animais (SAH;
MATHELA; CHOPRA, 2011). Substancias presentes no extrato etanolico de Jatamansi
(Nardostachys jatamansi) diminuiram a atividade das enzimas MAO-A ¢ MAO-B (DHINGRA;
GOYAL, 2008). O extrato aquoso de Allium macrostemon aumentou a liberagdo de BDNF ¢ a
neurogénese (LEE et al., 2010). O extrato aquoso de Cimicifuga foetida apresentou efeito
antidepressivo que parece estar relacionado a inibi¢do do eixo HHSR e consequente diminui¢do

dos niveis de glicocorticoides (YE et al., 2012). Diversos metabolitos secundarios parecem estar
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envolvidos na atividade antidepressiva de produtos naturais, dentre eles os alcaloides

(FAJEMIROYE et al., 2016).

Alcaloides (ou alcaloides verdadeiros) sdo compostos de carater basico, cuja estrutura
contém um atomo de nitrogénio em um anel heterociclico (HENRIQUES; KERBER; MORENO,
2003). Os alcaloides sdao produzidos pelo metabolismo secundario das plantas e sdo formados a
partir de aminoacidos. O aminoacido empregado na sintese define a estrutura geral dos derivados,
o que origina diversas classes de alcaloides como alcaloides indolicos (derivados do L-triptofano)
e alcaloides benzilisoquinolinicos (derivados da L-tirosina), etc (HENRIQUES; KERBER;
MORENO, 2003). Em seu artigo de revisdo, Perviz, Khan e Pervaiz (2016) compilaram os
resultados das pesquisas realizadas na ultima década, os quais apontam, na esfera bdasica, os
alcaloides como promissores candidatos ao desenvolvimento de novos fairmacos antidepressivos.
De fato, alcaloides de grupos diversos mostraram efeitos antidepressivo-similes em modelos
experimentas ¢ dentre os mecanismos propostos estao aqueles que envolvem a neurotransmissao
monoaminérgica, tais como inibicdo da MAO, inibi¢do da recaptagdo de 5-HT e/ou NE e

aumento da taxa de renovacdo de 5-HT (PERVIZ; KHAN; PERVAIZ, 2016).
1.3 Produtos Naturais como Fonte de Agentes Antidepressivos: 0 Género Annona

Annonaceae ¢ uma familia predominantemente subtropical e tropical formada por
aproximadamente 135 géneros e 2500 espécies. No Brasil sdo encontrados 30 géneros e pouco
mais de 370 espécies (LUCIO et al., 2015). Essa familia desempenha um papel importante na
economia local, devido a ampla variedade de frutos comestiveis, bem como pelas propriedades
medicinais que apresenta. Dentre essas, cabe ressaltar a atividade antidepressiva-simile descrita

para espécies do género Annona.

O dleo essencial das folhas da Annona vepretorum, conhecida no nordeste do pais como
“pinha da Caatinga”, demonstrou efeito antidepressivo-simile em camundongos Swiss. O
mecanismo proposto parece envolver aumento da neurotransmissdo mediada por 5-HT (DINIZ et
al., 2019). O extrato etandlico das folhas de Annona muricata, conhecida popularmente como
Graviola, produziu feito antidepressivo-simile em ratos (BIKOMO; EBUEHI;

MAGBAGBEOLA, 2017), além disso, metabolitos secundarios do fruto da 4. muricata
13



demonstraram agdo em receptores serotoninérgicos desencadeando efeito antidepressivo-simile
(HASRAT et al., 1997). Ainda, o tratamento de camundongos com extratos enriquecidos em
alcaloides aporfinicos (anonaina e liriodenina, alcaloides benzilisoquinolinicos derivados da L-
tirosina; figura 2) das folhas de Annona cherimolia (conhecida como Chirimoya) aumentou a
quantidade de 5-HT e dopamina no encéfalo de camundongos Swiss, o que parece explicar a agdo
antidepressiva-simile do referido extrato (MARTfNEZ-VAZQUEZ etal., 2012; PERVIZ; KHAN;
PERVAIZ, 2016). Recentemente, nosso grupo identificou, através da espectrometria de massa,
alcaloides aporfinicos (isolaurelina, xilopina) no extrato aquoso das folhas da espécie Annona

crassiflora Mart (figura 2).

O\
R = H: Xilopina
Anonaina Liriodenina R = CHs: Isolaurelina
Folhas de A. cherimolia Folhas de A. crassiflora

Figura 2 - Alcaloides aporfinicos identificados nos extratos das folhas de A. cherimolia e A. crassiflora

[modificado de Martinez-Vazquez et al. (2012) e Ferraz et al. (2019)].

A A. crassiflora Mart ¢ uma planta utilizada na medicina tradicional, encontrada no
Cerrado brasileiro e conhecida popularmente como “marolo” ou “araticum”. A administra¢dao
oral da infusdo de suas folhas é utilizada no tratamento da malaria, reumatismo, acidentes
ofidicos e doencas inflamatorias (DA COSTA OLIVEIRA et al., 2019). Além dos alcaloides
xilopina e isolaurelina, diversos outros t€m sido identificados nas folhas de A. crassiflora, como
anonaina, anorretina e romucosina (EGYDIO; VALVASSOURA; SANTOS, 2013; FERRAZ et
al., 2019). Como citado, espécies do género Annona t€m sido reportadas pelo efeito
antidepressivo-simile, principalmente devido a presenga de alcaloides. Cabe ressaltar que a
anonaina ¢ um agonista de receptores 5-HT1., 0s quais estdo envolvidos na fisiopatologia da
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depressdo, reforcando o potencial antidepressivo de espécies que contenham alcaloides desse

grupo (HASRAT et al., 1997; L1 et al., 2013).

1.4 Testes Comportamentais Empregados na Avaliacio de Farmacos

Antidepressivos

Como a depressdo ¢ uma doenga heterogénea e multifatorial, cujos sintomas envolvem as
esferas psicoldgicas, comportamentais e fisiologicas, modelos experimentais sdo dificeis de
serem desenvolvidos (CRYAN; MOMBEREAU; VASSOUT, 2005). Assim, sintomas como
pensamentos reverberantes € excessivos, aqueles relativos a morte, bem como impulsos suicidas
sdo, obviamente, impossiveis de serem reproduzidos em roedores. Como entdo € possivel estudar
substincias com potencial antidepressivo? Como ressaltam Cryan et al. (2005), ap6s periodos de
tempo realizando tentativas de fuga, roedores adotam uma postura imével quando colocados em
uma situagdo estressante inescapavel. O estresse inescapavel pode ser um cilindro cheio de agua,
como o que se observa no TNF, ou permanecer suspenso pela cauda sem que haja possibilidade
de fuga, situacdo que nomeia outro teste muito empregado em estudos neuropsicofarmacologicos,
o TSC (Figura 5). Esses testes ndo configuram modelos de depressao, contudo, por motivos ainda
ndo esclarecidos, o pré-tratamento com diferentes classes de antidepressivos aumenta o tempo
despendido pelos animais em comportamentos direcionados para o escape da situagdo (CRYAN;
MOMBEREAU; VASSOUT, 2005). Assim, tanto o TNF quanto o TSC apresentam excelente
validade preditiva, possibilitando, portanto, o estudo de drogas com potencial antidepressivo.
Apesar das semelhangas, uma diferenga importante observada entre esses dois paradigmas é que
o TNF ¢ pouco sensivel aos ISRSs, enquanto que esses agentes apresentam atividade no TSC
(CRYAN; MOMBEREAU; VASSOUT, 2005). Ao menos agudamente, essa insensibilidade aos
ISRSs tem sido confirmada no TNF (MARTINEZ-VAZQUEZ et al., 2012).

Embora esses testes possuam validade preditiva, uma considera¢ao importante ¢ o fato de
que ambos estdo suscetiveis a resultados falso-positivos. Substancias com agdo
psicoestimulatéria podem aumentar a atividade motora dos animais, resultando em uma alteracao

do comportamento entendido como direcionado a fuga. O teste do CA ¢ utilizado para analisar o
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comportamento geral dos animais, permitindo inferir se o resultado do TNF ou do TSC ¢

derivado de uma agao psicoestimulatoria (CRYAN; MOMBEREAU; VASSOUT, 2005).

Tendo em vista que a depressdo ¢ uma das principais causas de incapacitagdo no mundo,
tornando-se um problema de saude publica e que os tratamentos existentes ndo sao 100% eficazes,
ha a necessidade de se desenvolver novas drogas antidepressivas. Considerando a presenca de
alcaloides aporfinicos nas folhas de 4. crassiflora, os quais parecem apresentar potencial efeito
antidepressivo, no presente estudo avaliamos o efeito do tratamento cronico do extrato aquoso
liofilizado das folhas dessa espécie sobre o comportamento de camundongos no TSC e sobre o

comportamento dos animais em campo aberto.
2. Objetivos
2.1 Geral

Avaliar os efeitos do tratamento cronico do extrato aquoso liofilizado das folhas de A.

crassiflora em camundongos machos da linhagem C57BL/6.

2. 2 Especificos

Preparar o extrato aquoso liofilizado das folhas de A. crassiflora;

Avaliar a presenca de alcaloides no EAC através de teste qualitativo;

Avaliar o comportamento geral dos animais no teste do CA apos tratamento por 15 dias;

Avaliar o comportamento geral dos animais no TSC apos tratamento por 18 dias.
3. Metodologia
3.1 Obtencao do extrato aquoso

As folhas de A. crassiflora (Fig. 3) foram coletadas em um campo de vegetagdo espontanea
localizado na érea rural do Municipio de Lassance, Minas Gerais em dezembro de 2016. A

espécie foi identificada pela Dr. Adriana Arantes e uma exsicata foi depositada no Herbario da
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UFU (Uberlandia, MG, Brazil) com o numero 73.547. Apo6s coletadas, as folhas foram separadas,
lavadas com agua destilada e colocadas para secagem em estufa a 40 °C por dois dias. As folhas
secas foram entdo trituradas em liquidificador para iniciar a extragdo, a qual foi realizada com
agua destilada na proporcao de 10% (m/v) a temperatura ambiente por 48 horas. O extrato obtido

foi filtrado, congelado e submetido a liofilizacdo (rendimento: 1,84%).

Figura 3 - Folhas de A. crassiflora; coletadas em campo de vegetacdo espontinea na cidade de Lassance, Minas
Gerais. A esquerda, galho de folhas da espécie. A direita, folhas apos separagdo.

3. 2 Avaliacido qualitativa da presenca de alcaloides no EAC

Para detectar a presenca de alcaloides no EAC, foram preparadas solugdes contendo
diferentes concentracdes de EAC (2 mg/ml, 3,75 mg/ml, 12,5 mg/ml e solugdo ‘“saturada”
contendo 25 mg/ml) ou atropina (alcaloide utilizado como controle positivo do teste, 2 mg/ml).
As concentragdes de 3,75 mg/ml e 12,5 mg/ml correspondem as concentragdes médias de EAC
preparadas para tratar os animais com a menor (30 mg/kg) e maior (100 mg/kg) dose de extrato,
respectivamente, considerando a administragao de 0,2 ml de solugdo para cada animal com peso
médio de 25 g. O EAC ou a atropina foram solubilizados em acido cloridrico (HCl) 1% (DE
ASSIS et al., 2009). Apo6s solubilizagdo, gotas de reagente de Dragendorff (8 g de subnitrato de
bismuto, 20 ml de acido nitrico a 30%, 22,8 g de iodeto de potéssio para volume final em agua
destilada de 100 ml) (COSTA, 2001) foram adicionadas as solu¢des. Assim, foram preparadas
duas aliquotas de 1 ml de cada uma das referidas solugdes em tubos de ensaio, sendo uma para

controle negativo e outra para deteccdo de alcaloides. Nas aliquotas de EAC foram adicionadas 5
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gotas do reagente de Dragendorff e uma gota na solug¢ao de atropina. Foi adicionado HCI1 1% para

igualar os volumes finais. A formagao de precipitado indicou a presenga de alcaloides.
3.3 Animais

Foram utilizados camundongos machos C57BL/6 de dez semanas de idade, os quais
foram mantidos em ciclo de iluminagdo de 12h claro/escuro e temperatura de 21°C em gaiolas na
Rede de Biotérios da Universidade Federal de Uberlandia (REBIR - UFU). O protocolo utilizado
neste trabalho foi aprovado pela Comissio de Etica na Utilizagdo de Animais (CEUA/UFU;

processo n° 067/17; anexo I).
3.4 Procedimentos experimentais

Os animais foram divididos em cinco grupos experimentais (n=7): grupo Sal (controle
negativo), que recebeu tratamento com veiculo (solucdo salina - NaCl 0,9%) por via i.p. e p.o.;
grupo Flu (controle positivo), que recebeu fluoxetina (10 mg/kg i.p.) e veiculo (p.o.); grupos
EAC30, EAC55 ¢ EAC100 (30, 55 e 100 mg/kg p.o., respectivamente) e veiculo (i.p.). Os
tratamentos foram iniciados quando os animais atingiram 10 semanas de idade, sendo este
considerado o dia 1. No 15° dia de tratamento foi realizado o teste do CA e no 18°, e ultimo dia
de tratamento, o TSC (Figura. 4). Durante os 18 dias, os animais receberam os respectivos

tratamentos no mesmo periodo do dia.

Camundongos com 10 semanas de idade

I Dm;1 15° dia 18° dia
nicio dos CA TSC
Tratamentos

- &

Figura 4 - Delineamento experimental. Dia 1 - Inicio dos tratamentos com salina, EAC ou fluoxetina; 15° dia -
realizac¢do do teste do campo aberto (CA); 18° dia — realizagdo do teste de suspensdo da cauda (TSC).
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3.5 Teste do CA

O CA consiste em um aparato circular (30 cm x 30 cm x 30 cm), transparente, com 12
quadrantes e uma area circular definidos em sua base. No dia do teste, cada animal recebeu o
tratamento, de acordo seu grupo experimental, uma hora antes de ser submetido ao teste. Para
iniciar o teste, os animais foram inseridos um a um, cuidadosamente no centro da arena, onde
permaneceram durante cinco minutos. Apos cada sessdo o aparato foi limpo com etanol 5%. A
analise foi realizada através da filmagem do teste, sendo que os comportamentos avaliados foram:
(1) locomogdo: nimero de quadrantes percorridos pelo animal com as 4 patas; (ii) imobilidade:
tempo (em segundo) em que o animal permaneceu estatico; (iii ) limpeza: tempo (em segundos)
em que o animal realizou autolimpeza; (iv) levantar: numero de vezes em que o animal
permanece sob as duas patas traseiras; (V) tempo no centro do aparelho: permanéncia (em
segundos) do animal na area central delimitada no aparato. Todos os parametros avaliados foram
utilizados como indicativo da atividade dos tratamentos sobre o comportamento geral dos

animais.

3.6 TSC

O aparato empregado no TSC consiste em uma caixa retangular 20 cm x 20 cm x 30 cm,
com uma barra de vidro fixada no topo da caixa (afastada 7 cm da parte frontal do aparelho). Os
animais foram suspensos através de suas caudas com auxilio de uma fita adesiva que os mantinha
a 6 cm da barra de vidro (Figura 5). Como trabalhamos com camundongos da linhagem C57BL/6
que naturalmente escalam as caudas na tentativa de fugir da situagdo imposta pela suspensao,
inserimos cilindros acrilicos (3,5 cm de comprimento X 0,8 cm de didmetro) nas caudas dos
animais, os quais evitavam a escalada (Figura 5). Cada animal permaneceu 6 minutos em
suspensdo € o comportamento de cada um foi gravado para posterior determinagdo do tempo (em
segundos) de imobilidade (definido como auséncia de movimentagdo), o qual pode ser reduzido

por substancias com potencial antidepressivo.
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Figura 5 - Teste de suspensio da cauda. Aparato utilizado no presente trabalho. Tubos de acrilico foram inseridos nas caudas
dos animais para evitar o comportamento de escalada tipicamente observada em camundongos da linhagem C57BL/6.

3.7 Analise estatistica

Dados que apresentaram distribui¢do normal de acordo com o teste de Kolmogorov-
Smirnov foram avaliados através da Andlise de Varidancia (ANOVA) seguida do pods-teste de
Dunnet. Dados que ndo tiveram distribui¢do normal foram analisados pelo teste de Kruskal-
Wallis seguido do pos-teste de Dunn. As analises foram realizadas utilizando-se o software
GraphPad Prism®. As diferencas foram consideradas significativas quando o valor de P foi

menor que 0,05.
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4. Resultados

4.1 Avaliacdo qualitativa da presenca de alcaloides no EAC

O teste com reagente de Dragendorff evidenciou formacdo de precipitado visivel apenas
nas solugdes contendo EAC <25 mg/ml (solug¢do supersaturada — solubilizagdo incompleta do

extrato) ou atropina 2 mg/ml (Figura. 5).

EAC 3,75 mg/ml EAC 12,5 mg/ml

) Drag. (-)
| i
K . ,’.‘,_?‘,"‘s.,i;.....*-’-',_'\yi:'!."""

" Gt AR o

Figura 6 - Avaliacdo qualitativa da presenca de alcaloides no EAC. (-): controle negativo do teste, contém apenas
solugdo de EAC ou Atropina (alcaloide empregado como controle positivo do teste). Drag.: solu¢do contendo EAC
ou Atropina com adi¢@o de gotas de reagente de Dragendorff. As setas indicam a formacédo de precipitado.
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4.2 Efeito do EAC na imobilidade dos animais no TSC

O tratamento com fluoxetina reduziu o tempo de imobilidade dos animais quando
comparado ao grupo salina (Sal). Contudo, nenhuma das doses do EAC reduziu de forma

significativa esse parametro.

150 -

- —
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1 1
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Imobilidade (s)
hn e |
T °

]
T

l]- 1 |
Sal FLU EAC30 EACS3 EAC100

Figura 7 — Efeito do EAC na imobilidade dos animais no TSC. Tempo de imobilidade, em segundos, avaliado
durante seis minutos. Sal: controle negativo; veiculo i.p. e p.o.; FLU: controle positivo; fluoxetina 10 mg/kg i.p. e
veiculo p.o.; EAC30, EACS55 ¢ EAC100: extrato aquoso liofilizado de A. crassiflora nas doses de 30, 55 ¢ 100
mg/kg p.o., respectivamente, e veiculo i.p.Todas as administragdes foram realizadas 60 min antes do inicio do teste
(18° dia de tratamento). **p<0,05 vs. Sal (ANOVA, seguido pelo pds-teste de Dunnett).
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4.3 Efeito do EAC no comportamento geral dos animais no teste do CA

Nenhum dos tratamentos alterou de forma significativa o comportamento dos animais
observados no campo aberto, com excecdo do grupo tratado com fluoxetina, o qual apresentou

reducdo significativa no tempo de imobilidade quando comparado ao grupo salina (Sal).
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Figura 8 - Efeito do EAC no comportamento geral dos animais no teste do CA - Pardmetros avaliados durante 5
(cinco) minutos: (a) locomogédo (nimero de quadrantes percorridos com as quatro patas); (b) imobilidade (tempo, em
segundos, em que o animal permaneceu estatico); (c) limpeza (tempo, em segundos, em que o animal realizou
autolimpeza); (d) levantar (nimero de vezes em que o animal permanece sob as duas patas traseiras); (¢) tempo de
permanéncia no centro do aparelho em segundos. Sal: controle negativo; veiculo i.p. e p.o.; FLU: controle positivo;
fluoxetina 10 mg/kg i.p. e veiculo p.o.; EAC30, EAC55 e EAC100: 30, 55 e 100 mg/kg p.o., respectivamente, e
veiculo i.p.. Todas as administracdes foram realizadas 60 min antes do inicio do teste (15° dia de tratamento). (a), (b),
(c) e (d) analisados pela ANOVA seguida do pds-teste de Dunnett; (e) analisado pelo Kruskal-Wallis seguido do pos-
teste Dunn. *p<0,05 vs. controle negativo.
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5. Discussao

O teste para deteccdo de alcaloides empregado neste trabalho ¢ baseado na reagdo entre
tetraiodo bismutato (Bils"), presente no reagente de Dragendorff, com o dtomo de nitrogénio
presente nas moléculas dos alcaloides. Essa rea¢do forma pares de ions insoluveis em agua,
segundo a reacdo geral: Alcaloide"" + nBily 2 (Alcaloide")(Bils ). Esses pares de ions formam
precipitados de coloragdo variada, no nosso caso, observamos a formagdo de precipitado
alaranjado apenas nas amostras contendo maior concentracdo de EAC ou o alcaloide empregado
como controle positivo do ensaio, a atropina. Esses resultados sugerem a presenca de alcaloides
em nossas amostras, corroborando dados prévios do nosso grupo que evidenciaram a presenca de

xilopina e isolaurelina no EAC (FERRAZ et al., 2019) .

O tratamento com EAC por 18 dias ndo alterou o tempo de imobilidade dos animais no
TSC, sugerindo auséncia de efeito antidepressivo-simile com as doses estudadas. Considerando a
descricdo de efeitos antidepressivo-similes associados a fragdes enriquecidas em alcaloides
aporfinicos, contendo anoneina e liriodenina, da espécie 4. cherimolia (MARTINEZ-VAZQUEZ
et al., 2012), nossos dados sugerem ao menos duas possibilidades: (i) que os alcaloides presentes
no EAC, identificados previamente como sendo xilopina e isolaurelina, sdo destituidos de
atividade antidepressiva-simile; (ii) que a quantidade de alcaloides presentes no EAC nas doses
empregadas no presente estudo € insuficiente para evidenciar efeitos antidepressivo-similes. Com
relacdo a essa segunda hipotese, ensaios de detec¢ao de alcaloides realizados com concentragdes
de extrato semelhantes aquelas administradas aos camundongos ndo evidenciaram formacao de
precipitado, sugerindo baixa concentragdo de alcaloides. Dessa forma, experimentos com extrato

enriquecido em alcaloides sdao necessarios para resolver essa questao.

Nenhuma das doses testadas do EAC alterou os comportamentos dos animais observados
no campo aberto, sugerindo auséncia de efeitos estimulantes ou depressores. Cabe ressaltar que a
fluoxetina diminuiu o tempo de imobilidade dos animais sem, no entanto, alterar os
comportamentos de locomogdo, tempo no centro, levantar e limpeza. Assim, o efeito da

fluoxetina observado no TSC ndo pode ser atribuido a psicoestimulagdo, validando o ensaio
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empregado no presente estudo e corroborando dados de literatura (CRYAN; MOMBEREAU;
VASSOUT, 2005).

Quando o animal ¢ colocado no aparato do CA, a tendéncia ¢ se locomover na periferia
em contato com a parede do mesmo (tigmotaxia) e evitar o centro da arena. Assim, um animal
que passa mais tempo na periferia da arena pode estar mais ansioso; por outro lado, passar mais
tempo no centro da arena pode ser indicativo de um estado menos ansioso (LEPPANEN;
EWALDS-KVIST; SELANDER, 2005; LEPPANEN; RAVAJA; EWALDS-KVIST, 2006;
MCGOWAN; COOGAN, 2013). Apesar dessa relagdo com a ansiedade e de o CA ser sensivel as
drogas ansioliticas, o teste ndo costuma ser utilizado para se avaliar atividades ansioliticas ou
ansiogénicas, mas sim para se avaliar comportamentos ndo especificos e gerais (CHOLERIS et
al., 2001). Assim, nossos dados sugerem indiretamente que o EAC também nao altera o estado
emocional dos animais e possivelmente ndo apresenta efeitos ansiolitico-similes. Contudo, isso

permanece por ser confirmado com testes mais especificos, como o labirinto em cruz elevado.
6. Conclusiao

O tratamento cronico com EAC ndo apresentou atividade antidepressiva-simile,

psicoestimulante ou depressora nas doses empregadas.
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ANEXO 1

r Universidade Federal de Uberlandia { "

- Comisséo de Etica na Utilizagdo de Animais — Utilizagdo de Animais
CEUA

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado “Avaliacdo do efeito tipo-
antidepressivo do extrato aquoso liofilizado das folhas de Annona
crassiflora Mart”, protocolo n°® 067/17, sob a responsabilidade de
Luiz Borges Bispo da Silva - que envolve a producao,
manutencdo e/ou utilizacdo de animais pertencentes ao filo
Chordata, subfilo Vertebrata, para fins de pesquisa cientifica —
encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de
outubro de 2008, do Decreto n°® 6.899, de 15 de julho de 2009, e
com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da
Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi APROVADA pela
COMISSAO DE ETICA NA UTILIZACAO DE ANIMAIS (CEUA) da
UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA, em reunido 29 de
setembro de 2017.

(We certify that the project entitled “Avaliacdo do efeito tipo-antidepressivo do extrato aquoso
liofilizado das folhas de Annona crassiflora Mart”, protocol 067/17, under the responsibility of
Luiz Borges Bispo da Silva - involving the production, maintenance and/or use of animals
belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata, for purposes of scientific research - is
in accordance with the provisions of Law n°® 11.794, of October 8th, 2008, of Decree n°® 6.899 of
July 15th, 2009, and the rules issued by the National Council for Control of Animal
Experimentation (CONCEA) and it was approved for ETHICS COMMISSION ON ANIMAL USE
(CEUA) from FEDERAL UNIVERSITY OF UBERLANDIA, in meeting of September 29th, 2017).

Vigéncia do Projeto Inicio: 01/12/2017 Término: 01/07/2018
Espécie / Linhagem / Grupos Taxonémicos Camundongos

Numero de animais 60

Peso / Idade - / 9 semanas

Sexo Machos

Origem / Local Centro de bioterismo e experimentagéo

animal da Universidade Federal de
Uberlandia (CBEA/UFU)

Numero da Autorizacéo SISBIO -

Atividade(s) -

Uberlandia, 02 de outubro de 2017.

Prof. Dr. Lucio Vilela Carneiro Girao
Coordenador da CEUA/UFU
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