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Introducéo

A depressdo é uma doenca psiquidtrica caracterizada por sentimentos de tristeza, culpa,
baixa autoestima, fadiga, entre outros sintomas emocionais e fisicos. A co-morbidade
depressdo/ansiedade é bastante comum atualmente, acomete uma parcela significativa da populagao
e resulta em prejuizo da vida social (Hamon e Blier, 2013). A definicdo da palavra ansiedade, que
significa ansia, sufocamento e opressdo, vem de um conjunto de respostas comportamentais e
fisioldgicas que evoluiram para proteger o individuo do perigo. Clinicamente, ela se caracteriza por
um estado de agitacdo, preocupacdo ou angustia, que também causa debilitacdo fisica e mental
(Hamon e Blier, 2013). As drogas disponiveis atualmente para o tratamento destas doencas
apresentam efeitos colaterais e muitos pacientes sdo refratarios a essas terapias; cerca de 30% a
50% dos casos de depressdo ndo respondem suficientemente ao tratamento (Hamon e Blier, 2013).
Os farmacos ansioliticos sdo conhecidos por causar sonoléncia, confusdo mental, dificuldade de
raciocinio e desorientacdo, além de reacdes paradoxais como alucinaces e mania (Birur et al.,
2017), o que contribui para a descontinuagdo do tratamento. Nesse sentido, torna-se importante a
pesquisa por novas substancias com acgdes antidepressivas e ansioliticas, que futuramente possam
ser usadas como agente terapéutico principal, ou ainda em combinagdo com as drogas atualmente
disponiveis.

A Pfaffia glomerata é uma espécie vegetal amplamente distribuida por todo o pantanal
mato-grossense, comumente utilizada pela populacdo ribeirinha como ténico e agente estimulante.
Ela faz parte de um grupo de plantas conhecidas como ginsengs brasileiros em funcdo das
propriedades e efeitos bioldgicos similares ao ginseng asiatico (Taniguchi et al., 1997); dentre as
atividades farmacologicas ja comprovadas para a Pfaffia glomerata estdo as a¢Ges antinociceptivas,
anti-inflamatorias e nootropicas (Teixeira et al., 2006; Freitas et al., 2009; Marques et al, 2004). No
entanto, poucos trabalhos tém se dedicado ao estudo dos seus efeitos sobre sintomas relacionados a
doencas psiquiatricas.

Nesse sentido, o objetivo deste estudo consistiu em avaliar se o tratamento agudo com
extrato hidroetandlico obtido das raizes da Pfaffia glomerata apresenta acGes capazes de atenuar
sintomas relacionados a depressdo e ansiedade em modelos experimentais em camundongos.

Metodologia

Obtencdo do extrato vegetal: A raiz da planta Pfaffia glomerata foi coletada na
Universidade Federal de Mato Grosso (UFMT) — Campos de Cuiaba, na segunda quinzena do més
de maio de 2016. O material foi lavado com agua corrente em abundancia e posteriormente seco em
estufa durante cinco dias. Apds seco, o material foi triturado com o auxilio de um moinho de facas
até sua total transformacé@o em pd. O po foi entdo dissolvido alcool 70%, onde foi macerado durante
sete dias. ApOs esse periodo, a solucdo foi filtrada a vacuo e posteriormente o solvente foi

(83) 3322.3222
contato@joinbr.com.br

www.joinbr.com.br




i \JOIN

ENCONTRO INTERNACIONAL DE
JOVENS INVESTIGADORES

\, €DICAO BR

evaporado a 40°C durante 4 horas; o material foi liofilizado por cerca de 8 horas, para a obtencdo do
extrato hidroetandlico solido.

Animais: Foram utilizados camundongos machos Swiss pesando entre 20 e 30g,
provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Mato Grosso (UFMT). Todos os testes
foram realizados com grupos separados de animais (n de 6 a 8 camundongos por grupo) e cada
animal foi usado apenas uma vez em cada teste. Os experimentos foram conduzidos de acordo com
as normas do Comité de Etica e Bem-Estar Animal da UFMT (projeto n® 298/2017).

Teste da Suspensdo da Cauda (TSC): Este teste foi utilizado na investigacdo do efeito do
tipo antidepressivo da Pfaffia glomerata em camundongos. O tempo total de imobilidade induzido
pela suspensao da cauda foi medido de acordo com os métodos descritos por Steru et al. (1985). Os
animais foram suspensos 50 cm do chdo por uma fita adesiva fixada cerca de 1 cm antes da ponta
da cauda. Os parametros observados foram a laténcia para o primeiro episddio de imobilidade e o
tempo total de imobilidade durante um periodo total de 6 minutos.

Teste do nado forcado (TNF): O procedimento foi realizado de acordo com o método
descrito por Porsolt et al. (1977), e consistiu em colocar o camundongo num cilindro (35 cm de
altura x 10,5 cm de diametro) contendo aproximadamente cerca de 28cm de altura de agua, mantida
a 25+2° C. Os parametros observados foram a laténcia para o primeiro episédio de imobilidade e o
tempo total de imobilidade durante um periodo total de 6 minutos.

Teste do claro-escuro (TCE): O TCE foi realizado de acordo com o método descrito por
Crawley e Goodwin (1981). O aparato deste teste é composto por uma caixa dividida em dois
compartimentos: um menor, escuro; € um maior, com paredes brancas e iluminacdo direta. Os dois
compartimentos sdo separados por uma diviséria, com uma pequena porta central. Cada
camundongo foi colocado no centro da parte iluminada, permitindo-o explorar livremente os dois
compartimentos durante 5 minutos. O tempo de permanéncia no compartimento escuro e 0 hiumero
de transicdes entre os compartimentos foram observados.

Teste do campo aberto (TCA): Na conducéo deste teste, o animal foi colocado entre os
quadrantes centrais de uma caixa confeccionada em madeira (45 cm x 45 cm x 45 cm) com 0 piso
dividido em 16 quadrados de iguais dimensdes. O nimero de linhas cruzadas (“crossing”) e o
namero de vezes que o animal se levantou nas patas traseiras (“rearing”) foram contados durante 5
minutos e tomados como um indicativo de atividade locomotora e exploratéria (Walsh e Cummins,
1976).

Procedimento experimental:

a) Curva de tempo: A fim de identificar o tempo no qual o extrato desempenhou seus efeitos
do tipo antidepressivo a ansiolitico maximos, os animais foram tratados com uma dose de 500
mg/kg (via intragastrica, i.g.) na propor¢édo de 1 ml/kg, dissolvido em agua destilada. Nos tempos de
15 min, 30 min, 60 min e 120 min apds a administra¢do, os animais foram avaliados nos TSC, TNF
e TCE.

b) Curva dose-resposta: A fim de identificar a menor dose em que 0 extrato apresentou seus
efeitos do tipo antidepressivo e ansiolitico, diferentes grupos de animais foram tratados pela via i.g.
(1 ml/kg) nas doses de 125, 250 e 500 mg/kg. Apds o tempo pré-estabelecido (30 min para TSC,
120 min para TNF e 120 min para TCE), os animais foram avaliados em cada teste.
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Na investigacdo da influéncia da Pfaffia glomerata sobre as atividades locomotora e
exploratoria dos animais, os camundongos foram tratados pela via i.g. (1 ml/kg) com a dose de 500
mg/kg e 15 min, 30 min, 60 min e 120 min apo6s a administracdo foram avaliados no TCA. Num
segundo momento, os animais foram tratados com as doses de 125, 250 e 500 mg/kg e avaliados no
TCA ap6s 30 min ou 120 min.

Andlise estatistica

Os dados obtidos foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM). A
normalidade dos dados foi testada pelo teste de D’Agostino e Person. Os dados foram analisados
por andlise de variancia de uma via (ANOVA), seguida pelo teste post-hoc de Newman-Keuls
quando apropriado. Valores de P<0,05 foram considerados significativos.

Resultados

TSC: O tratamento com o extrato na dose de 500 mg/kg aumentou de forma significativa a
laténcia para o primeiro episodio de imobilidade no TSC a partir do tempo de 15 minutos (48%),
quando comparado ao grupo controle. De modo semelhante, o tempo total de imobilidade foi
reduzido pelo tratamento agudo com Pfaffia glomerata a partir de 15 minutos (40%). O aumento da
laténcia e a reducdo do tempo total de imobilidade no TSC perduraram até 120 minutos ap6s a
administracao do extrato. Os resultados demonstram um aumento de cerca de 56% na laténcia para
0 primeiro episddio de imobilidade no grupo de animais tratados com uma dose de 250 mg/kg,
administrada pela via i.g., quando comparado ao grupo de animais tratados com o veiculo. Embora
sem diferenca estatistica significante, a dose de 500 mg/kg aumentou em aproximadamente 42% a
laténcia para a imobilidade. O tempo total de imobilidade no TSC foi reduzido (em torno de 43%)
apo6s a administracdo do extrato na dose de 500 mg/kg, quando comparado ao grupo de animais
controle.

TNF: O tratamento agudo dos animais com uma dose de 500 mg/kg, (i.g.) do extrato
aumentou significantemente (em cerca de 50%) a laténcia para o primeiro episodio de imobilidade
no tempo de 120 min, quando comparado ao grupo controle. Por sua vez, tempo total de
imobilidade foi reduzido nos tempos de 60 e 120 minutos (24% e 21%).  Com relacdo a curva
dose-resposta, a laténcia para o primeiro episddio de imobilidade foi aumentada em cerca de 41% e
54% nos animais tratados com as doses de 250 mg/kg e 500 mg/kg, respectivamente. O tempo total
de imobilidade foi reduzido em torno de 21% apds a administracdo do extrato na dose de 500
mg/kg, quando comparado ao grupo de animais do grupo controle.

TCE: Embora nédo tenha alterado de modo significativo o nimero de transicdes, apés 120
minutos de tratamento com a dose de 500 mg/kg houve uma reducéo de cerca de 30% no tempo
total de permanéncia dos animais no compartimento escuro. A andlise estatistica demonstrou uma
reducdo que parece ser dose-dependente no tempo gasto no lado escuro do aparato quando 0s
animais tratados com o extrato foram avaliados no TCE. O tratamento dos animais com uma dose
de 250 mg/kg reduziu significativamente em cerca de 20% o tempo total de permanéncia no lado
escuro, enquanto que a dose de 500 mg/kg causou uma reducdo de 37%. O nimero de transices
realizadas pelos grupos tratados com o extrato ndo foi alterado de modo significativo.

TCA: Em nenhum dos tempos testados o tratamento com a dose 500 mg/kg, administrada
pela via i.g., alterou 0 nimero total de cruzamentos no teste do campo aberto. Ja o parametro
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utilizado para analisar a atividade exploratdria dos animais foi significantemente alterado no tempo
de 120 minutos; o tratamento agudo com Pfaffia glomerata reduziu em 49% o numero total de
elevacOes. As doses de 125 mg/kg e 250 mg/kg ndo alteraram a atividade locomotora e exploratoria
dos animais.

Discussao

As plantas do género Pfaffia s&o utilizadas popularmente como tonicos gerais, com
finalidade de aumentar o estado de animo fisico e mental. Este uso tradicional levantou, portanto, a
hipotese de que poderiam atenuar os sintomas de doengas relacionados ao humor, como depressao e
ansiedade. Nesse sentido, este trabalho se dedicou ao estudo dos efeitos da Pfaffia glomerata, uma
planta nativa do pantanal matogrossense, em modelos experimentais de depressdo e ansiedade em
roedores. Os resultados deste trabalho demonstram que o extrato hidroetandlico obtido das raizes de
Pfaffia glomerata possui a¢Bes do tipo antidepressiva e ansiolitica em camundongos, sem alterar
significativamente a atividade locomotora e exploratoria dos animais.

Os TSC e TNF sdo paradigmas amplamente aceitos no estudo de acdes do tipo
antidepressivas (Castagne et al., 2011) Estes testes baseiam-se em submeter os animais a situacfes
estressantes e inescapaveis, como a suspensdo pela cauda ou o nado forcado, que induzem um
comportamento de imobilidade, muitas vezes denominado “desamparo”, que ¢ interpretado como
do tipo depressivo. A base neurobioldgica para esta associacao reside no fato de que a persisténcia e
a intensidade exagerada do estresse, bem como a incapacidade do organismo em terminar sua
resposta, levam a uma hiper-reatividade do eixo hipotadlamo-pituitaria-adrenal (HPA) e consequente
aumento da liberacdo de hormonios corticoides, que causam prejuizos potenciais ao organismo e
culminam com o desenvolvimento de alteracbes neuroenddcrinas, neurogquimicas e
comportamentais (Popoli et al., 2011). Drogas antidepressivas sao capazes de inibir o
comportamento do tipo depressivo em ambos 0s testes, reduzindo o tempo total de imobilidade e
aumentando a laténcia para o primeiro episédio de imobilidade (Kang et al, 2010; Saarelainen et al.,
2003). A exemplo destas drogas, o extrato obtido das raizes da Pfaffia glomerata reduziu o tempo
total de imobilidade e aumentou a laténcia nos TSC e TNF, demonstrando um efeito do tipo
antidepressivo desta espécie vegetal.

O paradigma claro-escuro é baseado em uma situacdo de conflito, que se d& entre a
tendéncia natural dos animais em explorar e a tendéncia inicial de se esquivar do que ndo é familiar
(ambiente novo) e é aversivo (iluminagdo). Quando tratados com drogas utilizadas na clinica para o
tratamento da ansiedade, como 0s benzodiazepinicos, 0s animais acabam passando
significativamente mais tempo no compartimento claro do modelo, quando comparados aos animais
controles (Crawley e Goodwin, 1981); o parametro tempo total no compartimento escuro é
considerado um indice forte e reprodutivel do nivel de ansiedade. Interessantemente, os resultados
deste trabalho apontam para uma acdo do tipo ansiolitica do extrato obtido das raizes da Pfaffia
glomerata. O tratamento agudo com este extrato reduziu o tempo total de permanéncia dos animais
no compartimento escuro nas doses de 250 e 500 mg/kg, em comparac¢do ao grupo controle.

Embora os testes TSC, TNF e TCE tenham um importante valor preditivo de acdes
antidepressivas e ansioliticas, eles estdo sujeitos a interferéncias que podem levar a uma falsa
interpretacdo. Drogas estimulantes que aumentam a atividade locomotora e exploratdria dos animais
apOs um tratamento agudo podem ser encaradas erronemanete como potenciais antidepressivos.
Neste trabalho, demonstrou-se que o tratamento com o extrato das raizes da Pfaffia glomerata néo
produziu aumento significativo nos parametros relacionados a locomocao e exploracdo dos animais
no teste do campo aberto, podendo-se sugerir que os resultados obtidos nos paradigmas de
depressdéo ndo sdo devido a efeitos psicoestimulantes. Surpresamente, nossos resultados
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demonstraram uma reducao na atividade exploratoria dos animais na maior dose testada apds 120
minutos de tratamento. Sabe-se que diversos fatores podem alterar o instinto de exploragéo de
roedores frente a um ambiente novo, mas o principal deles é a presenca de toxicidade (Souza, et. al
2003). Embora este estudo ndo tenha se dedicado a investigar os efeitos toxicos da Pfaffia
glomerata apés o seu tratamento agudo, os resultados podem apontar para um possivel efeito toxico
desta espécie vegetal que, de fato, ja foi demonstrado (De-Paris et al., 2000).

Concluséo

Com base nos resultados deste trabalho, pode-se sugerir que o extrato hdroalcodlico obtido
das raizes de Pfaffia glomerata apresenta promissoras propriedades farmacoldgicas, minimizando
0s sintomas relacionados a depressdo e ansiedade em camundongos. Novos estudos estdo sendo
realizados a fim de se elucidar os mecanismos envolvidos nestas a¢fes, bem como na investigacao
da toxicidade desta espécie vegetal.
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