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RESUMO

O estresse ¢ um problema atual que afeta tanto a qualidade de vida, quanto a
economia de um pais, além de estar relacionado a outros transtornos como a ansiedade e
a depressdo. Os produtos naturais sdo muito utilizados para o tratamento destas
condi¢des, devido basicamente ao baixo custo e fécil acessibilidade. No Brasil os
ginsengs sdo muito utilizados pela populacio em geral para o tratamento de
determinados transtornos psicoldgicos, principalmente em chds, devido ao seu efeito
adaptégeno, ou seja, capacidade de promover aumento da resisténcia do organismo as
influéncias externas e internas. Ha estudos que sugerem que o composto 20-hidréxi-
ecdisona é um fitoesterdide responsdvel por esse efeito adaptégeno e o mesmo estd
presente na planta ginseng Pfaffia glomerata (Spreng) Pedersen. Assim, 0 objetivo
desse trabalho foi avaliar a ocorréncia de efeitos protetores do tratamento oral com a
fracdo diclorometano da Pfaffia glomerata (Spreng) Pedersen sobre comportamentos do
tipo depressivos e de ansiedade em animais submetidos a um modelo de estresse agudo.

Para tanto, os animais foram separados em 3 grupos, sendo um naive e dois
expostos ao modelo de estresse agudo induzido por isolamento social. Dentro dos
animais expostos ao estresse agudo, um grupo foi tratado diariamente, uma vez ao dia,
com a fracdo diclorometano da Pfaffia glomerata (Spreng) Pedersen, nas doses de 1, 3,
10 e 30 mg/kg, por via oral (gavagem), e o outro grupo ndo foi tratado. Foram
realizados os experimentos de campo aberto, labirinto em cruz elevado, nado forcado e
teste de preferéncia a sacarose, reconhecimento de objeto e rotarod, que avaliam
coordenacdo motora, ansiedade, depressdo, memoria, e sedacdo, respectivamente, em

todos os grupos.

Foi observado que o grupo estressado nao tratado desenvolveu alteracdes na
atividade locomotora, onde se observou aumento significativo do nimero de “crossing”
e “rearing”, sugestivo de agitacdo, relacionado ao estresse, também aumentou o tempo
de permanéncia na periferia, diminuiu o tempo desprendido no centro, € aumentou o
nimero de fezes, sugestivo de ansiedade. Ambas as altera¢des foram prevenidas pelo

tratamento com a fracdo diclorometano da Pfaffia glomerata (3, 10 e 30 mg/kg).

No experimento do labirinto em cruz elevado, o grupo estresse nio tratado
apresentou maior tempo desprendido no brago fechado em comparacdo ao bracgo aberto,
sugestivo de ansiedade, e, aumento no tempo de imobilidade durante o nado forcado,

sugestivo de comportamento do tipo depressivo. O tratamento com a fracdo
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diclorometano da Pfaffia glomerata (30 mg/kg) preveniu o desenvolvimento destes
parametros. Nao foram evidenciadas diferencgas significativas nos testes de preferéncia a
sacarose e reconhecimento de objeto no grupo estressado ndo tratado em relacdo aos
animais naive.

Portanto, o tratamento utilizando a fracdo de diclorometano da Pfaffia glomerata
€ capaz de prevenir o estresse, a ansiedade e a depressdo em animais submetidos ao
modelo de estresse agudo. Assim como o mesmo possui grande potencial como
adaptdgeno e mais estudos deverdo ser realizados para confirmar a seguranca e eficicia

deste tratamento.
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1. INTRODUCAO

Os seres vivos sdo capazes de se adaptarem a situagdes adversas, garantindo sua
sobrevivéncia e a manuten¢do da espécie. Essas situagdes ameacgadoras sdo chamadas de
estressores e as alteragdes geradas no organismo, de resposta ao estresse. A medida que
o mundo se industrializava, o estilo de vida da sociedade se transformava, acarretando
diversos problemas como o ritmo de trabalho intenso, acesso desigual a satde,
condi¢des de moradia precdrias, distribuicao desigual da renda, desemprego, altas taxas
de violéncia e criminalidade (GAVIN 2015; LOPES 2003).

Eventos que antes eram isolados passaram a ser frequentes devido aos problemas
do mundo moderno, gerando desgastes fisicos, psicolgicos e emocionais que podem se
transformar em problemas de saide mental como estresse, ansiedade e depressdao
(LOPES 2003).

1.1 Estresse

O estresse é a reacdo do organismo a estimulos que provocam excitagio
emocional, que ao perturbarem a homeostasia, desencadeiam alteragdes fisicas, mentais
e hormonais, disparando um processo de adaptacdo a um evento ou situacao (MARGIS
et al 2003; FILGUEIRAS et al 1999). Fisiologicamente, o sistema nervoso responde a
esses estimulos em trés etapas, a primeira com estimulacio do eixo Hipotdlamo-
Hipoéfise-Adrenal (HHA) e o sistema nervoso simpdtico (SNS), assim, o hipotdlamo
secreta 0 hormonio liberador de corticotrofina (CRH), que estimula a hipofise e
produzir o Hormonio Adrenocorticotrofico (ACTH), sendo o ultimo, responsavel por
estimular a produc¢do de cortisol. Enquanto o sistema nervoso simpdtico produz
noradrenalina e adrenalina, que sdo os hormdnios responsaveis pelo estado de alerta, ou
fuga, que aceleram os batimentos cardiacos, dilatam as pupilas, aumentam a oxigenagao
nos tecidos e os niveis de glicose no sangue. Ambas sdo secretadas por neurdnios
adrenérgicos no cérebro, pelo sistema nervoso simpdatico, sempre que haja estimulo do
hipotdlamo por algum estressor. O cortisol é produzido no cértex da adrenal, € lancado
na corrente sanguinea, estimulado pelo ACTH, o mesmo € responsavel por agdes
catabolicas nos tecidos-alvos, que promove a utilizagdo de fontes de energia do corpo
para o enfrentamento da situacdo ameagadora (BAUER 2002; GAVIN 2015; LOURES
et al 2002).

Na segunda etapa do estresse o organismo se adapta, adequando os niveis

hormonais de adrenalina, noradrenalina e cortisol, evitando catabolismo, a
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imunossupressao e reparando os danos causados pelo periodo de estresse. Se a condi¢dao
estressante for exacerbada ou muito longa, acontece o terceiro estagio, que € patoldgico,
em que hd um desequilibrio do eixo HHA, e consequentemente uma liberagao
descoordenada de cortisol (GAVIN 2015). Assim, quando a atividade do eixo HHA
permanece aumentada, Hipercortisolismo, pode estar associados ao transtorno
obsessivo-compulsivo, estresse cronico, transtorno do panico, depressdo melancdlica,
alcoolismo, diabetes mellitus, transtornos metabdlicos na gravidez, transtorno de
estresse pos-traumadtico em criangas e hipertireoidismo. Na redugdo da atividade do eixo
HHA, Hipocortisolismo, podem estar associados a, insuficiéncia da adrenal, sindrome
da fadiga cronica, sindrome da tensdo pré-menstrual, fibromialgia, artrite reumatoide,
depressao atipica/sazonal, depressao no climatério, hipotireoidismo, asma e transtorno
de estresse poOs-traumético em adultos (CAMELO e ANGERAMI 2004; FARIAS et al
2011; GAVIN 2015; LOURES et al 2002).

A resposta ao estresse depende da interacdo entre os ambientes, caracteristicas
genéticas e também do desenvolvimento fisioldgico, assim, situacOes estressoras
desencadeiam reflexos diferentes em cada individuo, podendo acarretar desde reacoes
assintomdticas até transtornos psiquidtricos. Contudo, tanto eventos estressores
cotidianos como esperar em filas, perder coisas e uma discussd@o no transito, quanto
situacOes estressoras como um término de relacionamento, causam um grande
desconforto psiquico, contribuindo para o desenvolvimento desses transtornos
psiquidtricos (GONTIJO e CUSTODIO 2017; MARGIS et al 2003;).

O estresse € resultado de um estado de desequilibrio, sobrecarga e esgotamento
pessoal que interfere na vida do individuo, e tem consequéncias fisioldgicas,
psicolégicas e comportamentais. As doencas relacionadas ao estresse se instalam
quando hd uma desordem na resposta ao estresse, seja por regulacdo excessiva,
prolongada ou inadequada, que na maioria das ocasides causam esgotamento dos
recursos bioldgicos, favorecendo o aparecimento desses transtornos (GAVIN 2015;
GONTIJO e CUSTODIO 2017). Segundo a Organiza¢io Mundial da Satide (OMS) o
estresse acomete cerca de 90% da populacao mundial, e vem sendo associado a diversas
doencas como cancer, depressdo, problemas cardiacos, ansiedade, impoténcia sexual e
diabetes (LOURES et al 2002, BAUER 2002). Entretanto, os efeitos desse transtorno
ndo afetam somente a qualidade de vida do individuo, mas também a economia do pais,

visto que estudos anteriores comprovam que trabalhadores estressados possuem baixo
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desempenho no trabalho. Estatisticas comprovam que os individuos estressados sdao
suscetiveis a acidentes no local de trabalho e afastamento do emprego (absenteismo),
bem como gerar maiores custos com a satide quando comparados aos individuos sadios,
trazendo prejuizos as empresas e ao governo (FILGUEIRAS et al 1999; REIS et al
2010; GAVIN 2015).

1.2 Ansiedade

A ansiedade é um dos efeitos do estresse patolégico e assim como o mesmo &
considerado um fator de risco para o desenvolvimento de transtornos depressivos em
geral, que sdo extremamente comuns na populagdo, visto que uma em cada quatro
pessoas possuem algum transtorno de ansiedade (GUTMAN 2010; SADOCK 2016). E
considerado um estado de alerta do organismo, que causa um sentimento vago e
desagraddvel de medo, apreensdo, tensdo, desconforto e inquietacdo, geralmente
acompanhada por taquicardia, insOnia, tontura, e leve desconforto estomacal (BRAGA
2010; SADOCK 2016).

A ansiedade pode se manifestar em circunstancias que denotem algum perigo
eminente originado por uma situacdo ameacadora especifica ou, simplesmente, por
alteracdes em nosso meio ambiente, no dmbito econdmico, social e cultural. Entretanto,
a resposta pode adquirir contornos patoldgicos devido a frequéncia, duracdo ou
intensidade do estimulo em cada individuo (ARAUJO et al. 2007; BRAGA 2010;
CASTILLO 2000; GAVIN 2015).

Fisiologicamente o sistema nervoso responde aos estimulos através da ativacao
do eixo hipotdlamo-hipdfise-adrenal (HHA) e do Sistema Nervoso Simpético (SNS),
que assim como no estresse, hd producdo de adrenalina, noradrenalina e cortisol,
preparando o corpo para situagdes ameacadoras (BRAGA 2010; GAVIN 2015).

A ansiedade é uma resposta normal e adaptativa do corpo, sendo ndo patolégica
mesmo se a reagdo seja exacerbada com uma descarga de hormdnios mais elevada, se
logo apds a excitacdo, retornar ao seu estado de equilibrio. No entanto, a mesma passa a
ser patoldgica, quando responder exacerbadamente ao estimulo e a fase de excitacdo
perdurar, podendo acarretar a maioria dos problemas relacionados ao estresse
patolégico, principalmente transtornos de ansiedade, fadiga e depressio (ARAUJO et al.
2007; CASTILLO 2000; SADOCK 2016).

1.3 Comorbidade
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A comorbidade € a coexisténcia de dois ou mais transtornos mentais em um
mesmo individuo, geralmente sdo cronicos, associados com morbidade significativa, e
resistentes a tratamento sendo que a presenca da mesma afeta tanto na apresentacio
clinica quanto na sua evolugao natural, podendo até exacerbar ou mascarar o outro
(SADOCK 2016; ZALESKI, 2006).

Para que se haja comorbidade entre dois transtornos mentais, é necessario que
uma das patologias possa ter relacdo com a outra ou entdo a presenca de fatores de
vulnerabilidade comuns as duas patologias. Contudo, somente € possivel salientar a
presenca de comorbidade se as doencas possuirem relacdo, podendo surgir
simultaneamente ou em sucessao (PETRIBU 2001; SILVEIRA e JORGE 1996).

De acordo com Gutmam, estresse € a ansiedade sdo fatores de risco para o
desenvolvimento de transtornos depressivos em geral, sendo a depressdo, a patologia
mais frequente em pacientes com comorbidade destas duas (GUTMAN 2010; TENG,
HUMES e DEMETRIO 2005).

1.4 Depressao

A depressdo € um transtorno de humor que se caracteriza pelo humor deprimido
ou pela perda de interesse ou prazer (CASTILLO 2000). Segundo a Organizacdo
Mundial da Satide (OMS), a depressdo € considerada o 5° maior problema de satde
publica do mundo, com prevaléncia no sexo femininos sendo 3,2%, contra 1,9% do
sexo masculino com depressio no mundo (GAVIN 2015). E frequentemente
correlacionada a farmacodependéncia, e € um dos transtornos mentais, que mais causa
morbidade no mundo, segundo a OMS, sendo responsdvel por 6,2% das mortes na
regido europeia (CASTILLO 2000, GAVIN 2015).

A sindrome depressiva € companheira frequente de quase todas as patologias
clinicas cronicas, e quando estd presente acaba levando a piora na evolucao da doenca,
tornando seu curso mais cronico, com pior progndstico e resposta ao tratamento, pior
qualidade de vida e maior taxa de morbidade. Pesquisas demonstram que cerca de 50%
de pacientes com Alzheimer, Parkinson e esclerose multipla possui depressdo, além
disso, estd muito presente em criancas € jovens com fobia social (CASTILLO 2000;
GAVIN 2015; TENG, HUMES e DEMETRIO 2005; PETRIBU 2001).

Desse mesmo modo, pacientes que apresentam comorbidade com depressao
apresentam piora de diversos fatores relacionados a saude em pacientes clinicos, como

maior risco de desenvolver diabetes tipo 2, aumento do risco de infarto do miocérdio em
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6,3 vezes, aumento da mortalidade de pacientes em programa de didlise, diminui¢cdo da
queda da sobrevida de pacientes com cancer, além de aumentar o risco de obesidade e
hipotireoidismo (TENG, HUMES e DEMETRIO 2005).

A depressdo ndo acarreta impactos negativos somente para a vida da populagdo,
mas também afeta na economia do pais, segundo a OMS em 2012, esse transtorno gerou
um gasto de 15,6 bilhdes de euros na Inglaterra, geralmente resultantes da perda de
emprego por absenteismo ou morte prematura (SADOCK 2016).

Contudo, a manifestacio da depressdo corresponde ao sexo, idade, fatores
socioecondmicos, mudancas no ambito social ou principalmente eventos independentes
traumatizantes. Desse modo, hd prevaléncia da patologia no sexo feminino, na 4rea
urbana, em idades mais avancadas, em pessoas com menor grau de escolaridade, de
classe econdmica baixa e que moram sozinhas. Porém as principais causas de depressao
sd0 eventos como a separacdo conjugal, perda de ente querido, perda de emprego e
acidente com lesao corporal (LIMA 1999).

Em Portugal, estudos comprovam que ha alta comorbidade entre ansiedade,
depressdo e estresse, principalmente no sexo feminino, justificando que geralmente
individuos estressados e/ou ansiosos possuem quadros de depressao (SADOCK 2016).
Assim como no estresse € na ansiedade, hd alteracdo nos niveis de noradrenalina
presentes no organismo, entretanto, no caso da depressao hd a deficiéncia da mesma
(OMS 2001; SADOCK 2016).

Diferentes terapias s@o aplicadas para o tratamento destas condigdes como o uso
de farmacos ansioliticos e antidepressivos, de terapias ndo convencionais como
acupuntura, pratica de yoga, entre outros. Contudo, devido aos efeitos adversos
causados pelos farmacos ansioliticos e antidepressivos, o uso de produtos naturais na
forma de fitoterdpicos ou ainda de forma empirica pelo consumo de chds e infusdes é
cada vez mais utilizado pela populagc@o em geral.

1.5  Produtos naturais

Os produtos naturais sdo tradicionalmente utilizados para o tratamento de
doencas e continuam sendo considerados importantes fontes de investigacdo de novos
farmacos em potencial (MONTANARI e BOLZANI 2001). Alguns compostos,
derivados dos metabdlitos secundérios, se consagraram como principios ativos eficazes,
substituindo os farmacos sintéticos, que geralmente possuem efeitos adversos. Neste

sentido, um grande nimero de produtos de origem natural mostram-se promissores no
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estudo de novas moléculas bioativas eficazes para o tratamento de vdrias condicdes
patoldgicas incluindo a ansiedade, estresse e depressio (VIEGAS, BOLZANI e
BARREIRO 2006).

O uso de produtos naturais apresenta como vantagens um baixo custo e maior
acessibilidade, visto que o Brasil possui um vasto territério vegetativo (VIEGAS,
BOLZANI e BARREIRO 2006). O ginseng tem tido grande destaque nos dltimos anos
sendo empregados para o tratamento de doencas psiquidtricas como a ansiedade e
depressao, além de apresentar melhora na resisténcia fisica em humanos (ATTELE, WU
e YUAN 1999, MONTANARI e BOLZANI 2001).

Ginseng € o nome popular de plantas perenes de raizes carnudas, referente ao
Panax ginseng, planta tipica utilizada na medicina tradicional oriental, da familia
Araliaceae (CORADIN, SIMINSKI e REIS, 2011). O Panax possui atividade
adaptégena e é normalmente utilizado para o tratamento de problemas circulatdrios,
possui efeito analgésico, antipirético e anticonvulsivante (NABATA, SAITO e
TAKAGI 1973, RAMIREZ 2002), mesmo em pequenas doses pode alterar a pressao
arterial e em excesso pode causar nduseas, cefaleias, diarreia, tremores, hipertensdo e
nervosismo, sendo contra indicado para pessoas sauddveis abaixo dos 40 anos, mulheres
com irregularidades menstruais, grdvidas, pessoas com hipertensdo, diabéticos e
asmaticos, entre outros (RATES e GOSMANN 2002, VEIGA JUNIOR, PINTO e
MACIEL 2005).

No Brasil o denominado ginseng-brasileiro € utilizado em chds e infusdes com
finalidades semelhantes ao Panax ginseng, que apesar de possuirem efeitos terapéuticos
(efeito adaptdgeno) e caracteristicas morfoldgicas semelhantes, sdo de familias distintas.
O ginseng-brasileiro € o nome popular da Pfaffia glomerata (Spreng) Pedersen, contudo
ha a comercializagdo e utilizacdo da mesma, acreditando-se ser o Panax ginseng
(RATES e GOSMANN 2002).

1.6 Género Pfaffia

A Pfaffia paniculata, a Pfaffia irisinoides Spregel e a Pfaffia glomerata (Spreng)
Pedersen sao os principais exemplos de plantas do género Pfaffia, da familia
Amaranthaceae, que no Brasil abrange 27 espécies, sendo as raizes utilizadas em chas,
em pos e recentemente em comprimidos fitoterdpicos, para a recuperacao de estados
debilitantes, ou simplesmente para manter a saide. (GAVIN 2015; RATES e
GOSMANN 2002, VEIGA JUNIOR, PINTO e MACIEL 2005).
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Apesar de serem do mesmo género, a Pfaffia paniculata, Pfaffia irisinoides
Spregel e Pfaffia glomerata (Spreng) Pedersen, possuem diferencas na composi¢ao
quimica, efeitos farmacoldgicos e toxicoldgicos (RATES e GOSMANN 2002;
TANIGUCHI et al. 1997). Pfaffia paniculata é a mais utilizada em fitoterdpicos, como
afrodisiaco, cicatrizante, para melhorar a memoria e a circulacdo sanguinea, ja em
ensaios pré-clinicos, seu extrato hidroalcéolico apresentou efeito analgésico, anti-
inflamatério, contra esgotamento e fadiga crdonicos, e de baixa toxicidade em
camundongos. Entretanto, apresentou reagdo alérgica (asma ocupacional) em
trabalhadores que realizavam o processamento da raiz (OLIVEIRA 1986; RATES e
GOSMANN 2002).

Pfaffia irisinoides Spregel € indicada para aumentar forca muscular, diminuir
anemia, estresse, fadiga e dor de cabeca, e em ensaios recentes apresentou efeito anti-
inflamatério, entretanto causou efeito mutagénico em ensaios com Salmonella
typhimurium, e em altas doses pode causar nervosismo, pressao alta e insonia (RATES e
GOSMANN 2002).

1.7 Pfaffia glomerata (Spreng) Pedersen

A Pfaffia glomerata (Spreng) Pedersen, popularmente conhecida como Ginseng-
brasileiro, é empiricamente utilizada em chds para efeitos tonicos, fortificantes,
regeneradores, restaurativas, anti-estresse, afrodisiacos, analgésicos, tranquilizantes,
cicatrizantes, anti-inflamatdrios, € melhora da memoria, visdo e fungdes cognitivas.
(OLIYNYK e OH 2013; RATES ¢ GOSMANN 2002). Em laboratério, ensaios
comprovaram que a mesma apresenta uma atividade depressora do sistema nervoso, e
atividade antimicrobiana (RATES e GOSMANN 2002), assim como, estudos in vivo
com fracdes da planta demonstraram melhora no aprendizado e memoria em ratos
idosos, e melhoras em testes cognitivos com auséncia de efeitos toxicos em voluntérios
idosos (RATES e GOSMANN 2002).

A mesma € objeto de estudo devido ao seu potencial adaptégeno, ou seja,
capacidade de promover aumento da resisténcia do organismo as influéncias externas e
internas, como em infecgdes e estresse além de apresentar uma baixa incidéncia de
efeitos adversos e baixa toxicidade (CORADIN, SIMINSKI e REIS 2011; GAVIN
2015). O composto 20-hidroxi-ecdisona é um fitoesteréide presente no extrato do

ginseng-brasileiro, que auxilia no processo de ecdise em artrépodes, facilita o ganho de
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massa em humanos e possui potencial ansiolitico (PELOSO 2007; RATES e
GOSMANN 2002).

Os adaptégenos que possuem a capacidade de aumentar o desempenho fisico e
mental sdo chamados actoprotetores. Essa subclasse influencia o metabolismo
energético diminuindo o glicogénio e fosfocreatina contidos no figado, a glicose na
corrente sanguinea, diminui a acumulag@o da lactato nos tecidos e no sangue e impede
um aumento na produgdo e consumo de oxigénio (GAVIN 2015; OLIYNYK 2013).

Assim sendo, a hipétese do presente trabalho € de que a fracdo de
diclorometano, fracio com maior concentracdo de 20-hidroxi-ecdisona, obtido da raiz
do ginseng-brasileiro tenha efeitos protetores sobre os parametros de funcdo motora,
ansiedade, depressdo, memoria, e sedacdo, em animais submetidos a um modelo de

estresse agudo.

2. JUSTIFICATIVA

Devido ao uso popular da Pfaffia glomerata (Spreng) Pedersen em chés de
efeito tranquilizante e principalmente pelo efeito adaptogeno da planta, o estudo busca
comprovar os efeitos protetores da mesma sobre os parametros de funcdo motora,
ansiedade, depressdo, memdria, e sedacdo, em camundongos submetidos a um modelo
de estresse agudo induzido por isolamento social associado a privacdo hidrica e

caldrica.

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

O objetivo geral do presente projeto € avaliar a ocorréncia de efeitos protetores
do tratamento oral com a fragdo diclorometano da Pfaffia glomerata (Spreng) Pedersen
sobre os parametros de fun¢do motora, ansiedade, depressdo, memoria, e sedacdo, em

animais submetidos a um modelo de estresse agudo.

32 Objetivos especificos
3.2.1 Avaliar a ocorréncia de efeito protetor do tratamento oral com a fracao
diclorometano da Pfaffia glomerata (Spreng) Pedersen sobre a fun¢do motora em

animais expostos a situacao de estresse agudo;

19



3.2.2 Avaliar a ocorréncia de efeito protetor do tratamento oral com a fracao
diclorometano da Pfaffia glomerata (Spreng) Pedersen sobre comportamentos do tipo

ansiosos em animais expostos a situacdo de estresse agudo;

3.2.3 Avaliar a ocorréncia de efeito protetor do tratamento oral com a fracao
diclorometano da Pfaffia glomerata (Spreng) Pedersen sobre comportamentos do tipo

depressivos em animais expostos a situacdo de estresse agudo;

3.2.4 Avaliar a ocorréncia de efeito protetor do tratamento oral com a fragdo
diclorometano da Pfaffia glomerata (Spreng) Pedersen sobre a memoéria em animais

expostos a situacao de estresse agudo;

3.2.5 Verificar se o tratamento oral com a fracdo diclorometano da Pfaffia
glomerata (Spreng) Pedersen causa sedagdo em animais expostos a situacdo de estresse

agudo.

4.  MEIOS E METODOS

4.1 Animais e reagentes

Foram utilizados camundongos C57BL/6 machos de 6-8 semanas de idade
(20g), provenientes do biotério do Centro de Criagdo de Camundongos da Universidade
Federal de Uberlandia, Campus Umuarama, mantidos sob condi¢des de temperatura
(23-25 °C) e o ciclo claro/escuro de 12 h, com livre acesso a racdo e agua. Os
experimentos foram conduzidos de acordo com o comité de ética animal da UFU
Umuarama (protocolo 100/16) e ZIMMERMANN, 1983. A maioria dos reagentes
utilizados foram adquiridos da Sigma (EUA). Os reagentes que ndo eram esta

procedéncia foram de qualidade P.A. e de fonte confidvel.

4.2 Estresse induzido por isolamento social

O modelo compreende a exposi¢do dos animais a 12 h de isolamento social,
overnight, em gaiolas individuais (30 x 20 x 12.5 cm), na auséncia de dgua e comida, e
de forma que nao tenham contato visual com os demais (TAKATSU-COLEMAN et al.,
2013). Ap6s este periodo os animais foram realocados em grupos e submetidos as

andlises comportamentais pelo periodo de 5 dias.
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4.3  Fracao de diclorometano

Primeiramente foi obtido o extrato bruto, para isso foi utilizado 1 kg da raiz da
Pfaffia glomerata que foi macerada e imersa em 5,0 L de metanol 99,8% (proporcao de
1:5 m.v-1), durante 6 dias, em seguida a solu¢do foi filtrada e o solvente removido em
rotaevaporagdo sob pressao reduzida a 40 °C, e por fim, congelado e liofilizado para a
remo¢do da 4dgua. A fracdo de diclorometano, que possui o composto 20-hidroxi-
ecdisona em maior concentragdo, foi obtida a partir do extrato bruto, que foi
solubilizado em 200 mL de solucdo metanol:dgua (9:1), em seguida foram realizadas
quatro extracdes com 200 mL de hexano, diclorometano, acetato de etila e n-butanol e
dgua, respectivamente, para o fracionamento por polaridade. Assim, os solventes das
fracdes foram totalmente removidos por rotaevaporacdo sob pressao reduzida a 40° C,
sendo a fracdo de interesse, congelada e liofilizada e armazenadas a -20° C. Para o
experimtento a fracdo de diclorometano foi pesada e ressuspendida em dgua de acordo

com cada dose.

4.4  Tratamento

Os animais foram tratados diariamente, uma vez ao dia, sempre pela manha, com
a fracdo diclorometano da Pfaffia glomerata (Spreng) Pedersen, nas doses de 1, 3, 10
ou 30 mg/kg, por via oral (gavagem), iniciando 3 dias antes da indugdo do estresse e
encerrando no dia 5 apos o estresse. Foram utilizados 6 grupos no total, separados em
naive, estresse sem tratamento e estresse tratado com as diferentes doses, cada grupo

com 5 animais.

4.5  Design experimental

Medidas

Pré-tratamento Estresse \

Dias

Figura 1: o design experimental consiste em um pré-tratamento durante 3 dias (1°, 2 e
3’) antes da indugdo ao estresse, e o tratamento juntamente com as medidas abaixo, durante 5

dias (1, 2, 3, 4 e 5) ap6s a inducdo do estresse.

4.6  Avaliacao da coordenacio motora
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4.6.1 Teste de campo aberto

Os animais foram colocados no centro de uma arena circular (50 cm de
diametro) com o assoalho marcado com pequenos quadrados simétricos, o que permite a
quantificacdo da atividade locomotora dos animais. O tempo de observacdo foi de 5
minutos, sendo o nimero de crossing (cruzamentos), o nimero de vezes em que O
animal fica apoiado nas patas traseiras (rearing), a defecacdo do animal e o tempo

despendido no centro e na periferia da arena, anotado (CRUZ et al. 2012).

47  Avaliacao do desenvolvimento de ansiedade

4.7.1 Teste de labirinto em cruz elevado (LCE)

O LCE para camundongos € feito de madeira e constituido por dois bracos
abertos em sentidos opostos (30 x 5 cm) sem paredes laterais, perpendiculares a dois
bracos cercados por paredes laterais (30 x 5 x 15 cm), apresentando uma plataforma
central comum a todos os bracos (5 x 5 cm). A plataforma fica a 50 cm do solo e possui
uma borda de madeira (1 cm) nos bragos abertos para impedir a queda do animal. Os
camundongos foram posicionados no centro da plataforma com a cabecga virada para o
brago fechado, podendo explorar livremente o labirinto durante 5 minutos. O tempo de

permanéncia nos bracos abertos e fechados foi cronometrado (CAMPOS et al. 2013).

4.8  Avaliacdo do desenvolvimento de comportamentos tipo depressivo

4.8.1 Teste de nado forcado

Os camundongos foram colocados individualmente em cilindros de vidro (17 cm
de didmetro e 25 cm de altura) contendo dgua até 10 cm de altura e mantido a 23-25 °C.
Os animais foram deixados neste ambiente por 6 minutos, sendo os dois primeiros
minutos de ambientagcdo, e nos demais minutos foi registrado (cronometrado) o tempo
em que permanecerem imoveis (realizando apenas pequenos movimentos para auxiliar
na flutuacdo). A 4gua foi trocada entre cada grupo (ZANELATTI et al., 2010). Os

resultados foram expressos como tempo, em segundos, de imobilidade.

4.8.2 Teste de preferéncia pela Sacarose

Os animais foram expostos a duas garrafas, uma contendo apenas dgua
autoclavada e a outra contendo 4dgua com sacarose 2%, conforme descrito por
TAKATSU-COLEMAN et al, 2013. Na primeira exposi¢do as garrafas foram colocadas
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em uma posi¢do na caixa por 30 min, para livre alimentacdo do animal, apds esse tempo
na segunda exposi¢do,as garrafas foram trocadas de posi¢cao e deixadas por mais 30 min
(PEREIRA e SERIO 2010). Cada animal foi exposto sozinho ds duas garrafas, assim,
calculou-se consumo de sacarose do mesmo. N@o houve privacdo de dgua ou comida.
Ao final da exposicdo foi calculado a porcentagem de consumo de sacarose pela
equacdao VS/ VT * 100, sendo VS o volume de sacarose consumido e VT o volume
total, sendo o volume de dgua mais o volume de sacarose consumido pelo animal.
Também foi realizada a pesagem das garrafinhas antes e depois de colocar na gaiola

para expressar por variagio de peso (PEREIRA e SERIO 2010).

4.9 Avaliacao da memoria

4.9.1 Teste de reconhecimento de objeto

Os animais foram colocados individualmente em uma caixa vazia durante 15
minutos por 3 dias seguidos para a ambientacdo, sendo que no terceiro dia 0s mesmos
foram individualmente recolocados na caixa na presenca de dois objetos idénticos,
permanecendo por 7 minutos para a livre exploracdo dos mesmos. Apds esse tempo,
retiraram-se 0s animais € um dos objetos foi substituido por um diferente, apds uma
hora, o animal foi introduzido novamente na caixa e foi cronometrado o tempo que o

mesmo explora cada um dos objetos (GARCIA, ESQUIVEL 2018).

4.10 Avaliacao do efeito sedativo

4.10.1 Teste rotarod

Os animais foram colocados em um aparato equipado com uma barra de rotacao,
que gira em velocidade de 5 giros/min, com 1 cm de diametro e 5 cm de comprimento.
A habituacdo de todos os camundongos consiste na exposi¢io dos mesmos ao
equipamento e 0s animais que cairam trés vezes ou mais durante 120 minutos foram
excluidos do teste. Apds 24 horas os camundongos que foram habituados, foram
submetidos a administragdo oral da dose de 1mg/kg, 3 mg/kg, 10 mg/kg e 30 mg/kg,
120 minutos antes do experimento. O animal foi submetido ao experimento durante 2
minutos, sendo o tempo de laténcia da queda do animal da barra cronometrado

manualmente, em segundos.

5. ANALISE ESTATISTICA
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As andlises estatisticas dos dados foram realizadas pelos métodos de variancia
multivariada (MANOVA), varidncia a um critério (one-way ANOVA), e teste de
comparagdes multiplas de Bonferroni (teste t), de acordo com as varidveis e grupos
comparados, sendo que as diferengas serdo consideradas significativas para valores de
P< 0,05. Foi utilizado o programa graph prism versdo 5 para confeccdo dos gréficos e

analise dos resultados.

6. RESULTADOS E DISCUSSAO.
6.1 Resultados

As figuras abaixo representam o resultado dos experimentos de campo aberto,
labirinto e nado for¢cado em 10 camundongos machos, divididos em grupo naive e grupo

estresse. Este primeiro bloco de resultados se refere a padroniza¢cdo do modelo.

6.1.1 Alteracao da atividade locomotora em camundongos expostos a modelo de

estresse agudo:

A) 3 Naive B) 3 Naive
Bl Estresse Bl Estresse
200 50-
40
2 150- *x o )
s E [
° 2 30
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o 100- 3
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0- 0-
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
Dias apos o isolamento social Dias ap6s o isolamento social

Figura 2: Ndmero de crossing (A) e nimero de rearing (B) durante os 5 minutos de teste, em
animais submetidos ao isolamento social, comparados aos animais naive no experimento de
campo aberto. Cada barra vertical representa a média de 5 animais e as barras horizontais

mostram os dias apds o isolamento social. ¥P<0.05 e **P<0.01 indicam a diferenca significativa
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do grupo naive em comparacdo com o grupo estresse no teste t seguido de pds-teste Mann-

Whitney.

Na figura 1A € possivel observar um aumento na fungdo motora nos dias 1 e 2,
causada pela exposicio ao modelo de estresse agudo. Ja no dia 3 e 4 ndo houve
alteracdo do comportamento, seguido por uma diminuicdo do nimero de crossing no dia
5, sempre comparando com o grupo naive. Na figura 1B € possivel observar um
aumento significativo na atividade exploratéria no primeiro dia, seguido de uma queda

no numero de rearing, nos dias 4 e 5, comparado ao grupo naive.

6.1.2 Desenvolvimento de comportamentos do tipo ansiedade em camundongos

expostos ao modelo de estresse agudo

A) 3 Naive B) 3 Naive
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Figura 2: Tempo desprendido na periferia (A) e no centro (B) em animais submetidos ao
isolamento social comparados com animais naive no experimento de campo aberto. Cada barra
vertical representa a média de 5 animais e as barras horizontais mostram os dias apds o
isolamento social. ¥*P<0.05 indica a diferenca significativa do grupo naive em comparacdo com

0 grupo estresse no teste t seguido de pds-teste Mann-Whitney.

Na figura 2A € possivel observar que houve uma menor permanéncia dos
animais expostos ao modelo de estresse agudo na periferia apenas no primeiro dia, com
uma diminuicdo do mesmo na periferia da caixa a partir do segundo dia, e este aumento

se mantém até o ultimo dia de experimento, sempre em comparacao ao grupo naive. Da
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mesma forma, observa-se que os animais expostos ao estresse agudo permanecem mais
tempo no centro no primeiro dia, com uma queda desta permanéncia nos demais dias,

quando comparados aos animais naive.

3 Naive
_- Estresse

»
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*k%k

Numero de fezes
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1 2 3 4 5

Dias ap6s o isolamento social

Figura 3: Numero de fezes realizadas pelos camundongos submetidos ao isolamento social
comparados com animais naive no experimento de campo aberto, durante os cinco minutos de
teste. Cada barra vertical representa a média de 5 animais e as barras horizontais mostram o0s
dias apdés o isolamento social. *P<0.05, *P<0,01 e ***P< 0,001 indicam a diferenca
significativa do grupo naive em comparacao com o grupo estresse no teste t seguido de pdés-teste

Mann-Whitney.

Na figura 3 € possivel observar que ha um aumento significativo do nimero de
fezes durante os dias 2 a 4 apds o isolamento, entre 0s animais naive € animais expostos

ao modelo de estresse agudo no tempo de imobilidade.
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Figura 4: Tempo desprendido nos bragos fechados (A) e abertos (B) do labirinto em cruz
elevado em animais submetidos ao isolamento social comparados com animais naive. Cada
barra vertical representa a média de 5 animais e as barras horizontais mostram os dias apds o
isolamento social. ¥*P<0.05 e **P<0.01 indicam a diferenca significativa em comparacdao com

o grupo naive no Teste t seguido de pds teste Mann-Whitney.

Na figura 4A é possivel observar que houve uma maior permanéncia dos
animais expostos ao modelo de estresse agudo nos bracos fechados dos dias 2 a 5. Com
i1sso, apresenta menor tempo de permanéncia nos bracos abertos quando observados nos

dias 2 a 5 apds a exposicao ao estresse agudo.

6.1.3 Desenvolvimento de comportamento do tipo depressivo em camundongos

expostos a modelo de estresse agudo
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Figura 5: Tempo de imobilidade em animais submetidos ao isolamento social comparados com
animais naive no experimento de nado forcado. Cada barra vertical representa a média de 5
animais e as barras horizontais mostram os dias apds o isolamento social. ¥*P<0.05 e **P<0.01
indicam a diferenca significativa em comparagdo com o grupo naive no Teste t seguido de pds-

teste Mann-Whitney.

Na figura 5 € possivel observar um aumento significativo no tempo de
imobilidade durante os dias 1, 3, 4 € 5 apOs a exposi¢cdo ao estresse agudo, quando

comparados ao grupo naive.

As figuras abaixo demonstram os resultados dos testes de campo aberto,
labirinto e nado forcado, analisando parametros de estresse, ansiedade, depressdo e
memoria em 25 camundongos machos, divididos em grupo estresse, grupo tratado com
as doses de 1, 3, 10 e 30 mg/kg a fracdo diclorometano da Pfaffia glomerata (Spreng)

Pedersen, cada grupo com 5 animais.
6.1.4 Efeito protetor da fracio diclorometano da Pfaffia glomerata (Spreng)

Pedersen sobre a funcao motora de camundongos expostos a um modelo de estresse

agudo
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Figura 6: Numero de crossing (A) e rearing (B), durante os 5 minutos de teste, em animais sem
tratamento, e animais tratados com as doses de 1, 3, 10 e 30 mg/kg da fracdo diclorometano da
Pfaffia glomerata (Spreng) Pedersen e submetidos ao isolamento social. Cada barra vertical
representa a média dos animais e os pontos na horizontal mostram os dias apds o isolamento
social. ¥*P<0.05 e ***P<(.001, indicam a diferenca significativa do grupo naive em comparagio
com o grupo estresse. #P<0.05 e ##P<0.01 indicam a diferenca significativa do grupo estresse
em comparagcdo aos grupos tratados com as doses de 1, 3, 10 e 30 mg/kg da fracdo
diclorometano da Pfaffia glomerata (Spreng) Pedersen. ANOVA de uma via seguida de pés-

teste Dunnet.

Na figura 6A € possivel observar um aumento na fung¢do motora nos dias 1 e 3,
causada pela exposi¢do ao modelo de estresse agudo. Ainda, é possivel observar que o
tratamento com a fragdo diclorometano da Pfaffia glomerata (Spreng) Pedersen, nas
doses de 3, 10 e 30 mg/kg foram capazes de prevenir este aumento no dia 1, e a dose de
30 mg/kg tem efeito protetor similar no dia 2 e 5 apds o estresse. Na figura 6B €
possivel observar um aumento na atividade exploratéria nos dias 1 e 3, e diminuicdo
dessa atividade no dia 2, causado pela exposi¢do ao modelo de estresse agudo. Ainda, é
possivel observar que nenhuma dose do tratamento com a fracdo diclorometano da
Pfaffia glomerata (Spreng) Pedersen teve efeito significativo sobre a atividade

locomotora no animal.
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6.1.5 Efeito protetor da fracdo diclorometano da Pfaffia glomerata (Spreng)
Pedersen sobre os comportamentos do tipo ansiedade em camundongos expostos a

um modelo de estresse agudo
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Figura 7: Tempo desprendido na periferia (A) e tempo desprendido no centro (B) durante os 5
minutos de teste, em animais sem tratamento, e animais tratados com as doses de 1, 3, 10 e 30
mg/kg da fracdo diclorometano da Pfaffia glomerata (Spreng) Pedersen e submetidos ao
isolamento social. Cada barra vertical representa a média dos animais e os pontos na horizontal
mostram os dias apds o isolamento social. ***P<(.001 indica a diferenca significativa do grupo
naive em comparac¢ido com o grupo estresse. #P<0.05 indica a diferenca significativa do grupo
estresse em comparagdo aos grupos tratados com as doses de 1, 3, 10 e 30 mg/kg da fragcdo de
diclorometano da Pfaffia glomerata (Spreng) Pedersen. ANOVA de uma via seguida de pds-

teste Dunnet.

Na figura 7A € possivel observar um aumento no tempo desprendido na periferia
no dia 2, causada pela exposi¢do ao modelo de estresse agudo. Ainda € possivel
observar que o tratamento com a fragdo diclorometano da Pfaffia glomerata (Spreng)
Pedersen, nas doses de 30 mg/kg aumenta ainda mais esse tempo na periferia no dia 1 e
3. Na figura 7B € possivel observar uma diminui¢@o no tempo desprendido no centro no
dia 2, causado pela exposicao ao modelo de estresse agudo. Ainda, € possivel observar
que o tratamento com a fra¢do diclorometano da Pfaffia glomerata (Spreng) Pedersen,
na dose de 30 mg/kg foi capaz de diminuir ainda mais esse tempo no centro nos dias 1 e

3 ap0ds o estresse.
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Figura 8: Numero de fezes realizadas durante os 5 minutos do teste de campo aberto, pelos
animais sem tratamento, e animais tratados com as doses de 1mg/kg, 3 mg/kg, 10 mg/kg e 30
mg/kg da fracdo diclorometano da Pfaffia glomerata (Spreng) Pedersen e submetidos ao
isolamento social. Cada barra vertical representa a média dos animais e os pontos na horizontal
mostram os dias apds o isolamento social. ¥*P<0.05 e **P<0.01 indica a diferenca significativa
do grupo naive em comparagdo com o grupo estresse. #P<0.05 indica a diferenca significativa
do grupo estresse em comparacdo aos grupos tratados com as doses de 1, 3, 10 e 30 mg/kg da
fracdo de diclorometano da Pfaffia glomerata (Spreng) Pedersen. ANOVA de uma via seguida

de pos-teste Dunnet.

Na figura 8 € possivel observar um aumento no numero de fezes nos dias 1 a 3
causada pela exposicao ao modelo de estresse agudo. Ainda € possivel observar que o
tratamento com a fra¢do diclorometano da Pfaffia glomerata (Spreng) Pedersen, nas
doses de 10 e 30 mg/kg diminui ndmero de fezes no dia 2 apds o estresse no

experimento de campo aberto.
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Figura 9: Tempo desprendido nos bragos fechados (A) e aberto (B) durante os 5 minutos de
teste, em animais sem tratamento, e animais tratados com as doses de 1, 3, 10 e 30 mg/kg da
fracdo diclorometano da Pfaffia glomerata (Spreng) Pedersen e submetidos ao isolamento
social . Cada barra vertical representa a média dos animais e os pontos na horizontal mostram os
dias apdés o isolamento social. *P<0.05, **P<0.01 e ***P<0.001, indicam a diferenca
significativa do grupo naive em comparagdo com o grupo estresse. #P<(.05 indica a diferenca
significativa do grupo estresse em comparagdo aos grupos tratados com as doses de 1, 3, 10 e 30
mg/kg da fracdo de diclorometano da Pfaffia glomerata (Spreng) Pedersen. ANOVA de uma

via seguida de pds-teste Dunnet.

Na figura 9A € possivel observar um aumento gradual da permanéncia nos
bracos fechados durante todos os dias, causada pela exposicdo ao modelo de estresse
agudo. Ainda, € possivel observar a diminui¢do desse tempo desprendido nos bracos
fechados, nos dias 2 e 3, entre os animais expostos ao modelo de estresse agudo nao
tratados e os animais expostos ao modelo de estresse agudo e tratados com a fracdo
diclorometano da Pfaffia glomerata (Spreng) Pedersen, na dose de 30 mg/kg. Na figura
9B € possivel observar uma diminui¢do gradual da permanéncia nos bracos abertos
durante todos os dias, causada pela exposi¢do ao modelo de estresse agudo. Ainda, é
possivel observar um aumento desse tempo desprendido nos bragos abertos, nos dias 2 e
3.,entre os animais expostos ao modelo de estresse agudo e os animais expostos ao
modelo de estresse agudo e tratados com a fracdo diclorometano da Pfaffia glomerata

(Spreng) Pedersen, na dose de 30 mg/kg no labirinto em cruz elevado.
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6.1.6 Efeito protetor da fracdo diclorometano da Pfaffia glomerata (Spreng)
Pedersen sobre o comportamento depressivo em camundongos expostos a um

modelo de estresse agudo
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Figura 10: Tempo de imobilidade durante os 5 minutos de teste, em animais sem tratamento, e
animais tratados com as doses de 1, 3, 10 e 30 mg/kg da fracdo diclorometano da Pfaffia
glomerata (Spreng) Pedersen e submetidos ao isolamento social. Cada barra vertical representa
a média dos animais e as barras horizontais mostram os dias apds o isolamento social. ¥*P<0.05,
**P<0.01 e ***P<0.001, indicam a diferenca significativa do grupo naive em comparagdo com
o grupo estresse. #P<0.05 indica a diferenca significativa do grupo estresse em comparagdo aos
grupos tratados com as doses de 1, 3, 10 e 30 mg/kg da fracdo de diclorometano da Pfaffia

glomerata (Spreng) Pedersen. ANOVA de uma via seguida de pos-teste Dunnet.

Na figura 10 € possivel observar um aumento no tempo de imobilidade do
animal todos os dias, causada pela exposi¢do ao modelo de estresse agudo. Ainda, é
possivel observar uma diminuicdo desse tempo no dia 2 pela dose de 1 mg/kg, no dia 5
pela dose de 10mg/kg, e dos dias 2 a 5 pela dose de 30mg/kg entre os animais expostos
ao modelo de estresse agudo e os animais expostos ao modelo de estresse agudo e
tratados com a fracdo diclorometano da Pfaffia glomerata (Spreng) Pedersen, no nado

forcado.
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A partir dos resultados obtidos dos experimentos de campo aberto, labirinto em
cruz elevado e nado forcado, a dose que obteve maior efeito protetor foi a dose de
30mg/kg, assim, a mesma foi utilizada nos experimentos de preferéncia a sacarose e

reconhecimento de objeto.
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Figura 11: Porcentagem de dgua e 4gua com sacarose consumida pelos grupos de camundongos
em naive, comparados com os animais submetidos ao isolamento social sem tratamento,
calculado pela equagdao VS/VT *100. Cada barra vertical representa a média de 5 animais de
cada grupo e os pontos horizontais mostram os dias apds o isolamento social. ¥*P<0.05 indica a
diferenca significativa do grupo naive em comparacdo com o grupo estresse. ###P<0.001
indicam a diferenca significativa do grupo estresse em comparagdo ao grupo tratado com a dose
de 30 mg/kg da fracdo diclorometano da Pfaffia glomerata (Spreng) Pedersen. Teste t seguido
de pos-teste Mann-Whitney e ANOVA de uma via seguida de pés-teste Dunnet.

Na figura 11 € possivel observar um aumento no consumo de dgua causado pela
exposicdo ao modelo de estresse agudo. Ainda, é possivel observar que o tratamento
com a fracdo diclorometano da Pfaffia glomerata (Spreng) Pedersen, na dose de 30
mg/kg foi capaz de aumentar o consumo de dgua com sacarose, no experimento de

preferéncia a sacarose.
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6.1.7 Efeito protetor do tratamento oral com a fracao diclorometano da Pfaffia
glomerata (Spreng) Pedersen sobre a memoria em animais expostos a situacao de

estresse agudo
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Figura 12: Tempo de exploragdo de dois objetos idénticos (A) e de objetos diferentes (B)
durante os 5 minutos de teste, de animais naive, animais sem tratamento submetidos ao
isolamento social, e animais tratados com a dose de 30 mg/kg da fracdo diclorometano da
Pfaffia glomerata (Spreng) Pedersen e submetidos ao isolamento social. Cada barra vertical
representa a média de 5 animais e os pontos horizontais mostram os dias apds o isolamento
social. *P<0.05 e **P<0.01 indicam a diferencga significativa do grupo naive em comparagao
com o grupo estresse. ###P<0.001 indica a diferenca significativa do grupo estresse em
comparacao aos grupos tratados com a dose de 30 mg/kg da fracdo diclorometano da Pfaffia
glomerata (Spreng) Pedersen. Teste t seguido de pds-teste Mann-Whitney e ANOVA de uma

via seguida de pds-teste Dunnet.

Na figura 12A € possivel observar menor exploracdo de ambos os objetos
idénticos, causada pela exposi¢cdo ao modelo de estresse agudo. Ainda, € possivel
observar que o tratamento com a fragdo diclorometano da Pfaffia glomerata (Spreng)
Pedersen, nas dose de 30 mg/kg foi capaz de aumentar significativamente esse tempo de
exploracdo de ambos os objetos em comparacdo aos grupos naive e estresse. Na figura
12B € possivel observar que ndo ha diferencas significativas causada pela exposi¢do ao
modelo de estresse agudo. Contudo, € possivel observar maior exploracdo do objeto
previamente apresentado ao animal entre os animais expostos ao modelo de estresse

35



agudo e os animais expostos ao modelo de estresse agudo e tratados com a fracdo
diclorometano da Pfaffia glomerata (Spreng) Pedersen, na dose de 30 mg/kg, quando

comparados aos grupos naive e estresse no experimento de reconhecimento de objeto

6.1.8 Verificacdo da ocorréncia de efeito do tipo sedacio do extrato da Pfaffia

glomerata sobre a atividade motora do animal

Tratamento Tempo no rotarod em segundos

(laténcia para a primeira queda)

Veiculo (salina) 120+6
Fracao diclorometano 30 mg/kg 120+£19
Diazepam 10 mg/kg 42+16

Figura 13: Tempo de laténcia do animal durante os 2 minutos de teste de rotarod tratados com a

dose de 30 mg/kg do extrato, comparado com os animais que receberam salina.

E possivel observar que ndo houve diferenca no tempo de laténcia da primeira
queda dos animais, além do mesmo apresentar um tempo de laténcia significativamente

maior do que o diazepam, que € o controle positivo.

7. DISCUSSAO

O estresse € um problema atual extremamente comum, visto que, segundo a
Organizacdo Mundial da Saide (OMS), o estresse acomete cerca de 90% da populagao
mundial, afetando tanto a qualidade de vida, quanto a economia de um pais. Além disso,
gera outros transtornos como a ansiedade e a depressdo (LOURES et al 2002, BAUER
2002). Para o tratamento destas condi¢des a populacdo em geral faz grande uso
produtos naturais, devido ao baixo custo, acessibilidade, sendo os produtos naturais uma
importante fonte de investigacdo de novos farmacos devido a variedade de moléculas
bioativas (VIEGAS, BOLZANI e BARREIRO 2006). No Brasil os ginsengs sdo muito
utilizados inespecificamente pela populacdo em geral, em chés, para a recuperagdo de
estados debilitantes. Estudos indicam que o composto 20-hidroxi-ecdisona, um
fitoesterdide presente no ginseng Pfaffia glomerata (Spreng) Pedersen, é o responsavel

pelo efeito adaptégeno, ou seja, capacidade de promover aumento da resisténcia do
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organismo as influéncias externas e internas (GAVIN 2015; PELOSO 2007; RATES e
GOSMANN 2002). Assim, o objetivo desse trabalho foi avaliar a ocorréncia de efeitos
protetores do tratamento oral com a fragdo diclorometano da Pfaffia glomerata (Spreng)
Pedersen sobre comportamentos do tipo depressivos e de ansiedade em animais
submetidos a um modelo de estresse agudo.

Os camundongos que foram submetidos ao estresse por isolamento social e
tratados com a dose de 30 mg/kg diminuiram o nimero de crossing, o tempo
desprendido no centro e o nimero de fezes no experimento de campo aberto, diminuiu o
tempo de permanéncia nos bracos abertos no experimento de labirinto em cruz elevado
e diminuiu o tempo de imobilidade no experimento de nado forcado. Assim como nao
modificou o tempo de laténcia da primeira queda quando comparado com animais
naive.

O teste de campo aberto € utilizado para estudos de fendmenos cognitivos,
assim, quando o animal apresenta alta atividade locomotora, observada como alta
atividade exploratéria (crossing e rearing) a mesma pode ser relacionada ao
desenvolvimento de agitacdo ou um quadro de estresse. Ainda, um tempo maior de
permanéncia no centro do campo aberto e aumento na atividade de defecacdo indica
ansiedade (ARUDA et al. 2011; CRUZ, LANDEIRA-FERNANDEZ 2012). Nossos
resultados indicam que os animais submetidos ao modelo de estresse apresentam alta
atividade locomotora, indicando estresse, assim como, alta atividade exploratdria e alta
atividade de defecacdo. O tratamento oral com a fracdo diclorometano da Pfaffia
glomerata (Spreng) Pedersen diminuiu a atividade locomotora, apresentando efeito
protetor contra o estresse, € diminui o tempo desprendido no centro € o nimero de
fezes, apresentando efeito ansiolitico.

O labirinto em cruz elevado € um teste utilizado para avaliar a tendéncia natural
de roedores de explorar ambientes novos e a aversdo dos mesmo a altura e espacos
abertos, assim, um animal com altos niveis de ansiedade, apresenta maior permanéncia
nos bragos fechados e menor nos bracos abertos (ARUDA et al. 2011). Neste sentido,
em nossos estudos pudemos observar que os animais expostos ao modelo de estresse
agudo apresentaram maior permanéncia nos bracos fechados e menor nos bracos
abertos, assim como citado anteriormente. Assim, a fracdo diclorometano da Pfaffia

glomerata (Spreng) Pedersen diminui esse tempo de permanéncia nos bragos fechados e
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aumenta o tempo de permanéncia nos bracos abertos, sugerindo um efeito protetor
quanto ao desenvolvimento de ansiedade.

O experimento de nado forcado € um teste comportamental que prediz possivel
comportameto depressivo do animal, sendo que quanto maior o tempo de imobilidade
do animal, maior a predisposi¢io ao comportamento depressivo (POSSAMAI 2013).
Nesse sentido, em nossos estudos pudemos observar que os animais expostos ao modelo
de estresse agudo apresentaram alto tempo de imobilidade, assim como citado
anteriomente. O tratamento com a fragdo de diclorometano da Pfaffia glomerata
(Spreng) Pedersen diminui significativamente esse tempo de imobilidade, sugerindo
protecdo quanto ao desenvolvimento deste comportamento depressivo.

O teste de preferéncia a sacarose é um teste utilizado para verificar a ocorréncia
de anedonia, que é um dos sintomas da depressdo, assim, animais que perdem o prazer,
ndo distinguem entre dgua e dgua com sacarose, € consomem quantidades iguais ou
maiores de dgua (SIBA 2013). Nesse sentido, em nossos estudo pudemos observar que
os animais expostos ao modelo de estresse agudo consumiram quantidades iguais de
agua e dgua com sacarose, nao sendo observado o desenvolvimento de comportamento
do tipo anedonia neste modelo de estresse agudo.

O teste de reconhecimento de objeto é um teste utilizado para avaliar a memoria.
Baseia-se no comportamento natural do animal de explorar objetos novos, desta forma,
o animal € exposto a dois objetos idénticos (primeira exposicao), e, em uma segunda
exposicao um dos objetos € trocado esperando-se que o objeto novo seja alvo de maior
interesse exploratério por parte do animal. Uma possivel alteracdo nos parametros de
memoria levaria o animal a ndo explorar o objeto novo mais do que o objeto que o
mesmo ja foi exposto pelo fato de ndo recordar que um dos objetos € novo no ambiente
(RAMOS 2011). Em ensaios com alguns tipos de adaptogénicos, foi observado a
influéncia das mesmas na expressao de HSF1 e HSP70, o primeiro é uma proteina que
regula a transcricdo e o ultimo uma chaperona, que impedem proteinas malformadas,
formem agregados. Sendo a inibi¢do de ambos, associada ao actimulo de placas f-
amiloides no cérebro, contribuindo para o quadro de Alzheimer (PANOSSIAN 2017),
consequentemente influénciando na memoria. Por este motivo o interesse em
avaliarmos possiveis efeitos protetores da planta sobre a memdéria. Contudo, em nossos
estudos pudemos observar que os animais expostos ao modelo de estresse agudo

exploraram o objeto novo pelo mesmo tempo médio que o objeto antigo. O mesmo foi

38



observado para o grupo naive, contrariando o que foi citado anteriormente. Assim, 0O
modelo de estresse agudo utilizado ndo foi capaz de alterar os parametros de memoria
em animais estressados, assim, nao é possivel verificar o efeito da fracdo testada, visto
que a os animais tratados também foram submetidos a esse modelo. Desta forma, o
modelo ndo foi satisfatoriamente padronizado e alteragdes no protocolo, como tempo de
treino, podem ser realizadas em novos experimentos.

Quando animais estressados foram tratados com 30 mg/kg da fragdo
diclorometano da Pfaffia glomerata (Spreng) Pedersen pudemos observar uma melhora
significativa em diferentes parametros de ansiedade e depressdo. Visto que, a dose
diminuiu o ndmero de crossing do campo aberto, indicando diminui¢do do
comportamento estressado. Também aumentou o tempo desprendido na periferia da
caixa no experimento de campo aberto, e nos bracos abertos no experimento de labirinto
em cruz, quando comparado ao grupo estresse € os demais tratamentos, indicando
diminui¢do do comportamento de ansiedade. A dose de 30 mg/kg diminui
significativamente o tempo de imobilidade indicando a diminui¢io do comportamento
depressivo. Em relacio a estes efeitos protetores discutidos até aqui, vale observar que a
Pfaffia glomerata (Spreng) Pedersen ¢ amplamente utilizada em chés juntamente com
os demais tipos de Pfaffia, para efeitos fortificantes, regeneradores, restaurativos, anti-
estresse, analgésicos, tranquilizantes, cicatrizantes, anti-inflamatérios, e para melhora da
memoria, visdo e funcdes cognitivas. Contudo, a maior parte dos estudos acerca da
espécie Pfaffia, € voltado para a Pfaffia paniculata, entretanto, o0 composto responsdvel
por essas caracteristicas nessa espécie, € o 20-hidroxi-ecdisona, presente em maior
concentracdo na Pfaffia glomerata (RATES e GOSMANN 2002; OLIYNYK e OH
2013). Ensaios utilizando a Pfaffia glomerata comprovaram que a mesma apresenta
uma atividade depressora do sistema nervoso, e atividade antimicrobiana, em
laboratério, assim como melhora no aprendizado e memoria em ratos idosos, € melhora
em testes cognitivos com auséncia de efeitos toxicos em voluntdrios idosos, em testes in
vivo (RATES e GOSMANN 2002).Assim a planta € uma boa opcdo para o
desenvolvimento de medicamentos contra estresse e ansiedade.

A fracdo de diclorometano da Pfaffia glomerata € a que contém o composto 20-
hidroxi-ecdisona em maior concentracdo, sendo o composto, objeto de estudo devido a
sua capacidade adaptogénica, ou seja, tem a habilidade de atuar como um regulador

metabolico. Estes compostos sdo descritos como capazes de interferir na resisténcia do
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organismo aos agentes estressores externos ou internos, facilitando a recuperacdo da
homeostase, aumentando a resisténcia ao estresse, reduzindo os efeitos da primeira fase
do mesmo e dificultando a passagem para a fase de exaustdo. Este mecanismo ¢é
realizado no eixo Hipotdlamo-Hipdfise-Adrenal (HHA), promovendo a estabilizagdao do
cortisol (GAVIN 2015). Neste sentido, seria interessante a realizacdo da dosagem dos
niveis de corticosterona nestes animais para uma melhor andlise dos mecanismos
envolvidos nos efeitos protetores da fracdo de diclorometano da Pfaffia glomerata.
Outros modelos de estresse agudo sdao capazes de levar a um aumento dos niveis de
corticosterona como parte de seus efeitos deletérios (CONTARTEZE 2007).

Para que um composto seja classificado como um adaptégeno, 0 mesmo precisa
reduzir o dano induzido pelo estresse, apresentando assim, os efeitos de protecdo do
estresse, tais como antifadiga, atividades anti-infecciosas, antidepressivas e de
restauracdo. Concomitantemente, devem apresentar efeitos estimulantes que aumentam
a capacidade de trabalho e desempenho mental diminuindo os efeitos negativos da
fadiga e do estresse. Esses efeitos estimulantes ndo devem esgotar 0s recursos
energéticos dos organismos, com o oxigénio, causando efeitos secundarios negativos

(OLIYNYK 2013, GAVIN 2015).

8. CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos nos experimentos foi possivel concluir que o
tratamento oral com a dose de 30 mg/kg foi capaz de diminuir os efeitos do estresse,
avaliados pelo desenvolvimento de comportamentos do tipo ansiedade e depressdo em

camundongos submetidos ao modelo de estresse agudo.
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