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RESUMO

Transtornos de ansiedade e depressao, frequentemente associados ao estresse
oxidativo e a redugdo da neuroprotecdo no sistema nervoso central (SNC),
representam desafios importantes a saude publica. Baccharis dracunculifolia destaca-
se como uma planta medicinal promissora devido as suas propriedades antioxidantes
e neuroprotetoras. Este estudo avaliou os efeitos ansioliticos e antidepressivos do
extrato de B. dracunculifolia (50 mg/kg) (BD 50) em ratos Wistar machos e fémeas.
Os animais foram submetidos a testes comportamentais e analises bioquimicas para
avaliar marcadores de estresse oxidativo, incluindo a atividade das enzimas
superéxido dismutase (SOD) e catalase (CAT), os niveis de glutationa (GSH) e a
quantificacdo de espécies reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS), além da
expressdo do fator neurotrofico derivado do encéfalo (BDNF) no SNC. Foram
utilizados 60 machos e 60 fémeas, divididos em grupos controle, BD 50 e fluoxetina
(10 mg/kg). Para avaliar os efeitos ansioliticos, os animais foram submetidos aos
testes de labirinto em T elevado (LTE), campo aberto (CA) e claro-escuro (CE). Para
os efeitos antidepressivos, foram realizados os testes de nado forcado (NF) e
preferéncia por sacarose (PPS). No 18° dia, os encéfalos foram coletados para
analises oxidativas e de BDNF. Nos machos, o BD 50 exibiu efeito ansiolitico (exceto
no CE), sem efeito antidepressivo, aumentou a atividade de SOD e CAT, estabilizou
GSH e manteve TBARS, sem alterar a expressao de BDNF. Nas fémeas, o BD 50
demonstrou efeito ansiolitico (LTE, CA, CE) e antidepressivo (NF), semelhante a
fluoxetina, mas sem aumento na atividade de SOD, CAT, GSH ou expressao de BDNF.
Conclui-se que o tratamento crénico com BD 50 promoveu efeitos ansioliticos e
antioxidantes em machos, enquanto nas fémeas exibiu efeitos ansioliticos e
antidepressivos por uma via independente do estresse oxidativo, destacando a

importancia do dimorfismo sexual na farmacologia.

Palavras-chave: Alecrim-do-campo; Ansiedade; Depressao; Estresse Oxidativo.



ABSTRACT

Anxiety disorders and depression, often associated with oxidative stress and reduced
neuroprotection in the central nervous system (CNS), represent important public health
challenges. Baccharis dracunculifolia stands out as a promising medicinal plant due to
its antioxidant and neuroprotective properties. This study evaluated the anxiolytic and
antidepressant effects of B. dracunculifolia extract (50 mg/kg) (BD 50) in male and
female Wistar rats. The animals were subjected to behavioral tests and biochemical
analyses to evaluate markers of oxidative stress, including the activity of superoxide
dismutase (SOD) and catalase (CAT) enzymes, glutathione (GSH) levels and
quantification of thiobarbituric acid reactive species (TBARS), in addition to the
expression of brain-derived neurotrophic factor (BDNF) in the CNS. 60 males and 60
females were used, divided into control, BD 50 and fluoxetine (10 mg/kg) groups. To
evaluate the anxiolytic effects, the animals were subjected to elevated T-maze (ETM),
open field (OF), and light-dark (LDT) tests. For the antidepressant effects, the forced
swimming (FST) and sucrose preference (SPT) tests were performed. On day 18, the
brains were collected for oxidative and BDNF analyses. In males, BD 50 exhibited
anxiolytic effects (except in the LDT), without antidepressant effects, increased SOD
and CAT activity, stabilized GSH, and maintained TBARS, without altering BDNF
expression. In females, BD 50 demonstrated anxiolytic (ETM, OF and LDT) and
antidepressant (FST) effects, similar to fluoxetine, but without increasing SOD, CAT, or
GSH activity or BDNF expression. It is concluded that specific treatment with BD 50
promotes anxiolytic and antioxidant effects in males, while in females it exhibits
anxiolytic and antidepressant effects through a pathway independent of oxidative

stress, highlighting the importance of sexual dimorphism in pharmacology.

Keywords: Field rosemary; Anxiety; Depression; Oxidative Stress.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Mecanismo do BDNF no SNC e seu possivel envolvimento nos
transtornos de ansiedade € depresSSa80 ..........uvevviviieeiiieiiiiiiiiie e 23
Figura 2 — Esquema da formacé&o de radicais livres e da defesa antioxidante......... 25

Figura 3 — Mecanismo do estresse oxidativo no SNC e seu possivel envolvimento

nos transtornos de ansiedade € depressa0..........ccceevvveieeiiveiiiiiiiineeeeeenn, 26
Figura 4 — AIECrM-00-CAMPO ....uuuuiiiiiiiiiiiiiii s 29
Figura5— Esquema da hipotese do eStudo.............eeevveeeiiiiiiiiiiiiiiieee e 31
Figura 6 — Preparo dO XIralO. ...........uuuuuueeiiiiii e 34
Figura 7 — Analise do extrato com CG-EMS e UHPLC-MS-ESI-QTOF................... 38
FIQUIA 8 — LT E .. s 40
iU O — A s 41
FIQUIA 10 — CE ..o 42
T 8= T 5 A AN P 43
T U= T e o S 44
Figura 13 — Delineamento eXperimental.............ccovvveeiiiiiiiiiieeceeeeeicee e e 46
Figura 14 — Linha experimental para estudo do efeito ansiolitiCO...............c.ccuvvvnnnnn. 47
Figura 15 — Linha experimental para estudo do efeito antidepressivo ...................... 48
Figura 16 — Esquema das analises de GSH, CAT € SOD.........cccvvviiiiiiieerveeeiiinnn. 51
Figura 17 — Esquema da analise de TBARS ..o 52
Figura 18 — Esquema da analise de BDNF pela técnica Western blotting ................ 55
Figura 19 — Efeitos do BD 50 nos animais no teste do LTE ..........ccccceeveeeeriviviiinnnnnnn. 57
Figura 20 — Efeitos do BD 50 nos animais no teste do CA...........coveeeeiiieeeivevviiinnnnn. 60
Figura 21 — Graficos da posicdo do ponto central de cada animal no teste do CA

fornecidos pelo software Any Maze Stoelting (EUA) ........ccccoeeveeeeriinnnn, 61
Figura 22 — Efeitos do BD 50 nos animais no teste de CE..........cccccceeeveeeeriiieiinnnnnnnn. 63
Figura 23 — Efeitos do BD 50 nos animais no teste do NF............cccccoeviiiiiiiiiiiiinnnnnn. 65
Figura 24 — Efeitos do BD 50 nos animais no teste de PPS.............cccooooeeiiiiiiiiinnnnnn. 67

Figura 25 — Efeitos do BD 50 nos animais nos parametros de estresse oxidativo....69
Figura 26 — Efeitos do BD 50 nos animais na expressao de BDNF ................cc........ 71

Figura 27 — Sintese dos resultados e concluséo da hipotese do estudo................... 84



%

+

°C

Mg

ML

um
pmol
*OH
4-HNE
AICl3
ANOVA
APS
ATP

BD 50
BDNF
BSA
CA
CAPES
CAT
CE
CEUA
CG-EMS
CH3COOK
cm
COVID-19
dL

DNA
DSM-5
DTNB
ECL
eDC
EPM

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Porcentagem

Mais ou menos

Grau Celsius

Microgramas

Microlitros

Micrometros

Micromol

Radical hidroxila

4-hidroxinonenal

Cloreto de aluminio

Andlise de Variancia

Persulfato de amdnio

Trifosfato de adenosina

Extrato de Baccharis dracunculifolia na dose de 50 mg/kg
Fator neurotréfico derivado do encéfalo

Albumina de soro bovino

Campo aberto

Coordenacéao de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior
Catalase

Transicao claro-escuro

Comité de Etica no Uso de Animais

Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
Acetato de potassio

Centimetros

Coronavirus

Decilitro

Acido desoxirribonucleico

52 Edicao do Manual Diagndstico e Estatistico de Transtornos Mentais
Acido 5,5-ditiobis(2-nitrobenzoico)

Quimioluminescéncia aprimorada

Extrato de B. dracunculifolia

Erro Padrdo da Média



ERN Espécies reativas de nitrogénio

ERO Espécies reativas de oxigénio

g Gramas

GABA Acido gama-aminobutirico

GBD Global Burden of Diseases

GPx Glutationa peroxidase

GRXx Glutationa redutase

GSH Glutationa

GSSG Glutationa oxidada

H202 Peréxido de hidrogénio

HPA Eixo hipotadlamo-hipéfise-adrenal

HPLC Cromatografia liquida de alta eficiéncia

Hz Hertz

IGEPAL Octilfenoxipolietoxietanol

IRSN Inibidores da recaptagao de serotonina e noradrenalina
ISRS Inibidores seletivos da recaptac¢ao de serotonina
KCI Cloreto de potassio

kDa Kilodalton

Kg Quilogramas

KH2PO4 Fosfato monopotassico

L Litros

LABMASSASLaboratério de Caracterizagdo Molecular e Espectrometria de Massas
LaFEC Laboratério de Farmacologia Experimental e Clinica
LCE Labirinto em cruz elevado

LFEC Laboratdrio de Fisiologia Enddcrina e Cardiovascular
LTE Labirinto em T elevado

m Metros

M Molaridade

m/z Relagdao massa/carga

mBar Milibar

MDA Malondialdeido

mg Miligramas

mL Mililitros

MM Massa molecular



mm
mol

N*
Na2CO3
Na,HPO,
NaCl
NADPH
NaH,PO,
NF

NIH

nm

NO
NOS
NOX
0,
OMS
ONOO~
P.A.

p/v

PBS

pH
PMSF
PPGCF
Ppm
PPS
PVDF
q.s.p.
rpm

SC
SDS
SH
SNC
SOD
TBA

Milimetros
Mol

Numero de compostos identificados

Carbonato de sodio
Fosfato de sddio dibasico

Cloreto de sodio

Fosfato de dinucleotideo de adenina e nicotinamida

Fosfato de s6dio monobasico
Nado forgcado

National Institutes of Health
Nandémetros

Oxido nitrico

Oxido nitrico sintase
NADPH-oxidases

Anion superoxido
Organizagao Mundial da Saude
Peroxinitrito

Pureza analitica

Peso por volume

Tampao salina fosfato
Potencial hidrogenidnico

Fenilmetilsulfonil

Programa de Pdos-graduagao em Ciéncias Farmacéuticas

Partes por milh&do
Preferéncia por sacarose
Polifluoreto de Vinilideno
Quantidade suficiente para
Rotagdes por minuto
Suspensao de cauda
Dodecil sulfato de sodio
Grupos sulfidrila

Sistema nervoso central
Superoxido dismutase
Acido tiobarbituarico



TBARS Espécies reativas ao acido tiobarbiturico

TBS-T Solugéo Salina Tampao Tris com Tween 20
TEMED N,N,N’,N’-Tetrametiletilenodiamina

TNB 2-nitro-5-tiobenzoato

TR Tempo de retengdo em minutos

TrkB Receptor tirosina quinase B

Tris Tris(hidroximetil)Jaminometano

U Unidade

UFOP Universidade Federal de Ouro Preto

UHPLC-MS-ESI-QTOF  Cromatografia Liquida de Ultra-Alta Eficiéncia Acoplada a
Espectrometria de Massas

UNIFAL-MG Universidade Federal de Alfenas

\Y Volt



SUMARIO

1 INTRODUGAO ...ttt ettt ete et ee s 18
2 REFERENCIAL TEORICO...........oooiieieeeeee ettt 20
2.1 TRANSTORNOS DE ANSIEDADE E DEPRESSAO .......cccoveeveiieiecreeeeeann, 20
2.2 FATOR NEUROTROFICO DERIVADO DO ENCEFALO (BDNF) E
TRANSTORNOS DE ANSIEDADE E DEPRESSAO .......cccooveoveiveeece e, 21
2.3 ESTRESSE OXIDATIVO E DEFESAANTIOXIDANTE ......coovvvvviiiiiiieeieeeeeeeee 23
2.4 ESTRESSE OXIDATIVO E TRANSTORNOS DE ANSIEDADE
EDEPRESSAOQ ... oottt 25
2.5 ANSIEDADE, DEPRESSAO E ESTRESSE OXIDATIVO: IMPACTO DAS
DIFERENGCAS SEXUAIS ..o e 27
2.6 ALECRIM-DO-CAMPO (Baccharis dracunculifolia) ................ccccuueeeeeeieeeennnnnne. 28
2.7 EFEITO ANSIOLITICO E ANTIDEPRESSIVO DO ALECRIM-DO-CAMPO E
DOS SEUS CONSTITUINTES QUIMICOS ......ccooeieeeeeceeee e, 30
3 JUSTIFICATIVA ...ttt ettt e e e e e e e eeeeeeeees 32
4 OBUETIVOS ...ttt 33
4.1 OBJETIVO GERAL......oottiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeee ettt ee e eeeeeeeeeees 33
4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS ......ocoiiteeceeceeeeee et 33
5 MATERIAIS E METODOS..........c.ccoiiiiieiecee et 34
5.1 EXTRATO DO ALECRIM-DO-CAMPO ......ccottiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 34
5.1.1 Coleta do material vegetal e preparo do extrato...................ccccevviennnee. 34
5.1.2 Determinagao do teor de compostos fendlicos e flavonoides................... 35

5.1.3 Andlise de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de

Massas (CG-EMS)............. e, 35
5.1.4 Andlise de cromatografia liquida de ultra-alta eficiéncia acoplada a

espectrometria de massas (UHPLC-MS-ESI-QTOF) ...........cccccvvvvvvviiivnnnnnn. 36
5.2 ANIMALS ...t e e e e et a e e e e e e e nnrees 38
5.3 TESTES COMPORTAMENTAIS.... ..ottt 38
5.3.1 Labirintoem T elevado (LTE).............coooriiii e 38
5.3.2 Campo @berto (CA)..........oooiiiiiiiiiiiie e 40
5.3.3 Transigao claro-escuro (CE)..............ccccciiiiiiiiiiiii e 41
5.3.4 Nado forgado (NF) ...........oooiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee e 42

5.3.5 Preferéncia por sacarose (PPS) ...........cccccoiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeee 43



5.4 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL .....ccoiiiiiiii e 44
5.4.1 Estudo do possivel efeito ansiolitico do extrato de B. dracunculifolia.....46

5.4.2 Estudo do possivel efeito antidepressivo do extrato de

B. dracunculifolia ........................ooouuuiiiiiii i 47
5.5 ANALISES OXIDATIVAS .....oovivieeieeeeeee et see ettt st aeen s 48
5.5.1 Determinacao da concentragao de proteina................cccooooeiiiiiiiiiiiiinn e, 48
5.5.2 Avaliagao dos niveis de glutationa (GSH) ................ccccviiiiiiiiiiiiiiiiii 48
5.5.3 Avaliagao da atividade tecidual da catalase (CAT) ..........ccccccvvvvvviiriiiiennnnnn. 49
5.5.4 Avaliagao da atividade tecidual da superéxido dismutase (SOD).............. 50
5.5.5 Avaliagao das espécies reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS)............ 51
5.6 ANALISE DA EXPRESSAO DO BDNF POR WESTERN BLOTTING .............. 52
5.7 ANALISE ESTATISTICA ....oiiiiiieieieteieieieieie et 55
6 RESULTADOS ...ttt e e e e e e e e e e e e nnneees 56
6.1 AVALIACAO COMPORTAMENTAL RELACIONADA AO
EFEITO ANSIOLITICO ..o, 56
6.2 AVALIACAO COMPORTAMENTAL RELACIONADA AO EFEITO
ANTIDEPRESSIVO ..ottt 64
6.3 AVALIACAO BIOQUIMICA RELACIONADA AO EFEITO ANTIOXIDANTE ...... 68
6.4 AVALIACAO DA EXPRESSAO DO BDNF RELACIONADA AO EFEITO
NEUROPROTETOR.... ..ttt 70
DISCUSSAOD ...ttt ettt sttt 73
CONCLUSAOD .......oooiiiiiieeee ettt ettt 84
REFERENCIAS .........c.oooiiieieeeeeeee ettt 85

ANEXOS .. 102



18

1 INTRODUGAO

Os transtornos de ansiedade e depressao estao entre as condi¢cdes de saude
mental mais prevalentes na sociedade contemporanea. A depressdo € uma doenca
severa e debilitante, caracterizada por uma ampla gama de sintomas que afetam
negativamente a vida pessoal, social e profissional, além de ser um dos principais
fatores de risco para o suicidio (Moitra et al., 2022). Os transtornos de ansiedade, por
sua vez, se manifestam por meio de sintomas como preocupacdes excessivas, medos
sociais, ataques de panico, ansiedade antecipatdria e comportamentos de evitacao
(Szuhany; Simon, 2022). Em 2019, o renomado estudo Global Burden of Diseases
(GBD) destacou que esses transtornos foram os mais incapacitantes, sendo
classificados entre as 25 principais causas de fardo global (VOS et al., 2020).

Posteriormente, um estudo conduzido entre 2020 e 2021, como parte do GBD
de 2020, analisou o impacto da pandemia de coronavirus (COVID-19) na saude
mental global e identificou cerca de 76,2 milhdes de casos de ansiedade e depressao
em todo o mundo (Santomauro et al., 2021). De fato, depois que a Organizagao
Mundial da Saude (OMS) declarou a pandemia de COVID-19 em 2019, houve um
aumento consideravel na prevaléncia de problemas de saude mental globalmente, em
que os indices de ansiedade e depressdo aumentaram 25% no primeiro ano,
conforme um resumo cientifico publicado pela mesma (WHO, 2022). No Brasil, uma
pesquisa realizada com mais de 45 mil pessoas revelou que 40,4% delas
frequentemente se sentiam tristes ou deprimidas, enquanto 52,6% relataram estar
ansiosas durante a pandemia de COVID-19 (Barros et al., 2020).

Os principais medicamentos utilizados para tratar transtornos de ansiedade e
depressao incluem os inibidores seletivos da recaptacao de serotonina (ISRS), os
inibidores da recaptacdo de serotonina e noradrenalina (IRSN) e os
benzodiazepinicos (Atack, 2003; Millan, 2006; Rush et al., 2006; Bandelow et al.,
2023). No entanto, os ISRS e IRSN apresentam um periodo de laténcia de 2 a 4
semanas e, durante as primeiras 2 semanas, os efeitos adversos podem ser mais
intensos, 0 que compromete a adesdo dos pacientes ao tratamento (Bandelow;
Michaelis; Wedekind, 2017). Além disso, o uso prolongado de benzodiazepinicos pode
levar a dependéncia em alguns pacientes (Schweizer, 1990; Nelson; Chouinard, 1999;
Bandelow; Michaelis; Wedekind, 2017). Ainda, é importante destacar que mais de um
terco dos pacientes com depressdao nao responde adequadamente aos
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antidepressivos de primeira linha, frequentemente enfrentando uma progresséo mais
grave da doenca (Ruberto et al., 2020). Visto isso, embora exista uma ampla
variedade de antidepressivos e ansioliticos disponiveis globalmente, os efeitos
colaterais, as questdes de tolerabilidade, complicacdes relacionadas a interrupgéo do
tratamento e a dificuldade de acesso a esses medicamentos continuam a motivar a
busca por alternativas mais eficazes, seguras e acessiveis (Strawn et al., 2023;
Singewald et al., 2023; Nieto Camacho; Baca Ibarra; Huerta-Reyes, 2024).

Produtos naturais continuam a ser uma fonte crucial para o desenvolvimento
de novos medicamentos. Arevisdo de Newman e Cragg (2020) destaca que, ao longo
dos anos, muitos medicamentos aprovados foram originados de compostos naturais
ou derivados de suas estruturas. Além disso, as plantas medicinais tém ganhado
crescente reconhecimento como alternativas terapéuticas, como observado por
Quetglas-Llabrés et al. (2022), reforgando a importancia do estudo dessas fontes para
a descoberta de novos tratamentos.

Um exemplo notavel € Baccharis dracunculifolia, que tem demonstrado
beneficios neuroprotetores. O estresse oxidativo, que compromete o sistema nervoso
central (SNC) devido a maior suscetibilidade a danos causados por espécies reativas
de oxigénio (ERO), esta fortemente associado a transtornos de ansiedade e
depressao (Ozcan et al., 2004; Matsushita et al., 2010; Hassan et al., 2022), assim
como a reducgao do fator neurotréfico derivado do encéfalo (BDNF) (Chakrapani et al.,
2020; Yin et al.,, 2022). Franga et al. (2022) observaram que o extrato de B.
dracunculifolia aumentou as defesas antioxidantes no hipocampo e apresentou efeito
antidepressivo em camundongos com colite ulcerativa. Adicionalmente, Laranjeira et
al. (2024) relataram efeito antianedénico ao aumentar a preferéncia por sacarose em
ratas com osteoartrite. O extrato de 6leo de prépolis, derivado da resina de B.
dracunculifolia por Apis mellifera, também demonstrou agao ansiolitica, evidenciada
por testes comportamentais e atividade antioxidante no soro de ratas (Guimaraes et
al., 2012; Reis et al., 2014; Zhang et al., 2017; Rodrigues et al., 2020). Constituintes
quimicos da B. dracunculifolia aumentaram a expressdo de BDNF no SNC e
apresentaram efeitos ansioliticos e antidepressivos em testes comportamentais (Diaz-
Cantoén et al., 2024; Alkanat; Alkanat, 2024; Cao et al., 2024). Diante desses achados,
B. dracunculifolia consolida-se como uma promissora alternativa terapéutica no
tratamento de transtornos de ansiedade e depressao, cuja fisiopatologia esta
relacionada ao estresse oxidativo e a redugao da neuroprotegao.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 TRANSTORNOS DE ANSIEDADE E DEPRESSAO

De acordo com a OMS, quase um bilhdo de pessoas em todo o mundo sofriam
de transtornos de ansiedade e depressdo em 2019. O suicidio representou mais de
1% das mortes globais, sendo 58% desses casos entre pessoas com menos de 50
anos. Além do suicidio, esses transtornos estdo associados a uma série de
consequéncias, como reducgao da produtividade no trabalho, dificuldades econémicas,
sociais e familiares, além do aumento no uso de substéncias psicoativas (Nemeroff et
al., 2007; Ménard et al., 2016; WHO, 2022). Ademais, apos a declaragao da pandemia
de COVID-19 pela OMS em 2019, houve um aumento significativo nos problemas de
saude mental globalmente, com um crescimento de 25% nos casos de ansiedade e
depresséo no primeiro ano (WHO, 2022).

Adepressao € uma doencga incapacitante e heterogénea, marcada por sintomas
de tristeza recorrente, perda de interesse e prazer por atividades particulares e
interpessoais, desesperanca a respeito do futuro, alteragdo do sono e do apetite,
pensamento recorrente e até mesmo o ato do suicidio. A patogénese da depressao
envolve multiplos mecanismos fisiolégicos e neuroquimicos, como alteragbes na
neurotransmissao de serotonina, dopamina e noradrenalina, além de disfungdes no
eixo hipotalamo-hipdfise-adrenal (HPA) e diminuicdo de fatores neurotréficos como
BDNF. O estresse oxidativo e inflamagdes crénicas também contribuem para o avango
do transtorno, sugerindo que a homeostase redox influencia o humor e o
comportamento (Pitsillou et al., 2020; Dionisie et al., 2021; Juszczyk et al., 2021).

Ateoria monoaminérgica propde que a depressao esta fortemente associada a
redugao de neurotransmissores como serotonina, noradrenalina e dopamina. Essa
teoria é suportada pelo fato de que muitos antidepressivos, como os ISRS e os IRSN,
atuam diretamente nesse sistema (Planchez, Surget, Belzung, 2019). No contexto
neuroendocrino, a desregulagdo do eixo HPA leva ao excesso de cortisol e a
dessensibilizagao de seus receptores, contribuindo para comportamentos depressivos
(Johnston et al., 2023). Além disso, niveis reduzidos de BDNF e suas vias de
sinalizagdo comprometem a neuroplasticidade, resultando em perda neuronal e
diminuicdo da neurogénese, caracteristicas frequentemente observadas na

depressao (Chakrapani et al., 2020).
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A ansiedade, em sua forma adaptativa, € uma resposta natural a ameacas
imprevisiveis. No entanto, os transtornos de ansiedade patoldgica surgem quando
esses sintomas interferem negativamente na vida cotidiana (Chavanne; Robinson,
2021). Esses transtornos sao caracterizados por medo intenso, ansiedade
prolongada, angustia e episodios de panico, estando relacionados a disfungdes nos
circuitos cerebrais que regulam as respostas ao perigo. Fatores genéticos, ambientais
e suas interagdes epigenéticas desempenham um papel significativo no risco de
desenvolver transtornos de ansiedade (Penninx; Pine; Holmes; Reif, 2021). Os
transtornos de ansiedade, assim reconhecidos na quinta edicdo do Manual
Diagndstico e Estatistico de Transtornos Mentais (DSM-5), incluem transtorno de
ansiedade por separacao, mutismo seletivo, fobia especifica, transtorno de ansiedade
social, transtorno de panico, agorafobia, transtorno de ansiedade generalizada,
transtorno de ansiedade induzida por substancia ou medicamento e transtorno de
ansiedade devido a outra condicdo (APA et al., 2014).

A patogénese dos transtornos de ansiedade é multifacetada, envolvendo
fatores genéticos, ambientais e fisioldégicos. Sdo associados ao aumento de condi¢des
pro-inflamatérios e a ativagcao do eixo HPA, que afeta a sintese e a recaptacédo de
neurotransmissores como noradrenalina, serotonina, dopamina e &acido gama-
aminobutirico (GABA). Desequilibrios entre o neurotransmissor inibitério GABA e o
excitatorio glutamato no cérebro s&o considerados importantes. Além disso, a
neuroplasticidade, relacionada ao BDNF, aos glicocorticoides e a inflamacgao, e novos
mecanismos patolégicos, como disfungdes em canais idnicos, estresse oxidativo e
alteragdes no circuito neural, estdo sendo investigados com o avanc¢o das tecnologias
(Zhao et al., 2023). O tratamento de primeira linha para transtornos de ansiedade inclui
ISRS e IRSN. Os benzodiazepinicos, também utilizados para tratar transtornos de
ansiedade, se ligam ao receptor GABA-A e reduzem a excitabilidade neuronal ao
aumentar a entrada de ions cloreto, mas seu uso prolongado pode causar

dependéncia (Bandelow, 2020).

2.2 FATOR NEUROTROFICO DERIVADO DO ENCEFALO (BDNF)
E TRANSTORNOS DE ANSIEDADE E DEPRESSAO

As neurotrofinas, proteinas sintetizadas pelo cérebro, desempenham um papel
essencial na manutengao da fungéo neuronal e estdo implicadas na fisiopatologia de



22

diversas doengas neuropsiquiatricas. Dentre elas, o BDNF destaca-se como a mais
abundante e amplamente distribuida no SNC, sendo fundamental para a plasticidade
neuronal (Ateaque; Merkouris; Barde, 2023). Essa neurotrofina regula processos
como crescimento, diferenciagcdo, sobrevivéncia e reparo neuronal, além de
desempenhar um papel central na plasticidade sinaptica e na manutengao da
integridade estrutural e funcional dos neurénios (Lewin; Barde, 1996; Zarza-Rebollo
etal., 2024; De Assis; Murawska-Cialowicz, 2024). Suas maiores concentragdes estao
no hipocampo e no cortex cerebral, regides essenciais para a regulagcado cognitiva e
emocional e frequentemente associadas a fisiopatologia de transtornos como
ansiedade e depresséao (Hofer et al., 1990; Tsai, 2018; Zelada et al., 2023).

A expressao do BDNF é controlada por um gene composto por 11 exons e
regulado por nove promotores distintos, permitindo um refinado mecanismo de
modulagédo da sua sintese e fun¢gdo no SNC (Pruunsild et al., 2007; Lin; Huang, 2020).
Seus efeitos sdo mediados pelo receptor tirosina quinase B (TrkB), cuja ativagao
desencadeia cascatas de sinalizacao intracelulares envolvidas na neuroplasticidade e
na neurogénese (Nagappan; Lu, 2005; Tsai, 2018). Essas vias ndo apenas garantem
a manutencgao da integridade neuronal, mas também desempenham um papel crucial
na resposta do SNC a estimulos ambientais e ao estresse (Lin; Huang, 2020).

Evidéncias sugerem que a reducdo dos niveis de BDNF esta associada a
fisiopatologia da ansiedade e da depressao, particularmente no hipocampo e no cértex
pré-frontal, areas essenciais para a regulagcdo emocional e a adaptacdo neuronal
(Chakrapani et al., 2020; Yin et al., 2022; Zhao et al., 2023) (Figura 1). Esse achado
destaca o BDNF como um potencial biomarcador e alvo terapéutico para essas

condigoes.
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Figura 1 — Mecanismo do BDNF no SNC e seu possivel envolvimento nos transtornos

de ansiedade e depressao
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2.3 ESTRESSE OXIDATIVO E DEFESAANTIOXIDANTE

O estresse oxidativo, conforme definido por Helmut Sies, ocorre quando ha um

desequilibrio entre a produgao de espécies reativas e a capacidade antioxidante do

organismo, o que pode causar danos celulares (Cadenas; Sies, 1985; Forman; Zhang,

2021). Esse desequilibrio afeta macromoléculas essenciais, como acidos nucleicos,

lipidios e proteinas, promovendo mudancas em sua estrutura e fungao. A peroxidacao

lipidica, por exemplo, resulta na formagdao de subprodutos como o malondialdeido

(MDA) e o 4-hidroxinonenal (4-HNE). Ja a oxidagao de proteinas, como os grupos tiol,

pode comprometer suas fungdes bioldgicas (Pisoschi; Pop, 2015; Hassan et al., 2022).

A fosforilagdo oxidativa, que ocorre nas mitocdndrias, € essencial para a

producao de trifosfato de adenosina (ATP), mas também gera radicais livres, como

ERO, espécies reativas de nitrogénio (ERN) e radicais centrados em carbono e


https://biorender.com/

24

enxofre. As principais ERO incluem o &nion superoxido (O27), o peréxido de hidrogénio
(H202) e o radical hidroxila (*OH), o qual é extremamente reativo e pode ser produzido
tanto pela reagdo de Fenton, envolvendo agua e ions ferrosos ou cupricos, quanto
pela reagao de Haber-Weiss, que ocorre entre O2™ e H2O2 na presenca de metais.
Entre as diversas fontes de ERO, as NADPH-oxidases (NOX) se destacam, gerando
O2™ ao transferirem elétrons do fosfato de dinucleotideo de adenina e nicotinamida
(NADPH) para o oxigénio molecular. Além disso, o éxido nitrico (NO), ERN importante,
€ sintetizado a partir da L-arginina pela 6xido nitrico sintase (NOS), processo que
requer cofatores como NADPH, oxigénio e tetraidrobiopterina. O peroxinitrito
(ONOQO"), formado pela reagédo entre O2” e NO, também é considerado uma ERN
relevante (Pero et al., 1990; Valko et al., 2007; Martemucci et al., 2022).

Embora sejam fundamentais para a sinalizagdo celular e a defesa contra
patégenos, radicais livres em excesso podem danificar lipidios, proteinas e acido
desoxirribonucleico (DNA), resultando em morte celular (Black et al., 2015). Para
manter a homeostasia, os antioxidantes desempenham um papel essencial como
mecanismos de defesa, podendo ser enzimaticos ou ndo enzimaticos. Os
antioxidantes enzimaticos incluem a superdxido dismutase (SOD), a glutationa
peroxidase (GPx), glutationa redutase (GRx) e a catalase (CAT). Entre os
antioxidantes nado enzimaticos, destacam-se acido lipdico, glutationa (GSH), L-
arginina, acido urico, bilirrubina e nutrientes antioxidantes (Tauffenberger; Magistretti,
2021; Martemucci et al., 2022).

A enzima SOD, primeira linha de defesa antioxidante, catalisa a dismutagao do
027, convertendo-o em H2O- e oxigénio. A CAT, em seguida, decompde o H>O2 gerado
nessa reacao. Paralelamente, a GSH desempenha um papel crucial na detoxificacao
de ERO pela GPx, que converte em glutationa oxidada (GSSG), sendo restaurada
pela GRx, garantindo o equilibrio redox (Nuhu et al., 2020; Ali et al., 2020) (Figura 2).
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Figura 2 — Esquema da formacgé&o de radicais livres e da defesa antioxidante
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2.4 ESTRESSE OXIDATIVO E TRANSTORNOS DE ANSIEDADE E DEPRESSAO

Neurdnios, astrécitos e células da microglia, por serem ricos em mitocondrias
e enzimas NOX, sdo grandes produtores de ERO (Nayernia; Jaquet; Krause, 2014;
Culmsee et al., 2018; Ji et al., 2023). Além disso, o cérebro, com sua elevada demanda
de oxigénio e sua superficie cortical rica em acidos graxos poliinsaturados, torna-se
altamente vulneravel ao estresse oxidativo. Essa vulnerabilidade é agravada pela
baixa presenca de antioxidantes, o que compromete sua capacidade de defesa contra
danos oxidativos (Patel, 2016; Cobley; Fiorello; Bailey, 2018; Bhatt; Nagappa; Patil,
2020; Hassan et al., 2022; Ji et al., 2023) (Figura 3).

O equilibrio entre processos oxidativos e antioxidantes em individuos com
transtornos de ansiedade e depressao encontra-se comprometido, evidenciado no
aumento das ERO e na disfungao de enzimas antioxidantes, como a SOD, CAT e GPx.
Aincapacidade dessas enzimas de neutralizar eficazmente os radicais livres gerados
pelo metabolismo celular resulta no acumulo de espécies reativas, o que pode

comprometer a estrutura e funcao cerebral, contribuindo, assim, para a patogénese
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de transtornos de ansiedade e depressdo (Vavakova; Durackova; Trebaticka, 2015;
Wang et al., 2023).

De fato, estudos apontam um desequilibrio nos niveis de marcadores
oxidativos, como MDA, SOD, CAT, GSH e GSSG, no hipocampo e cortex pré-frontal
de roedores com comportamento ansioso e depressivo. Assim, o estresse oxidativo
desempenha um papel central na fisiopatologia desses transtornos, destacando a
importancia de intervengbes que restaurem o equilibrio redox como estratégia
terapéutica (Tang et al., 2015; Mokhtari-Zaer et al., 2018; Martin-Hernandez et al.,
2018; Bashiri et al., 2020; Famitafreshi; Karimian, 2020; Ergenc et al., 2022).

Figura 3 — Mecanismo do estresse oxidativo no SNC e seu possivel envolvimento nos

transtornos de ansiedade e depressao
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2.5 ANSIEDADE, DEPRESSAO E ESTRESSE OXIDATIVO: IMPACTO DAS
DIFERENCAS SEXUAIS

Transtornos psiquiatricos, como ansiedade e depressao, sdo mais frequentes
em mulheres, que também apresentam maior sensibilidade a psicofarmacos (Ekhart
et al., 2018; Lovick; Zangrossi JR, 2021; Ferrari et al., 2024). No entanto, estudos em
modelos animais tém sido predominantemente realizados com machos (McCarthy;
Woolley; Arnold, 2017; Hughes, 2019). Para reduzir esse viés, o National Institutes of
Health (NIH) estabeleceu diretrizes para equilibrar o uso dos sexos, mas ainda ha
lacunas na inclusao de fémeas (Clayton; Collins, 2014; Lovick; Zangrossi JR, 2021).

A dificuldade em utilizar modelos animais femininos em pesquisas é associada
a variabilidade gerada pelas flutuagdes hormonais durante o ciclo estral. Esses
horménios, estrogénio (173 estradiol) e progesterona, por sua capacidade de
atravessar a barreira hematoencefalica, criam um ambiente cerebral em constante
mudanga, o0 que impacta a neuroquimica cerebral e é relevante para o
desenvolvimento de tratamentos especificos (Lovick; Zangrossi JR, 2021).

Quanto aos testes comportamentais, o LTE apresenta comparagdes limitadas
entre machos e fémeas, sem diferengas significativas na esquiva inibitéria ou na fuga
em ratos Wistar (Gouveia JR et al., 2004; Santos et al., 2014). No CA, fémeas exibem
maior atividade exploratoria, indicando menor nivel de ansiedade ao acessar a zona
central (Archer, 1975; Masur; Schutz; Boerngen, 1980). No CE, a maioria dos estudos
nao observa diferencas significativas entre os sexos (Amodeo et al., 2018; Yohn et al.,
2019). No NF, fémeas apresentam menor imobilidade que machos, efeito influenciado
pelos niveis de estrogénio e progesterona (Alonso et al., 1991; Barros; Ferigolo, 1998;
Contreras; Martinez-Mota; Saavedra, 1998; Galea; Wide; Barr, 2001; Andrade et al.,
2010; Gémez et al., 2014; Fernandez-Guasti et al., 2017). No teste de PPS, machos
e fémeas apresentam desempenho semelhante (Fonseca-Rodrigues et al., 2022).

Por outro lado, estudos tanto clinicos quanto experimentais indicam que os
homens tendem a apresentar niveis mais elevados de estresse oxidativo em
comparagao as mulheres (lde et al., 2002; Borras et al., 2003; Miller et al., 2007;
Khalifa et al., 2017; Tenkorang; Snyder; Cunningham, 2018).

Visto isso, compreender essas diferencas € essencial para o desenvolvimento
de terapias mais eficazes, levando em conta a influéncia do sexo na resposta aos

transtornos psiquiatricos e ao estresse oxidativo.
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2.6 ALECRIM-DO-CAMPO (Baccharis dracunculifolia)

B. dracunculifolia, descrita pelo botanico suigo Augustin Pyramus de Candolle
em 1836, pertence a familia Asteraceae e é amplamente encontrado na América do
Sul, com destaque para paises como Argentina, Brasil, Bolivia, Paraguai e Uruguai.
No Brasil, essa planta medicinal é conhecida por diversos nomes populares, incluindo

"alecrim-bassoura", "vassoura",

vassourinha", "vassoureira", "vassourao", "bassoura
branca" e "erva-de-S&o-Jodo-Maria" (Alves et al., 2018; Casagrande et al., 2018;
Bonin et al., 2020; Minteguiaga et al., 2021; Gazim et al., 2022) (Figura 4).

Sua composigdo quimica esta intimamente ligada a propolis verde brasileira,
produzida a partir da resina coletada por abelhas Apis mellifera dos fragmentos
vegetativos da planta, como brotos e folhas jovens. Essa resina, ao ser misturada com
cera e secregdes glandulares nas colmeias, resulta em propolis verde, que contém
elevados niveis dos mesmos compostos resinosos, como flavonoides e derivados do
acido cumarico, encontrados na B. dracunculifolia (Bankova et al., 1999; Lima et al.,
2014; Rodrigues et al., 2020).

Além de interagir com abelhas, B. dracunculifolia também esta associada a
insetos galhadores, como Baccharophema dracunculifoliae (Hemiptera, Psyllidae),
que infestam suas folhas nos estagios imaturos (Espirito-Santo; Fernandes, 1998;
Arduin; Fernandes; Kraus, 2005; Rodrigues et al., 2020). A presencga desses insetos
pode alterar a qualidade dos compostos secundarios da planta, influenciando sua
resposta a fatores abidticos e bidticos, como a taxa de visitagdo das abelhas, e,
consequentemente, a produgao de prépolis verde (Bastos et al., 2011; Rodrigues et
al., 2020).

Pesquisas com interesse na caracterizagdo quimica da planta revelam a
presengca de diversos compostos, incluindo fendlicos, flavonoides, terpenos,
esteroides e alcaloides (Park et al., 2004; De Sousa et al., 2009; Santos et al., 2010;
Rocha et al., 2024). Entre esses, os compostos fendlicos se destacam por sua
abundancia e por estarem diretamente associados aos efeitos bioldgicos (Rodrigues
et al., 2020). No grupo dos fendlicos, acidos como o p-cumarico, ferulico, cafeico e
cindmico sao os mais prevalentes (Gazim et al., 2022). Esses acidos fendlicos podem
gerar diversos derivados, como a artepelina C, que € um composto oriundo do acido
cindmico (Shahinozzaman et al., 2020). Aléem de seu potencial bioldgico, este
composto é considerado um importante marcador quimico da propolis verde (De
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Almeida-Junior et al., 2023).

Estudos indicam que B. dracunculifolia possui uma ampla gama de atividades
biolégicas, como propriedades anti-inflamatorias (Dos Santos et al., 2010;
Brandenburg et al., 2020; Franga et al., 2022; Gazim et al., 2022), antiulcerogénicas
(Klopell et al., 2007; Lemos et al., 2007; Massignani et al., 2009; Costa et al., 2019;
Boeing et al., 2021; Gazim et al., 2022), imunomoduladoras (Burgos et al., 2022;
Gazim et al., 2022), neuroprotetoras (Franca et al., 2022; Gazim et al., 2022),
antioxidantes (Veiga et al., 2017; Casagrande et al., 2018; Tomazzoli et al., 2021;
Luchesi et al., 2022; Da Silva Monteiro et al., 2022; Gazim et al., 2022),
antimicrobianas (Veiga et al., 2017; Casagrande et al., 2018; Salazar et al., 2018;
Cazella et al., 2019; Pedrotti; Da Silva Ribeiro; Schwambach, 2019; Bonin et al., 2020;
Timbé et al., 2021; Barbosa et al., 2022; Bernardes et al., 2022; Da Silva Monteiro et
al., 2022; Gazim et al., 2022), antifitopatogénicas (Luchesi et al., 2022; Gazim et al.,
2022) e inseticidas (Chaaban et al., 2018; Cazella et al., 2019; Gazim et al., 2022).

Figura 4 — Alecrim-do-campo

Fonte: Rapid Reference Collection, (c) Field Museum of Natural History - CC BY-NC 4.0. Modificado
pela autora.
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2.7 EFEITO ANSIOLITICO E ANTIDEPRESSIVO DO ALECRIM-DO-CAMPO E DOS
SEUS CONSTITUINTES QUIMICOS

Nos ultimos anos, a busca por alternativas naturais no tratamento de disturbios
neurolégicos tem atraido a atengdo de pesquisadores. Entre as plantas medicinais
com potencial terapéutico, B. dracunculifolia destaca-se por suas diversas
propriedades farmacolégicas, incluindo neuroprotetora. Um estudo com
camundongos portadores de colite ulcerativa demonstrou que o tratamento crénico
com extrato de B. dracunculifolia apresentou efeito antidepressivo, evidenciado pelo
teste de suspensdo de cauda (SC), além de agdo antioxidante, ao aumentar a
atividade da enzima SOD e os niveis de GSH no hipocampo (Franga et al., 2022).
Posteriormente, foi possivel evidenciar o efeito antianeddnico do tratamento crénico
com extrato de B. dracunculifolia por meio do teste de preferéncia por sacarose (PPS)
em ratas fémeas ovariectomizadas osteoartriticas (Laranjeira et al., 2024).

Os compostos fendlicos e terpenoides presentes em B. dracunculifolia tém sido
destacados como principais responsaveis por suas atividades no SNC. Estudos
sugerem que o acido p-cumarico exerce um efeito neuroprotetor significativo,
principalmente por sua capacidade de inibir o estresse oxidativo (Chen et al., 2024).
Ainda, pesquisas demonstraram que o acido cafeico apresentou efeitos ansioliticos e
antidepressivos em camundongos submetidos a estresse crénico nos testes
comportamentais labirinto em cruz elevado (LCE), transi¢ao claro-escuro (CE), nado
forcado (NF) e SC (Lee et al., 2014; Toratani et al., 2014; Kulkarni et al., 2021).
Ademais, um estudo com B-pineno demonstrou aumento de BDNF no hipocampo e
cortex pré-frontal de camundongos, resultando em efeitos ansioliticos no teste de LCE
e antidepressivos no NF (Diaz-Cantoén et al., 2024). Em ratos submetidos a estresse
cronico de contencéao, o D-limoneno elevou o BDNF no hipocampo e apresentou efeito
antidepressivo no teste de PPS (Alkanat; Alkanat, 2024). Da mesma forma, o acido p-
cumarico aumentou o BDNF no hipocampo de camundongos com estresse de
restricdo crénico e apresentou efeito antidepressivo no teste de SC (Cao et al., 2024).

Ainda, devido a similaridade entre a composi¢cao de B. dracunculifolia e a
propolis verde, estudos com a propolis verde também demonstraram efeito ansiolitico
e antidepressivo em animais. Li et al. (2012) relataram que o 6leo essencial de propolis
atenuou o comportamento ansioso, além de reduzir MDA e aumentar a atividade de

SOD no cérebro de camundongos submetidos ao estresse de contengdo. Em outro
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estudo, a administragdo aguda de extrato de propolis verde demonstrou efeitos
ansioliticos e antidepressivos, aumentando a locomogéo central e as entradas nos
bragos abertos nos testes de campo aberto (CA) e LCE, além de reduzir o tempo de
imobilidade no NF e diminuir os niveis de NO no soro de ratas Wistar (Reis et al.,
2014).

Assim, a hipotese deste estudo propde que o tratamento crénico com o extrato
de B. dracunculifolia promova efeitos ansioliticos e antidepressivos em modelo
animal, mediados pelo aumento da expressao de BDNF e das defesas antioxidantes
no SNC (Figura 5).

Figura 5 — Esquema da hipotese do estudo
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Fonte: Da autora. Criado em https://BioRender.com.
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3 JUSTIFICATIVA

A ansiedade e a depressao estao entre os transtornos mais prevalentes e
debilitantes, frequentemente associados ao aumento de estresse oxidativo e a
reducao da expressao do BDNF no SNC. A busca por tratamentos que nao apenas
aliviem os sintomas, mas também atuem na redugao do dano oxidativo e na promogao
da neuroprotegao tem ganhado destaque. Nesse contexto, B. dracunculifolia emerge
como uma planta medicinal promissora, devido as suas propriedades antioxidantes e
neuroprotetoras, que podem modular mecanismos-chave envolvidos na fisiopatologia
desses transtornos. Estudos sugerem que a redugao do estresse oxidativo e o
aumento dos niveis de BDNF representam estratégias terapéuticas relevantes no
tratamento da ansiedade e depressao, reforcando a importancia de investigar o
potencial ansiolitico e antidepressivo do extrato dessa planta em modelos animais.
Além disso, a avaliagao dos efeitos do extrato em machos e fémeas é essencial,
considerando as diferengas biolégicas e neuroenddcrinas entre os sexos, que podem
influenciar a resposta aos tratamentos. Dessa forma, esta pesquisa visa preencher
lacunas no conhecimento sobre terapias fitoterapicas, contribuindo para o
desenvolvimento de alternativas terapéuticas mais eficazes e abrangentes no manejo
desses transtornos. Assim, a hipdtese deste trabalho € que o extrato de B.
dracunculifolia exerga efeito ansiolitico e antidepressivo em ratos machos e fémeas,

mediado por sua agao neuroprotetora e antioxidante.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito ansiolitico, antidepressivo e

antioxidante do extrato de B. dracunculifolia em modelo animal.

4. 2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a)

b)

d)

Avaliar o efeito do tipo ansiolitico em ratos Wistar machos e fémeas
tratados com extrato de B. dracunculifolia em testes comportamentais
(labirinto em T elevado (LTE), CA e CE).

Avaliar o efeito do tipo antidepressivo em ratos Wistar machos e fémeas
tratados com extrato de B. dracunculifolia em testes comportamentais (NF
e PPS).

Avaliar o efeito antioxidante nos encéfalos de ratos Wistar machos e
fémeas tratados com extrato de B. dracunculifolia através de analises
oxidativas de GSH, CAT, SOD e espécies reativas ao acido tiobarbitarico
(TBARS).

Avaliar o efeito neuroprotetor em estruturas cerebrais de ratos Wistar
machos e fémeas tratados com extrato de B. dracunculifolia através de

analises da expressao de BDNF pela técnica de Western blotting.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 EXTRATO DO ALECRIM-DO-CAMPO

5.1.1 Coleta do material vegetal e preparo do extrato

Folhas de B. dracunculifolia foram coletadas em uma regido de cultivo da
planta, dentro da propriedade da mineradora Samarco S. A. A coleta foi realizada no
periodo da manha, entre 7 e 11 horas, durante a estagao de verdo, armazenadas em
sacos plasticos e transportadas para o Laboratério de Fisiologia Enddcrina e
Cardiovascular (LFEC) da Universidade Federal de Ouro Preto (UFOP) no Campus
Morro do Cruzeiro, para selegao, lavagem e pesagem. Uma vez pesadas, as folhas
foram imersas em etanol 95 a 97% P.A., em uma proporgao 1:1,5 (folhas:etanol) e
permaneceram no processo de maceragao por 10 dias, em temperatura ambiente e
ao abrigo de luz. A fase liquida foi filtrada e um novo lote de etanol 95 a 97% P.A. foi
adicionado as folhas até total imersao, sempre na mesma proporcéo 1:1,5. Uma
terceira maceracgao foi realizada, seguindo os mesmos procedimentos anteriores. As
fragcdes liquidas foram reunidas, misturadas e o etanol foi evaporado em rota
evaporador a 86 mBar de pressao e + 40°C (Grance et al., 2008) (Figura 6). O fluido
resultante foi seco em estufa a * 40°C, gerando o extrato etandlico de B.

dracunculifolia, com rendimento de 31,4% (Batista, 2024).

Figura 6 — Preparo do extrato
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Fonte: Da autora. Criado em https://BioRender.com.
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5.1.2 Determinacao do teor de compostos fendlicos e flavonoides

As analises fitoquimicas iniciais do extrato etandlico de B. dracunculifolia foram
realizadas por meio da dosagem de compostos fendlicos totais e flavonoides. Para
dosagem dos compostos fendlicos totais foi utilizada a técnica de Folin-Ciocateau, que
consiste na solubilizagao de 0,0025 g do extrato etandlico de B. dracunculifolia em 2,5
mL de etanol P.A, com preparo de solu¢des de carbonato de sddio (Na2C0O3) 1,5% p/v
com volume final de 10 mL em agua Milli Q e 10 mL de acido galico na concentracao
de 1 mg/mL, pesando 0,1 g de acido galicoem 10 mL de etanol P.A. Aleitura da analise
foi realizada através do equipamento de leitor de microplaca (Molecular Devices) a
640 nm (Da Silva et al., 2014). Em conjunto, foi realizada a dosagem de flavonoides
por meio da técnica da reagao de cloreto de aluminio. O preparo consiste na pesagem
de 0,0025 g do extrato etandlico de B. dracunculifolia, solubilizado em 2,0 mL de etanol
P.A, com as solugdes de cloreto de aluminio (AICI3) 10% p/v com volume final de 10
mL em agua Milli Q. Acetato de potassio (CH3COOK) 1 mol por litro em volume final
de 10 mL de agua Milli Q. Com o preparo da solugao padrao de quercetina 0,2 mg/mL
com volume final de 10 mL de agua Milli Q. A leitura foi realizada através do
equipamento de leitor de microplaca (Molecular Devices) a 450 nm. Todas as
dosagens foram realizadas em triplicata com uso de placa de cultura de células de 96
pocos (Bezerra et al., 2018).

De acordo com os resultados obtidos, o teor de compostos fendlicos foi 17,8%

pug/mg e de flavonoides foi 14% pg/mg (Batista, 2024).

5.1.3 Analise de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
(CG-EMS)

Para identificacdo de compostos por meio da técnica de CG-EMS, foi realizado
o fracionamento do extrato de B. dracunculifolia, utilizando 5 g para obter as fragdes
polares e apolares. Para tanto, o extrato foi solubilizado em metanol e agua na
proporcao de 7:3 (metanol:agua) e foi alocado ao equipamento de ultrassom (Gnatus)
durante 30 minutos. Assim que solubilizado, o extrato foi adicionado a um funil de
separagao e foi acrescentado hexano na proporgéo de 7:3:5 (metanol:agua:hexano).
Esse processo de fracionamento por hexano foi realizado trés vezes, mantendo

sempre a proporc¢ao. Por fim, o fracionamento gerou as fragdes apolares (hexanica),
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ambas as fragbes foram armazenadas no dissecador para garantir a completa
remocé&o dos solventes e assim acondicionadas a temperatura de + 4°C (Singh et al.,
2007). O preparo das amostras que foram injetadas no equipamento, consistiu
ressuspender as fragcbes hexanicas em hexano grau cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC) e coletar de cada uma das fragdes hexanicas, 300 pyL que foram
armazenas em tubos vials com limitadores de volume. Com as amostras secas, todas
foram ressuspendidas com piridina na proporgao de 3:1 (fragdes do extrato:piridina) e
injetadas ao equipamento Shimadzu GC-2010 acoplado ao espectrdbmetro de massas
QP-2010 Plus, equipado com uma coluna DB5-MS (30 m x 0,25 mm; espessura do
filme de 0,25 um). A configuragéo utilizada: temperatura do injetor, 250°C; temperatura
da interface, 280°C; programa de aquecimento da coluna: 60°C (3 minutos), depois
6°C por minuto até 280°C (5 minutos); utilizando o hélio como gas transportador; as
injecbes foram realizadas no volume de 1,0 pL, por meio de um injetor automatico
Shimadzu AOC-20i (Besten et al., 2015) (Figura 7). As analises dos espectros de CG-
EMS foram realizadas por meio do software CG-EMS Postrun Analysis disponibilizado
pelo Laboratério de Caracterizacdo Molecular e Espectrometria de Massas
(LABMASSAS) da UFOP. A identificagdao dos compostos foi realizada por meio da
biblioteca NIST MS Search 2.0. Para computar qualitativamente os compostos
presentes nas fragdes do extrato, foram utilizados alguns parametros, como
intensidade minima dos picos de 200.000. Ademais, s6 foram identificados compostos
com similaridade superior a 80% (Batista, 2024). Tempo de reten¢gdo em minutos (TR);
Massa molecular (MM); Estruturas quimicas produzidas pelo software
ACD/ChemSketch (ANEXO A).

5.1.4 Anadlise de cromatografia liquida de ultra-alta eficiéncia acoplada a
espectrometria de massas (UHPLC-MS-ESI-QTOF)

Analises de espectrometria de massa de alta resolugcado foram realizadas de
acordo com o método descrito por Da Cruz et al. (2022). Foi utilizado um sistema
Nexera UHPLC (Shimadzu, Kyoto, Japdo) combinado com um espectrOmetro de
massa ESI QTOF de alta resolugao maxXis (Bruker) controlado pelo pacote de software
Compass 1.7 (Bruker). Uma amostra de 5 ug foi injetada em uma coluna Shimadzu
Shim-Pack XR-ODS-IIl (C18, 2,2 ym, 2,0 x 150 mm) a 40°C, com vazao de 400
ML/minuto. As fases moveis A e B (0,1% de acido formico em agua MilliQ e acetoni-
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trila, respectivamente) formaram um gradiente de eluente de 5 minutos iniciais de 5%
de B a 100% de B em 40 minutos, com retengdo em 100% de B por 5 minutos. Apos
a deteccao UV-PDA (190-450 nm), os espectros de massa foram adquiridos em modo
positivo a uma taxa de 5 Hz. Os parametros da fonte de ions foram ajustados para
deslocamento da placa terminal de 500 V, tensédo capilar de 4.500 V, pressao do
nebulizador de 3,0 Bar e fluxo e temperatura de gas seco de 8 L/minuto e 200°C,
respectivamente. Os espectros de fragmentos dependentes de dados foram
registrados usando uma faixa de energia de colisdo entre 15 e 60 V. As configuragdes
do resfriador de ions foram otimizadas para uma faixa m/z de 100 a 1500, usando
uma solucgao calibrada de formato de s6dio 1 mm em 2-propanol a 50%. A calibragao
de massa foi obtida pela infusédo inicial da fonte de ions de 20 yL de solugao calibrante
e recalibracao pés-aquisicdo dos dados brutos. A detecgcdo do composto foi obtida por
dissecgdo cromatografica do pico com subsequente determinagdo da formula de
acordo com a massa exata e o padrao isotopico (Figura 7). Aidentificagcao putativa foi
baseada na comparagédo de espectros de fragmentos de compostos com espectros
de referéncia de um banco de dados interno de compostos padréo, do banco de dados
de espectro publico MassBank e espectros de fragmentos in-silico gerados a partir do
Produto Natural Universal. Banco de dados (Allard et al., 2010). Numero de compostos
identificados (N*), Tempo de retengédo em minutos (TR); Massa Molecular (MM);
Estruturas quimicas produzidas pelo software ACD/ChemSketch (ANEXO B).

Observagao: A coleta do material vegetal, o preparo do extrato e a
caracterizacao fitoquimica aqui descritos foram realizados em colaboragao com a
UFOP e os resultados destas analises fazem parte de uma tese de doutorado do grupo
do Prof. Dr. Leonardo Maximo Cardoso (Batista, 2024).
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Figura 7 — Analise do extrato com CG-EMS e UHPLC-MS-ESI-QTOF
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Fonte: Da autora. Criado em https://BioRender.com.

5.2 ANIMAIS

Foram utilizados 120 ratos Wistar, 60 machos e 60 fémeas, com 8 semanas e
peso de 200 g, provenientes do biotério da Universidade Federal de Alfenas. Os
animais foram retirados do biotério 5 dias antes da data de inicio do experimento para
ambientacdo, mantidos em caixas de polietiieno, com agua e racao fornecidas ad
libitum, sob temperatura controlada (22-25°C) e ciclo claro/escuro de 12 horas.
Protocolo experimental submetido ao Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
UNIFAL-MG (0014/2023) (ANEXO C).

5.3 TESTES COMPORTAMENTAIS
5.3.1 Labirinto em T elevado (LTE)

Baseado em um principio semelhante ao do LCE, o LTE explora a aversao inata
dos roedores a espagos abertos e altos (Graeff; Viana; Tomaz, 1993). Como os

transtornos de ansiedade s&o heterogéneos e os modelos comportamentais
tradicionais ndo discriminam subtipos especificos, o LTE foi desenvolvido para
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diferenciar esses transtornos. O aparato € composto por trés bragos elevados: um
fechado e dois abertos. A esquiva inibitoria, associada ao medo aprendido e ao
transtorno de ansiedade generalizada, € medida pelo tempo que o animal leva para
sair do brago fechado em trés tentativas consecutivas. Ja a fuga, relacionada ao medo
incondicionado e ao transtorno de panico, € avaliada pelo tempo que o animal demora
para escapar do braco aberto, também em trés tentativas (Graeff; Netto; Zangrossi,
1998). Sob efeito ansiolitico, 0 animal tende a apresentar uma redugéo na laténcia da
esquiva inibitéria, enquanto, sob efeito panicolitico, observa-se um aumento na
laténcia de fuga (Zangrossi; Graeff, 2014).

O aparato é de MDF e contém trés bracos com dimensdes iguais (50 x 12 cm).
Um braco, fechado por uma parede de 40 cm de altura, esta perpendicular aos outros
dois bracos abertos opostos. Para evitar quedas, os bracos abertos estao circundados
por um aro de acrilico de 1 cm de altura. Todo o aparato esta a 50 cm acima do chao.

Um dia antes do teste comportamental, os ratos foram expostos a um dos
bracos abertos do LTE por 30 minutos. Uma barreira foi colocada no limite da area
central e o fim proximal do braco aberto, isolando, assim, este bragco do resto do
aparato.

No dia do experimento, os animais foram primeiro testados para esquiva
inibitéria. Cada animal foi colocado no final distal do brago fechado do aparato de
frente para a intersecgao entre os bragos. O tempo necessario para o animal deixar
este brago com as 4 patas foi registrado (laténcia basal). Amesma medida foi repetida
em duas tentativas subsequentes (esquiva 1 e esquiva 2) em intervalos de 30
segundos (Figura 8a).

Apos 30 segundos da terceira tentativa de esquiva inibitéria, o rato foi colocado
no final do mesmo brago aberto que ele previamente experenciou e a laténcia para
deixar esse brago com as 4 patas foi registrada 3 vezes (fuga 1, 2 e 3) com um
intervalo de 30 segundos entre cada tentativa (Figura 8b).

Um periodo de corte de 300 segundos foi estabelecido para as laténcias de
esquiva inibitéria e fuga. Apos as 3 tentativas de esquiva inibitéria e 3 tentativas de
fuga de cada animal, o aparato foi limpo com uma solugao de alcool 5% antes da
introdugao do proximo animal, a fim de evitar possiveis rastros de odor. O teste de

cada animal foi gravado em video e analisado posteriormente.
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Figura 8 — LTE

(a) (b)

Fonte: Da autora. Criado em https://BioRender.com.
Legenda: LTE; (a) esquiva inibitéria e (b) fuga.

5.3.2 Campo aberto (CA)

Desenvolvido por Hall (1934), baseia-se na avaliagao da atividade locomotora
do animal como indicadora do seu estado emocional. O teste possibilita observar
comportamentos relacionados a ansiedade devido ao conflito do animal entre o
estimulo de explorar um ambiente novo e o0 medo gerado por espagos abertos e
claros. A avaliagao é feita através da comparacao entre a exploragcédo da area central
(regido aversiva) e da area periférica (regido segura). Tratamento com ansiolitico
tende a aumentar o tempo do animal na area central (Archer, 1973).

O aparato consiste em uma arena quadrada (60 x 60 cm) de acrilico, dividida em
16 quadrantes, com paredes de 30 cm de altura (Figura 9). Cada animal foi colocado,
individualmente, no centro da arena e observado por um periodo de 10 minutos. Apos
cada observagédo, o aparato foi limpo com uma solugdo de &lcool 5% antes da
introdugao do proximo animal, a fim de evitar possiveis rastros de odor.

O teste de cada animal foi gravado em video e analisado pelo software Any Maze
Stoelting (EUA), que quantificou os seguintes parametros: distancia total percorrida
(cm) na area total (representada pelos 16 quadrantes), tempo (s) e numero de
entradas na area central (representada pelos 4 quadrantes centrais), tempo na area
periférica (s) (representada pelos 12 quadrantes adjacentes as paredes da arena).


https://biorender.com/

41

Figura9 — CA

Fonte: Da autora. Criado em https://BioRender.com.

5.3.3 Transicéo claro-escuro (CE)

Este modelo animal caracteriza-se na aversio inata dos roedores a locais com
luz forte. Os animais podem explorar livremente um novo ambiente composto por dois
compartimentos diferentes: protegido (escuro) e desprotegido (iluminado). E gerado
um conflito entre o impulso exploratério e desinteresse pelo compartimento iluminado.
Sob efeito ansiolitico, os animais tendem a permanecer mais tempo no compartimento
iluminado (Crawley et al., 1980).

O aparato consiste em uma caixa feita em acrilico com as seguintes dimensoes:
48 x 24 x 27 cm. A caixa é dividida por uma barreira contendo uma porta (10 x 10 cm),
através da qual cada animal podera atravessar de uma camara para outra, com
tamanhos iguais (24 x 24 x 27 cm): uma de acrilico branco e iluminada, com uma fonte
de luz de 50 lux, e outra de acrilico preto, ndo iluminada (Figura 10).

O animal foi individualmente colocado no meio do compartimento claro de frente
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para a passagem que separa os dois compartimentos. Apos a primeira transi¢ao para
o compartimento escuro, o comportamento do animal foi registrado por um periodo de
5 minutos. Durante este periodo, o tempo total em que o animal ficou no campo claro,
no campo escuro e o numero de transi¢cdes entre os dois compartimentos foram
mensurados. Apos cada observacao, o aparato foi limpo com uma solucéo de alcool
5% antes da introducao do préximo animal, a fim de evitar possiveis rastros de odor.

O teste de cada animal foi gravado em video e analisado posteriormente.

Figura 10 — CE
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Fonte: Da autora. Criado em https://BioRender.com.

5.3.4 Nado forgado (NF)

Baseia-se na observagcao de que um roedor, quando confrontado com a
necessidade de nadar em uma situagao sem saida, apds um periodo inicial de intensa
atividade, acabara por cessar o movimento, limitando-se a fazer apenas o essencial
para manter a cabecga acima da agua. Essa imobilidade comportamental sugere um
estado de desespero, em que o animal reconhece a impossibilidade de fuga e se
conforma com as condigbes experimentais. O uso de antidepressivos geralmente
diminui o tempo de imobilidade (Porsolt et al., 1977).

O animal foi colocado em um cilindro de vidro, com profundidade minima de 30
cm, preenchido com agua (temperatura de aproximadamente 28+29°C), durante 5
minutos (Figura 11). O comportamento de cada animal foi filmado, para posterior
analise dos parametros de nado e imobilidade. Apds 5 minutos de teste, o animal foi
retirado da agua, secado com uma toalha e a agua foi trocada para o préximo animal.
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Vale ressaltar que cada animal foi submetido a uma exposigao prévia de 10 minutos

ao NF, 24 horas antes do teste propriamente dito.

Figura 11 — NF
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5.3.5 Preferéncia por sacarose (PPS)

A anedonia é definida como uma incapacidade de sentir prazer diante de um
estimulo prazeroso e trata-se de um dos sintomas descritos na depressdo. Em modelo
animal, esse comportamento pode ser investigado por meio do teste de PPS, ja que
solucdes adocicadas geralmente provocam uma resposta hedénica (prazerosa) em
roedores. Portanto, um animal sob efeito de um tratamento antidepressivo tende a
demonstrar um aumento na preferéncia por sacarose, indicando uma recuperacao do
comportamento heddnico (Willner et al., 1987; Leeb et al., 1991).

O protocolo seguiu como descrito no artigo de Fonseca-Rodrigues et al. (2022).
Uma semana antes do teste, 0s animais, em suas caixas, foram pré-expostos a duas
garrafas, uma contendo agua e outra solucéo de sacarose 2%, por duas horas e foram
observados para garantir que todos os animais experimentassem a solucdo de
sacarose. No dia do teste, por volta das 18 horas e 45 minutos, os animais foram

transferidos para caixas individuais, idénticas as que estdo habituados e, entdo, foram
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oferecidas para eles duas garrafas graduadas (Agua e sacarose), que ficaram
disponibilizadas durante o periodo ativo (19 horas - 7 horas) (Figura 12). As 7 horas,
as garrafas foram retiradas e foi verificado o volume de agua e sacarose ingeridos. A
PPS foi obtida considerando a seguinte formula:

Preferéncia por sacarose (%) = Ingestdo de sacarose x 100
Ingestéo total (sacarose + agua)

Observacgao: Nao houve restricao de racao, portanto, ela continuou disponivel durante

todo o periodo.

Figura 12 — PPS

SACAROSE 2% AGUA FILTRADA
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5.4 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Dada a colaboragdo com a UFOP, a escolha da dose do extrato de B.
dracunculifolia para o tratamento seguiu os resultados da tese de doutorado do grupo
de pesquisa do Prof. Dr. Leonardo Maximo Cardoso (Carlos Batista et al., 2024),
enquanto o tempo de tratamento foi definido baseado em um estudo que utilizou
extrato da mesma planta e testes semelhantes (Franga et al., 2022).
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A escolha da dose e do tempo de tratamento do controle positivo, fluoxetina (10
mg/kg), tanto para avaliar efeito ansiolitico quanto para antidepressivo, foi baseada
em resultados de estudos anteriores (Mezadri et al., 2011; Ma et al., 2018; Huang et
al., 2022; Jahromy; Baghchesara; Javanshir, 2022; Liu et al., 2023; Patil; Aswar; Vyas,
2023).

O tratamento foi realizado ao longo de 17 dias consecutivos, com a
administracdo de 50 mg/kg do extrato de B. dracunculifolia (BD 50) e 10 mg/kg de
fluoxetina. Para investigar o potencial efeito ansiolitico, os animais foram submetidos
aos testes comportamentais de LTE, CA e CE. Além disso, para avaliar o possivel
efeito antidepressivo do tratamento com BD 50, foram realizados os testes de NF e
PPS. Posteriormente, os animais foram eutanasiados e os encéfalos dissecados
(Figura 13).

Os animais foram divididos em 3 grupos experimentais, tanto para o estudo do
possivel efeito ansiolitico (30 machos e 30 fémeas) quanto antidepressivo (30 machos

e 30 fémeas):

1. Controle (n= 10): agua destilada (veiculo), administrada diariamente, no
periodo da manha, por via oral em volume nao superior a 1 mL, via gavagem,
durante 17 dias consecutivos.

2. BD 50 (n= 10): solucdo com extrato de B. dracunculifolia 50 mg/kg,
administrada diariamente, no periodo da manha, por via oral em volume nao
superior a 1 mL, via gavagem, durante 17 dias consecutivos.

3. Fluoxetina (n= 10): solugcdo com fluoxetina (10 mg/kg), administrada
diariamente, no periodo da manha, por via oral em volume nédo superiora 1 mL,

via gavagem, durante 17 dias consecutivos.



Figura 13 — Delineamento experimental
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5.4.1 Estudo do possivel efeito ansiolitico do extrato de B. dracunculifolia

O tratamento com veiculo, BD 50 e fluoxetina foi feito por 17 dias consecutivos.

No décimo quarto dia de tratamento, os animais foram expostos a um dos bragos

abertos isolado do LTE por 30 minutos. No dia seguinte, décimo quinto dia de

tratamento, foram realizados os testes comportamentais para verificar um possivel

efeito ansiolitico do BD 50. Primeiramente, foi feito o teste de LTE, com trés tentativas

de esquiva inibitéria e trés tentativas de fuga, em seguida o CA por 10 minutos e, por

fim, o teste de

CE por 5 minutos.

Apods o CE, os animais foram tratados por mais dois dias consecutivos, a fim

de eliminar a variavel dos testes comportamentais nas analises oxidativas. No décimo

oitavo dia, os animais foram eutanasiados com cetamina (300 mg/kg) e xilazina (30

mg/kg) e foi feita a retirada dos encéfalos para posteriores analises (Figura 14).
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Figura 14 — Linha experimental para estudo do efeito ansiolitico
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5.4.2 Estudo do possivel efeito antidepressivo do extrato de B. dracunculifolia

O tratamento com veiculo, BD 50 e fluoxetina foi feito por 17 dias consecutivos.
No décimo quarto dia de tratamento, os ratos foram expostos ao pré-teste do NF por
10 minutos, sendo que no dia seguinte foi realizado o teste propriamente dito. No
décimo sexto dia, no periodo da noite, foi iniciado o teste de PPS que finalizou no dia
seguinte, pela manha, sendo que o pré-teste foi realizado na semana anterior, no nono
dia de tratamento.

Os animais foram tratados no décimo sétimo dia a fim de eliminar a variavel
dos testes comportamentais nas analises oxidativas. No décimo oitavo dia, os animais
foram eutanasiados com cetamina (300 mg/kg) e xilazina (30 mg/kg) e foi feita a

retirada dos encéfalos para posteriores analises (Figura 15).
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Figura 15 — Linha experimental para estudo do efeito antidepressivo
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5.5 ANALISES OXIDATIVAS

5.5.1 Determinagao da concentragao de proteina

Para os experimentos a seguir, a concentracdo de proteinas nas amostras foi
determinada utilizando o ensaio colorimétrico de Bradford (Sigma-Science). Foram
pipetados 5 uL de cada amostra, previamente homogeneizada e centrifugada,
conforme descrito para cada ensaio abaixo, e 200 uL do reagente de Bradford em uma
placa de Elisa de 96 pocos. Para a calibragdo do ensaio, uma curva padrao de
albumina de soro bovino (BSA) foi criada com as seguintes concentragdes: 0,0625
mg/dL, 0,125 mg/dL, 0,250 mg/dL, 0,5 mg/dL, 1,0 mg/dL e 2,0 mg/dL (Figura 13). A
diluicao ideal foi selecionada com base na amostra cuja absorbancia mais se

aproximou do valor médio da curva padrao.

5.5.2 Avaliagao dos niveis de glutationa (GSH)

O teste de GSH utiliza o &cido 5,5'-ditiobis(2-nitrobenzoico) (DTNB) e
fundamenta-se na reagédo entre a GSH e o DTNB, resultando na formagao de um
produto colorido. Nesta reacao, o DTNB, que contém um grupo sulfidrila (SH), interage
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com a GSH presente na amostra, transformando-se em 2-nitro-5-tiobenzoato (TNB).
Esse processo ocorre em meio aquoso e resulta em uma coloragdo amarelada. A
intensidade da colorag&o gerada é diretamente proporcional a concentracédo de GSH
na amostra (Rahman; Kode; Biswas, 2006).

Os encéfalos foram homogeneizados em PBS 10x (pH 7,4) (4 g de NaCl, 0,58
g de Na:HPO4, 0,1 g de KH2PO4, 0,1 g de KCI e g.s.p. 50 mL de agua destilada),
sendo diluido para 1x no momento do uso. Em seguida, as amostras foram
centrifugadas a 3500 rpm por 30 minutos a 4°C. Os sobrenadantes resultantes foram
utilizados para o ensaio de GSH. Para medir os niveis de GSH, 100 uL do
sobrenadante de cada amostra foi misturado com 100 pyL de acido tricloroacético
(0,0125%), agitado em vértex e mantido no gelo por 30 minutos. Em seguida, as
amostras foram centrifugadas a 3000 rpm por 15 minutos a 4°C, e o sobrenadante foi
transferido para Eppendorfs identificados. Posteriormente, 80 yL de cada amostra foi
combinado com 200 pL de tampéo Tris (pH 8,0) e 5 yL de DTNB em uma placa de
Elisa de 96 pocgos e a absorbancia foi medida a um comprimento de onda de 415 nm
(Figura 16). Os resultados foram expressos em ug de GSH/mg de proteina, apés a

normalizagdo com a concentragao proteica.

5.5.3 Avaliagao da atividade tecidual da catalase (CAT)

O método quantifica a velocidade de decomposi¢cao de H>O2 pela enzima CAT
presente na amostra. Os encéfalos foram homogeneizados em PBS 10x (pH 7,4) (4 g
de NaCl, 0,58 g de NazHPO4, 0,1 g de KH2PO4, 0,1 g de KClI e g.s.p. 50 mL de agua
destilada), sendo diluido para 1x no momento do uso. Em seguida, as amostras foram
centrifugadas a 3500 rpm por 30 minutos a 4°C. Entdo, foi adicionado 5 pL do
sobrenadante de cada amostra a 1695 uL de PBS (pH 7,4) em uma cubeta de quartzo
e zerado o espectrofotdmetro a 250 nm. Em seguida, adicionou-se 300 uL de H20>
com agitador magnético e, imediatamente apds homogeneizagao, verificou-se a
velocidade de decomposigdao em um periodo de 1, 30 e 60 segundos (Figura 16). Para
os calculos, subtraiu-se o valor inicial do valor final de absorbancia, expressando os

resultados em unidades CAT/mg de proteina (Aebi, 1984).
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5.5.4 Avaliacao da atividade tecidual da superéxido dismutase (SOD)

O Oz~ gerado pela agédo da xantina oxidase sobre a hipoxantina, reage com
hidroxilamina para formar ion nitrico. Este ion, por sua vez, interage com a-
naftilenodiamino e acido sulfanilico (reagente C), resultando em um produto colorido
cuja intensidade é proporcional a quantidade de O>™ produzido. A atividade da SOD
na amostra inibe a reagéo do O27, ja que o radical é dismutado em H20; (Oyanagui,
1984).

Os encéfalos foram homogeneizados em PBS 10x (pH 7,4) (4 g de NaCl, 0,58
g de Na:HPO4, 0,1 g de KH2PO4, 0,1 g de KCI e g.s.p. 50 mL de agua destilada),
sendo diluido para 1x no momento do uso. Em seguida, as amostras foram
centrifugadas a 3500 rpm por 30 minutos a 4°C. Para a analise, 20 uL do
sobrenadante, selecionado por testes preliminares, foram utilizados. Cada tubo de
ensaio recebeu 20 pL da amostra, 230 uL de agua destilada, 50 pL de hidroxilamina,
100 uL de hipoxantina e 100 pL de xantina oxidase. As amostras foram para banho-
maria a 37°C por 30 minutos no escuro. Apds esse periodo, 1 mL de reagente C foi
adicionado e os tubos foram incubados a temperatura ambiente por 20 minutos. A
leitura foi realizada no espectrofotdmetro a 550 nm (Figura 16). Os valores foram
expressos em U/mg de proteina, sendo que 1 U corresponde a atividade enzimatica

necessaria para promover a dismutagao de 50% dos radicais superoxido.
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Figura 16 — Esquema das analises de GSH, CAT e SOD
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5.5.5 Avaliagao das espécies reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS)

Atécnica de TBARS fundamenta-se nareagao entre o MDA, um produto gerado
pela peroxidacdo lipidica, e o acido tiobarbiturico (TBA) sob condicbes de
aquecimento. Durante a peroxidacao lipidica, o MDA é formado e, ao interagir com o
TBA em meio acido, resulta na formagao de um aduto estavel que apresenta coloragao
rosa. A intensidade dessa coloragao é diretamente proporcional a concentragdo de
MDA na amostra, permitindo a quantificacao (De Leon; Borges, 2020).

Para o ensaio, os encéfalos foram homogeneizados em tampéao de lise RIPA (1
mL de PBS 10x; 0,1 mL de IGEPAL; 0,05 g de deoxicolato de sodio; 0,1 mL de SDS
10%; agua destilada q.s.p. 10 mL; 4 pyL de PMSF e 5 pL do inibidor de protease) e
centrifugados por 30 minutos a 3500 rpm e 4°C. Foram utilizados 150 pyL de amostra,
25 uL de SDS 8,1% e 1 mL de reagente de cor (50% acido acético, 50% hidroxido de

soédio e TBA), aquecidos em banho seco a 100°C por 1 hora, seguidos de resfriamento
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em gelo por 10 minutos e centrifugagao a 8000 rpm por 10 minutos a 4°C. Apds isso,
150 pL das amostras e da curva padrao foram aplicados em uma placa de Elisa e lidos

a 540 nm em um leitor de microplacas (Figura 17).

Figura 17 — Esquema da analise de TBARS
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5.6 ANALISE DA EXPRESSAO DO BDNF POR WESTERN BLOTTING

Western blotting € uma técnica amplamente utilizada para detectar ou
semiquantificar proteinas especificas em misturas complexas de proteinas extraidas
de células ou tecidos (Sule; Rivera; Gomes, 2023). Neste estudo, essa técnica foi
aplicada para avaliar os niveis proteicos de BDNF em estruturas cerebrais, incluindo
cortex pré-frontal, corpo estriado, hipocampo e hipotalamo.

Os tecidos foram inicialmente homogeneizados em tampéo de lise RIPA (1 mL
de PBS 10x, 0,1 mL de IGEPAL, 0,05 g de deoxicolato de sddio, 0,1 mL de SDS 10%,
agua destilada qg.s.p. 10 mL, 20 yL de PMSF e 10 pL de inibidor de protease). As
amostras foram centrifugadas a 3500 rpm por 15 minutos a 4°C, e o sobrenadante foi
coletado para analise.

Para a separacgao das proteinas, utilizou-se um gel de poliacrilamida em duas
fases: um gel de corrida a 12,5% (4 géis: 12,72 mL de agua destilada, 16,68 mL de
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acrilamida 30% + bis-acrilamida 0,8%, 10 mL de Tris 1,5 M pH 8,8, 400 uL de SDS
10%, 400 pL de APS e 28 pL de TEMED) e um gel de empilhamento a 4% (4 géis: 6
mL de agua destilada, 1,34 mL de acrilamida 30% + bis-acrilamida 0,8%, 2,5 mL de
Tris 0,5 M pH 6,8, 100 pL de SDS 10%, 200 pL de APS e 15 yL de TEMED). O gel de
corrida foi vertido entre placas de vidro (Bio-Rad), e 1 mL de isopropanol 50% foi
adicionado para assegurar uma polimerizagdo uniforme. Apos a formagao do gel, o
isopropanol foi descartado, o gel de empilhamento foi adicionado e um pente de 15
pocos foi posicionado.

Os sobrenadantes foram diluidos em tamp&o de amostra (2,3 mL de Tris 2,0 M
(pH 6,8), 15 mL de SDS 10%, 7,5 mg de azul de bromofenol, q.s.p. 25 mL de glicerol
e 5 mL de B-mercaptoetanol). Em seguida, as amostras foram desnaturadas em
banho-seco a 90°C por 5 minutos. Para a corrida eletroforética, foram carregados 75
Mg de proteina de cada amostra dos machos e 100 ug de proteina das amostras das
fémeas nos pogos do gel, juntamente com 3 uL de marcador de peso molecular
(PageRuler Plus Prestained Protein Ladder, 26619, Thermo Scientific). A corrida foi
conduzida utilizando equipamento da Bio-Rad e tampéao de corrida 10x (30,08 g de
Tris base, 144,12 g de glicina, 10 g de SDS, g.s.p. 1000 mL de agua destilada),
previamente diluido para 1x no dia do experimento. O procedimento foi realizado com
uma voltagem de 80 V por 20 minutos para empilhamento das proteinas e 90 V por 2
horas para sua separagao.

Ap0s a corrida, as proteinas foram transferidas para uma membrana de PVDF
previamente ativada em metanol. A transferéncia foi realizada em sistema umido com
equipamento da Bio-Rad, utilizando tampao de transferéncia (3,03 g de Tris base, 14,4
g de glicina, 200 mL de metanol, q.s.p. 1000 mL de agua destilada) a 100 V por 1 hora
e 20 minutos. A eficiéncia da transferéncia foi confirmada pela coloragdo das
membranas com solugdo de Ponceau 10x (2 g de Ponceau 2%, 30 g de &cido
tricloroacético 30%, 30 g de &cido sulfosalicilico 30%, q.s.p. 100 mL de &gua
destilada), diluida para 1x, por 3 minutos sob agitacdo. Apés a confirmacgao, as
membranas foram lavadas com TBS-T (12,11 g de Tris base, 9 g de NaCl, 1000 uL de
Tween 20, g.s.p. 1000 mL de agua destilada) para a remogao do corante.

O bloqueio das membranas foi realizado com leite desnatado Molico 5% diluido
em TBS-T por 2 horas e 30 minutos a temperatura ambiente, sob agitacdo constante,
para evitar ligacdes inespecificas. Apds cinco lavagens com TBS-T por 5 minutos
cada, as membranas foram incubadas overnight (16 horas) a 4°C com o anticorpo



54

primarios anti-BDNF (BDNF Recombinant Rabbit Monoclonal Antibody (ARC0303),
MAS5-35595, Thermo Fisher Scientific) diluido na proporgao de 1:1000 em TBS-T. Em
seguida, as membranas foram novamente lavadas cinco vezes por 5 minutos cada e
incubadas com o anticorpo secundario anti-rabbit (ECL™ Anti-Rabbit IgG, Horseradish
Peroxidase-Linked Whole Antibody (from donkay), NA9934, GE Healthcare), diluido
na proporcao de 1:2000 em TBS-T, por 1 hora e 30 minutos a temperatura ambiente.
Apds nova série de cinco lavagens por 5 minutos cada, a proteina de interesse foi
detectada por quimioluminescéncia (ECL) e as imagens capturadas no sistema de
imagem ImageQuant LAS 500.

ApoOs a detecgdo do alvo primario, as membranas foram submetidas ao
processo de stripping utilizando tampao especifico (15 g de glicina, 1 g de SDS, 20
mL de Tween 20 e g.s.p. 1000 mL de agua destilada) em duas etapas de 10 minutos
cada, seguidas por tratamento com tampao PBS pH 7,2 10x (82 g de NaCl, 10,5 g de
Na2HPO4, 3,55 g de NaH2PO4 e g.s.p. 1000 mL de agua destilada), diluido para 1x,
também em duas etapas de 10 minutos cada. As membranas foram entdo lavadas
duas vezes por 5 minutos cada com TBS-T.

Em seguida, as membranas foram novamente bloqueadas com leite desnatado
Molico 5% em TBS-T e incubadas com o anticorpo primario anti-tubulina (alpha
Tubulin Monoclonal Antibody (236-10501), A21371, Thermo Fisher Scientific), diluido
na proporcao de 1:1000, overnight (16 horas) a 4°C. Ap6s o mesmo protocolo de
incubagdo com anticorpo secundario, anti-mouse (ECL™ Anti-Mouse 1gG,
Horseradishe Peroxidase Linked Whole Antibody (from sheep), NA931, GE
Healthcare), e detecgdo descrito anteriormente, as bandas obtidas foram
quantificadas por densitometria utilizando o software ImageQuant TL. Os niveis
proteicos foram normalizados pela expressao da tubulina, utilizada como controle

endégeno (Figura 18).



Figura 18 — Esquema da analise de BDNF pela técnica Western blotting
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¢ Incubagéo com anticorpo primario por 16 horas =
e secundario por 1 hora e 30 minutos. n
\ Revelagao pelo

método ECL.

Todos os dados foram analisados utilizando o software GraphPad Prism 8. Foi

empregada a analise de variancia de uma via (one-way ANOVA) ou duas vias para

medidas repetidas (two-way RM ANOVA), seguida pelo pos-teste de Tukey para

comparagdes multiplas quando apropriado. Foram considerados estatisticamente

diferentes valores com p < 0,05. Os graficos foram representados com média + erro

padréo da média.
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6 RESULTADOS

6.1 AVALIACAO COMPORTAMENTAL RELACIONADA AO EFEITO ANSIOLITICO

Nos machos, a two-way RM ANOVA revelou efeitos significativos tanto para o
tratamento (F(2,78)= 11,09, p < 0,0001) quanto para as tentativas (F(2,78)= 11,87, p
< 0,0001) na esquiva inibitéria. Contudo, n&do foi observada interagcdo entre esses
fatores (F(4,78)= 0,07971, p= 0,9883). As laténcias da linha de base, esquiva 1 e
esquiva 2 para os machos estéo ilustradas na Figura 19 (a). O pds-teste de Tukey
indicou que a administragdo crénica de BD 50 durante 14 dias reduziu
significativamente a laténcia de esquiva 1 (p < 0,05) em comparagdo com 0 grupo
controle. A administracéo de fluoxetina (10 mg/kg) também diminuiu as laténcias da
linha de base (p < 0,05), esquiva 1 (p < 0,05) e esquiva 2 (p < 0,05) em relagdo ao
grupo controle, indicando um claro efeito ansiolitico.

Nas fémeas, a two-way RM ANOVA indicou efeitos significativos tanto para o
tratamento (F(2,78)= 15,18, p < 0,0001) quanto para as tentativas (F(2,78)= 29,16, p
< 0,0001) na esquiva inibitéria. No entanto, ndo foi observada interagao entre esses
fatores (F(4,78)= 0,9983, p= 0,4137). As laténcias da linha de base, esquiva 1 e
esquiva 2 para as fémeas estao apresentadas na Figura 19 (b). O pds-teste de Tukey
revelou que o tratamento crénico com BD 50 por 14 dias reduziu significativamente as
laténcias da linha de base (p < 0,05), esquiva 1 (p < 0,0001) e esquiva 2 (p < 0,0001)
em comparagao com o grupo controle. De forma semelhante, o grupo tratado com
fluoxetina (10 mg/kg) apresentou reducdes significativas nas laténcias de esquiva 1 (p
< 0,001) e esquiva 2 (p < 0,01) em relagdo ao grupo controle, reforcando o efeito
ansiolitico observado.

Em relagdo a analise de fuga nos machos, a two-way RM ANOVA nao revelou
efeitos significativos para o tratamento (F(2,78)= 1,396, p= 0,2536) e para as
tentativas (F(2,78)= 1,774, p= 0,1764). Além disso, nao foi detectada interagao entre
esses fatores (F(4,78)= 0,5134, p= 0,7261). As laténcias de fuga 1, fuga 2 e fuga 3
dos machos estao resumidas na Figura 19 (c).

No caso das fémeas, a two-way RM ANOVA revelou um efeito significativo do
fator tentativa na analise de fuga (F(2,78)= 6,846, p= 0,0018). Entretanto, ndo foram
observados efeitos significativos no tratamento (F(2,78)= 2,662, p= 0,0761) e na
interagao entre os fatores (F(4,78)= 0,1401, p= 0,9668). A Figura 19 (d) ilustra os
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resultados da anadlise de fuga das fémeas. O pds-teste de Tukey revelou que o
tratamento crénico com BD 50 durante 14 dias nao resultou em diferencas
estatisticamente significativas nas laténcias de fuga 1, fuga 2 e fuga 3 em comparagéao
com o grupo controle (p > 0,05). Por outro lado, o grupo tratado com fluoxetina (10
mg/kg) apresentou um aumento significativo na laténcia de fuga 3 (p < 0,05) em

relagdo ao grupo controle, sugerindo um efeito panicolitico nos animais tratados.

Figura 19 — Efeitos do BD 50 nos animais no teste do LTE
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Fonte:  Da autora. Criado em GraphPad Prism 8.

Legenda: Efeitos do BD 50 nos animais no teste do LTE. Representagao dos parametros de esquiva
inibitéria nos machos (a) e nas fémeas (b), bem como de fuga nos machos (c) e nas fémeas
(d) de ratos Wistar avaliados no teste do LTE. Os dados sdo apresentados como média +
erro padrao da média (EPM), com 9 a 10 animais por grupo: controle (n=9), BD 50 (n= 10) e
fluoxetina (10 mg/kg) (n= 10). Diferencgas estatisticamente significativas em relagéo ao grupo
controle tratado com agua destilada: *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001. Analise
realizada por two-way RM ANOVA seguida de pos-teste de Tukey.
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No teste do CA, a atividade locomotora durante 10 minutos dos grupos de
machos é apresentada na Figura 20 (a). A one-way ANOVA revelou um efeito
significativo do tratamento (F(2, 26)= 6,557, p= 0,0049) na distancia percorrida. No
pos-teste de Tukey, a administracdo crénica de BD 50 por 14 dias resultou em um
aumento significativo na distancia percorrida na arena (p < 0,05), com efeito
semelhante ao observado no controle positivo fluoxetina (10 mg/kg) (p < 0,01).

Em relagédo as fémeas, a atividade locomotora durante o0 mesmo intervalo de
tempo esta ilustrada na Figura 20 (b). A one-way ANOVA indicou um efeito significativo
do tratamento (F(2, 26)= 5,585, p= 0,0096) na distancia percorrida. O pds-teste de
Tukey revelou que o tratamento crénico com BD 50 por 14 dias também promoveu um
aumento significativo na distancia percorrida (p < 0,05), com resultados comparaveis
aos observados no grupo controle positivo fluoxetina (10 mg/kg) (p < 0,01).

O numero de entradas na area central do CA pelos machos ao longo de 10
minutos € apresentado na Figura 20 (c). A one-way ANOVA revelou um efeito
significativo do tratamento (F(2, 26)= 15,45, p < 0,0001) no numero de entradas. O
pos-teste de Tukey indicou que o tratamento crénico com BD 50 por 14 dias aumentou
significativamente o numero de entradas na area central em comparagéo com o grupo
controle (p < 0,0001), com efeito semelhante ao do controle positivo fluoxetina (10
mg/kg) (p < 0,001).

Para as fémeas, a one-way ANOVA revelou um efeito significativo do
tratamento no numero de entradas na area central (F(2, 26)= 7,953, p= 0,0020). No
pos-teste de Tukey, observou-se que o tratamento crénico com BD 50 por 14 dias n&o
resultou em um aumento significativo no numero de entradas na area central (p >
0,05). Em contraste, o controle positivo fluoxetina (10 mg/kg) resultou em um aumento
significativo nas entradas na area central em comparagao com o grupo controle (p <
0,01), como ilustrado na Figura 20 (d).

A one-way ANOVA também revelou um efeito significativo do tratamento no
tempo gasto pelos machos na area central do CA (F(2, 26)= 13,38, p= 0,0001). No
poOs-teste de Tukey, verificou-se que o tratamento crénico com BD 50 por 14 dias
aumentou significativamente o tempo gasto na area central (p < 0,001) em
comparagao com o grupo controle. Da mesma forma, o controle positivo fluoxetina (10
mg/kg) também promoveu um aumento significativo no tempo gasto na area central,
com resultados semelhantes aos observados no grupo tratado com BD 50 (p < 0,001),
conforme mostrado na Figura 20 (e).
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No caso das fémeas, a one-way ANOVA indicou um efeito significativo do
tratamento no tempo gasto na area central do CA (F(2, 26)= 3,765, p= 0,0366). No
pos-teste de Tukey, o tratamento crénico com BD 50 por 14 dias ndo resultou em
aumento significativo no tempo gasto na area central (p > 0,05) quando comparado
ao grupo controle. Por outro lado, o controle positivo fluoxetina (10 mg/kg) resultou em
um aumento significativo no tempo gasto na area central (p < 0,05) em comparagao
com o grupo controle, conforme apresentado na Figura 20 (f).

Em relagédo ao tempo gasto pelos machos na area periférica da arena do CA, a
one-way ANOVA indicou um efeito significativo do tratamento (F(2, 26)= 13,78, p <
0,0001). O pés-teste de Tukey revelou que o tratamento crénico com BD 50 por 14
dias reduziu significativamente o tempo gasto na area periférica em comparagdo com
o grupo controle (p < 0,001). Da mesma forma, o controle positivo fluoxetina (10
mg/kg) também resultou em uma redugdo significativa no tempo gasto na éarea
periférica (p < 0,001), como apresentado na Figura 20 (g).

Quanto as fémeas, a one-way ANOVA revelou um efeito significativo do
tratamento no tempo gasto na area periférica do CA (F(2, 26)= 3,765, p= 0,0366). No
pos-teste de Tukey, observou-se que o tratamento crénico com BD 50 por 14 dias nao
resultou em uma redugdo significativa no tempo gasto na area periférica em
comparagao com o grupo controle (p > 0,05). Em contrapartida, o controle positivo
fluoxetina (10 mg/kg) promoveu uma reducgao significativa no tempo gasto na area
periférica (p < 0,05) em comparagao ao grupo controle, conforme mostrado na Figura
20 (h).

Por fim, a atividade locomotora total, central e periférica dos machos e fémeas
pode ser visualizada na Figura 21, por meio de graficos que ilustram a posicéo do
ponto central dos animais durante o teste, gerados pelo software AnyMaze (Stoelting,
EUA). Considerando os parametros analisados no teste de CA, os resultados
demonstram um claro efeito ansiolitico do BD 50, similar ao do controle positivo

fluoxetina (10 mg/kg), para os animais machos, mas nao tao evidente para as fémeas.
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Figura 20 — Efeitos do BD 50 nos animais no teste do CA
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Fonte: Da autora. Criado em GraphPad Prism 8.

Legenda: Efeitos do BD 50 nos animais no teste de CA. Representagdo dos parametros de distancia
percorrida pelos machos (a) e fémeas (b), nimero de entradas na area central pelos machos
(c) e fémeas (d), tempo na area central pelos machos (e) e fémeas (f), e tempo na area
periférica pelos machos (g) e fémeas (h) de ratos Wistar avaliados durante 10 minutos no
teste de CA. Os dados sao apresentados como média + erro padrédo da média (EPM), com 9
a 10 animais por grupo: controle (n= 9), BD 50 (n= 10) e fluoxetina (10 mg/kg) (n= 10).
Diferengas estatisticamente significativas em relagdo ao grupo controle tratado com agua
destilada: *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001. Andlise realizada por one-way
ANOVA seguida de pos-teste de Tukey.

Figura 21 — Graficos da posicédo do ponto central de cada animal no teste do CA

fornecidos pelo software Any Maze Stoelting (EUA)
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Fonte:  Da autora. Criado em Any Maze Stoelting (EUA).

Legenda: Graficos da posicao do ponto central de um animal representativo de cada grupo de ratos
Wistar avaliados durante 10 minutos no teste de CA fornecidos pelo software Any Maze
Stoelting (EUA). Grupos de machos: controle (a), BD 50 (b) e controle positivo fluoxetina (10
mg/kg) (c). Grupos de fémeas: controle (d), BD 50 (e) e controle positivo fluoxetina (10 mg/kg)

(f).
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O tempo gasto pelos machos no campo claro (a), no campo escuro (c) € 0
numero de entradas no campo claro (e) durante o teste de CE por 5 minutos estéo
apresentados na Figura 22. A one-way ANOVA indicou que ndo houve efeito
significativo no tratamento em relagao ao tempo no campo claro (F(2, 26)= 0,9809, p=
0,3884), ao tempo no campo escuro (F(2, 26)= 0,9791, p= 0,3891) e ao numero de
entradas no campo claro (F(2, 26)= 0,2616, p= 0,7718). O pos-teste de Tukey
confirmou que a administragao cronica de BD 50, assim como a do controle positivo
fluoxetina (10 mg/kg) por 14 dias, ndo resultou em diferencas estatisticamente
significativas no numero de entradas ou no tempo gasto no campo claro em
comparagao com o grupo controle (p > 0,05). Da mesma forma, ndo houve redugéo
significativa no tempo gasto no campo escuro em relagao ao controle (p > 0,05).

Nos resultados das fémeas, o tempo gasto no campo claro (b), o tempo no
campo escuro (d) e o numero de entradas no campo claro (f) durante o teste de CE
por 5 minutos estdo apresentados na Figura 22. A analise one-way ANOVA indicou
que nao houve diferenga significativa entre os tratamentos em relagédo ao tempo no
campo claro (F(2,26)= 0,5088, p= 0,6071), assim como no tempo gasto no campo
escuro (F(2,26)= 0,5088, p= 0,6071). No entanto, em relagdo ao numero de entradas
no campo claro, a one-way ANOVA indicou efeito significativo no tratamento (F(2, 26)=
3,802, p= 0,0356). O pos-teste de Tukey mostrou que o tratamento crénico com BD
50 por 14 dias aumentou significativamente o niumero de entradas no campo claro em
comparagao com o grupo controle (p < 0,05), sugerindo maior atividade exploratoria
e possivelmente um efeito ansiolitico. Por outro lado, a fluoxetina (10 mg/kg) nao
apresentou diferencas significativas em relagéo ao grupo controle nos trés parametros

analisados (p > 0,05).



Figura 22 — Efeitos do BD 50 nos animais no teste de CE
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Fonte: Da autora. Criado em GraphPad Prism 8.

Legenda: Efeitos do BD 50 nos animais no teste de CE. Tempo no campo claro para os machos (a) e
para as fémeas (b), tempo no campo escuro para os machos (c) e para as fémeas (d), nimero
de entradas no campo claro para os machos (€) e para as fémeas (f) de ratos Wistar avaliados
durante 5 minutos no teste de CE. Os dados séo apresentados como média + erro padrao da
média (EPM), com 9 a 10 animais por grupo: controle (n= 9), BD 50 (n= 10) e fluoxetina (10
mg/kg) (n= 10). Significancia estatistica em relacdo ao grupo controle tratado com agua
destilada: *p < 0,05. Analise realizada por one-way ANOVA seguida de pés-teste de Tukey.

6.2 AVALIACAO COMPORTAMENTAL RELACIONADA  AO EFEITO
ANTIDEPRESSIVO

No teste de NF, os parametros analisados estdo apresentados na Figura 23. A
one-way ANOVA indicou que, nos machos, o tratamento ndo teve efeito significativo
sobre o tempo de natagao (F(2,26)= 0,6968, p= 0,5073) e o tempo de imobilidade
(F(2,26)= 0,6968, p= 0,5073). Esses resultados sugerem que o tratamento crénico
com BD 50 e fluoxetina (10 mg/kg) ndo apresentou efeito antidepressivo nos machos
neste modelo experimental.

Nas fémeas, a one-way ANOVA revelou efeito significativo tanto no tempo de
natacgao (F(2, 26)= 12,26, p= 0,0002) quanto no tempo de imobilidade (F(2, 26)= 12,26,
p= 0,0002) no tratamento. O pos-teste de Tukey mostrou que o grupo tratado com BD
50 por 14 dias apresentou um aumento significativo no tempo de natagao (Figura 23,
b) e uma reducao no tempo de imobilidade (Figura 23, d) em comparagao ao grupo
controle (p < 0,05), sugerindo um efeito antidepressivo. O controle positivo, fluoxetina
(10 mg/kg), resultou em um aumento significativo no tempo de natacéao (Figura 23, b)
(p < 0,001) e uma redugao acentuada no tempo de imobilidade (Figura 23, d) (p <
0,001), confirmando seu efeito antidepressivo e mostrando uma similaridade parcial

com o grupo tratado com BD 50.
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Figura 23 — Efeitos do BD 50 nos animais no teste do NF
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Fonte:  Da autora. Criado em GraphPad Prism 8.

Legenda: Efeitos do BD 50 nos animais no teste de NF. Tempo de natagdo dos machos (a) e das fémeas
(b), e tempo de imobilidade dos machos (c) e das fémeas (d) de ratos Wistar avaliados durante
5 minutos no teste de NF. Os dados sdo expressos como média + erro padrdo da média
(EPM). Grupos: controle (n= 9), BD 50 (n= 10) e fluoxetina (10 mg/kg) (n= 10). Diferencas
estatisticamente significativas em relagdo ao grupo controle tratado com agua destilada sé&o
indicadas por *p < 0,05 e ***p < 0,001. Analise realizada por one-way ANOVA seguida de pds
teste de Tukey.
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No teste de PPS, os resultados referentes ao consumo de agua (a), consumo
de solugédo de sacarose (c) e a porcentagem de preferéncia por sacarose (e) nos
machos estdo apresentados na Figura 24. A one-way ANOVA nao revelou efeito
significativo do tratamento sobre os paradmetros avaliados: consumo de agua (F(2,
27)= 0,3233, p= 0,7265), consumo de sacarose (F(2, 27)= 1,224, p= 0,3099) e
preferéncia por sacarose (F(2, 27)= 0,8395, p= 0,4429), sugerindo a auséncia de
efeito antianeddnico de BD 50 e da fluoxetina (10 mg/kg) nos machos tratados.

Para as fémeas, os parametros de consumo de agua (b), consumo de solugéo
de sacarose (d) e a porcentagem de preferéncia por sacarose (f) estao ilustrados na
Figura 24. A one-way ANOVA também n&do demonstrou diferenga significativa no
tratamento nos parametros avaliados: consumo de agua (F(2, 27)= 0,6627, p=
0,5236), consumo de sacarose (F(2, 27)= 1,567, p= 0,2270) e preferéncia por
sacarose (F(2, 27)= 0,09505, p= 0,9096). Isso indica que a administracédo cronica de
BD 50 e fluoxetina (10 mg/kg) néo resultou em diferencas significativas em relagéo ao
grupo controle nos trés parametros avaliados, sugerindo que nenhum dos dois

tratamentos exerceu efeito antianedénico nas fémeas neste modelo experimental.
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Figura 24 — Efeitos do BD 50 nos animais no teste de PPS
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Da autora. Criado em GraphPad Prism 8.

Efeitos do BD 50 nos animais no teste de PPS. Consumo de agua (a) e de sacarose (c) em
machos, e consumo de agua (b) e de sacarose (d) em fémeas, além da preferéncia por
sacarose (e) em machos e (f) em fémeas, de ratos Wistar no PPS por 12 horas. Os dados
sao apresentados como média + erro padrdo da média (EPM). Grupos: controle (n= 10), BD
50 (n= 10) e fluoxetina (10 mg/kg) (n= 10). Analise realizada por one-way ANOVA seguida de
pos-teste de Tukey.
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6.3 AVALIACAO BIOQUIMICA RELACIONADA AO EFEITO ANTIOXIDANTE

Nos machos, a one-way ANOVA revelou que, para os niveis de GSH, nao
houve diferenga significativa entre os tratamentos (F(2, 32)= 1,377, p= 0,2669). Por
outro lado, foram observadas diferengas significativas nos tratamentos em relagéo a
atividade de CAT (F(2, 30)= 3,655, p= 0,0380) e SOD (F(2, 23)= 4,409, p= 0,0239),
enquanto a produgdo de TBARS nao apresentou diferenga significativa (F(2, 33)=
0,4917, p= 0,6160). No pos-teste de Tukey, a Figura 25 (a) ilustra que ndo houve
aumento significativo nos niveis de GSH nos encéfalos dos machos tratados
cronicamente com BD 50 ou fluoxetina (10 mg/kg) em comparagdo com 0 grupo
controle (p > 0,05). No entanto, conforme demonstrado na Figura 25 (c) e (e),
observou-se um aumento significativo na atividade das enzimas antioxidantes CAT e
SOD nos encéfalos dos machos tratados com BD 50, em relagdo ao controle (p <
0,05), indicando um efeito antioxidante do extrato na dose de 50 mg/kg. Por outro lado,
o tratamento com fluoxetina (10 mg/kg) néo resultou em aumento significativo na
atividade de CAT ou SOD em comparagao com o grupo controle. A Figura 25 (g)
demonstra que nao houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos
tratados (controle, BD 50 e fluoxetina 10 mg/kg) em relagédo a producédo de TBARS,
indicando que tanto o tratamento com BD 50 quanto com fluoxetina (10 mg/kg) nao
provocaram alteragcdes na peroxidacao lipidica nos encéfalos dos machos.

Em relagao as fémeas, a one-way ANOVA revelou que nao houve diferencga
significativa nos niveis de GSH (F(2, 33)= 0,07537, p= 0,9276), na atividade de CAT
(F(2, 33)= 0,4970, p= 0,6128) e de SOD (F(2, 31)= 2,525, p= 0,0964). No entanto, a
producao de TBARS apresentou efeito significativo no tratamento (F(2, 29)= 3,810, p=
0,0340). O pos-teste de Tukey revelou que o tratamento crénico com BD 50 ou
fluoxetina (10 mg/kg) nao provocou aumento nos niveis de GSH (p > 0,05), nem na
atividade das enzimas antioxidantes CAT (p > 0,05) e SOD (p > 0,05), além de néo ter
gerado diferencgas significativas na producao de TBARS (p > 0,05) nos encéfalos das
fémeas, conforme ilustrado na Figura 25 (b), (d), (f) e (h). Esses resultados indicam a
auséncia de efeitos antioxidantes ou alteragbes na peroxidacao lipidica em resposta

aos tratamentos no SNC das fémeas.



Figura 25 — Efeitos do BD 50 nos animais nos parédmetros de estresse oxidativo
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Fonte: Da autora. Criado em GraphPad Prism 8.

Legenda: Efeitos do BD 50 nos parametros de estresse oxidativo no encéfalo de ratos Wistar machos
e fémeas. Niveis de GSH nos machos (a) e nas fémeas (b), atividade de CAT nos machos
(c) e nas fémeas (d), atividade de SOD nos machos (e) e nas fémeas (f), e producéo de
TBARS nos machos (g) e nas fémeas (h) apds tratamento cronico de 17 dias com BD 50.
Cada valor representa a média + erro padrao da média (EPM) de 8 a 12 animais. *p < 0,05
comparado ao grupo controle tratado com agua destilada. Grupos: controle, BD 50 e
fluoxetina (10 mg/kg). Analise realizada por one-way ANOVA seguida de pds-teste de Tukey.

6.4 AVALIACAO DA EXPRESSAO DO BDNF RELACIONADA AO EFEITO
NEUROPROTETOR

Nos machos, a one-way ANOVA nao revelou diferengas significativas entre os
tratamentos nas regides cerebrais analisadas: cortex pré-frontal (F(2, 12)= 0,5474, p=
0,5922), corpo estriado (F(2, 12)= 0,06226, p= 0,9399), hipocampo (F(2, 12)= 1,048,
p= 0,3806) e hipotalamo (F(2, 12)= 0,5640, p= 0,5833), conforme ilustrado na Figura
26 (a), (c), (e) e (g). Nao houve aumento significativo na expressédo de BDNF nas
regides analisadas nos machos tratados com BD 50 ou fluoxetina (10 mg/kg) em
comparagao ao grupo controle, sugerindo a auséncia de efeitos significativos sobre a
expressao de BDNF.

De forma analoga, nas fémeas, a one-way ANOVA demonstrou que nao houve
diferenga significativa entre os tratamentos nas regides cerebrais analisadas: cortex
pré-frontal (F(2, 12)= 0,01068, p= 0,9894), corpo estriado (F(2, 12)= 0,1755, p=
0,8411), hipocampo (F(2, 12)= 0,4201, p= 0,6663) e hipotalamo (F(2, 12)= 0,2401, p=
0,7902). Esses resultados sugerem a auséncia de efeito neuroprotetor, uma vez que
nao foi observada alteracdo significativa na expressdo de BDNF nas regides
analisadas apés o tratamento crénico com BD 50 ou fluoxetina (10 mg/kg), conforme
ilustrado na Figura 26 (b), (d), (f) e (h).



Figura 26 — Efeitos do BD 50 nos animais na expressdo de BDNF
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Fonte:  Da autora. Criado em GraphPad Prism 8.

Legenda: Efeitos do BD 50 na expressdo de BDNF em estruturas cerebrais de ratos Wistar machos e
fémeas. Expressdo de BDNF no cértex pré-frontal nos machos (a) e nas fémeas (b),
expressao de BDNF no corpo estriado nos machos (c) e nas fémeas (d), expressao de BDNF
no hipocampo nos machos (e) e nas fémeas (f), e expressao de BDNF no hipotalamo machos
(g) e nas fémeas (h) apds tratamento crénico de 17 dias com BD 50. Cada valor representa
a média + erro padrdo da média (EPM) de 5 animais. Grupos: controle, BD 50 e fluoxetina
(10 mg/kg). Analise realizada por one-way ANOVA seguida de pos-teste de Tukey.
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7 DISCUSSAO

No presente trabalho, a analise fitoquimica dos compostos volateis na fracdo
hexénica do extrato de B. dracunculifolia, realizada por CG-EMS, identificou 7
compostos, sendo 5 deles terpenoides (ANEXO A). Além disso, a técnica de UHPLC-
MS-ESI-QTOF revelou a presenca de 29 compostos fendlicos, dos quais 20 sao
flavonoides, além de dois compostos cumarinicos (ANEXO B). O potencial biolégico
de B. dracunculifolia esta amplamente associado a presenca de compostos fendlicos
e terpenoides (Minteguiaga et al., 2022), com estudos demonstrando que esses
compostos exercem efeitos antioxidantes, neuroprotetores, ansioliticos e
antidepressivos em modelos animais (Nakazawa et al., 2003; Bouayed et al., 2007,
Guzman-Gutiérrez et al., 2012; Toratani et al., 2014; Lee et al., 2014; Piccinelli et al.,
2015; Holzmann et al., 2015; Takashima; Ichihara; Hirata, 2019; Boiangiu et al., 2020;
Shahinozzaman et al., 2020; Kaur et al., 2021; Kulkarni et al., 2021; Alghamdi et al.,
2022; Bijani et al., 2022; Sur; Lee, 2022; Li et al., 2022; Olubodun-Obadun et al., 2023;
Mokhtari; Lu; EI-Kenawy, 2023; Diaz-Cantén et al., 2024; Nieto Camacho; Baca Ibarra;
Herta-Reyes, 2024; Chen et al., 2024; Alkanat; Alkanat, 2024; Cao et al., 2024).

A administracédo cronica de BD 50 por 14 dias consecutivos em ratos Wistar
machos resultou em efeitos comportamentais que sugerem uma agao ansiolitica nos
testes LTE e CA, embora ndo tenham sido observados efeitos no teste de CE. A
fluoxetina, utilizada como controle positivo, € um antidepressivo da classe dos ISRS,
reconhecida também por sua eficacia no tratamento de transtornos de ansiedade
(Rush et al., 2006; Bandelow et al., 2020). No presente estudo, a fluoxetina (10 mg/kg)
demonstrou efeitos ansioliticos significativos nos testes LTE e CA, mas nao produziu
resultados no CE, de forma similar ao extrato de BD 50. Em contraste, as fémeas
tratadas com BD 50 durante 14 dias consecutivos apresentaram um efeito ansiolitico
em todos os testes comportamentais (LTE, CAe CE). Por sua vez, as fémeas tratadas
com fluoxetina (10 mg/kg) apresentaram efeito ansiolitico nos testes LTE e CA, mas
nao no CE, além de um efeito panicolitico no LTE, evidenciado pela redugcdo na
resposta de fuga.

No LTE, foi observada uma reducdo significativa na laténcia de esquiva
inibitéria nos machos tratados com BD 50 e fluoxetina (10 mg/kg) em comparagao
com o controle, sem alteragao na laténcia de fuga, sugerindo um efeito ansiolitico,

mas nao panicolitico (Zangrossi; Graeff, 2014). Os resultados de Sur e Lee (2022)
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corroboram nossos dados, mostrando um efeito ansiolitico no LCE, evidenciado pelo
aumento da exploracdo dos bragos abertos em ratos submetidos a estresse
prolongado apés 14 dias de tratamento com luteolina, um composto presente em
nosso extrato. Contudo, essa comparacéo é€ limitada, pois, enquanto a luteolina € um
composto isolado, o extrato da planta contém multiplas substancias bioativas que
podem interagir de forma sinérgica ou antagdnica. Além disso, embora o modelo
experimental seja diferente, Gomes et al. (2009) demonstraram que uma dose mais
alta de fluoxetina (40 mg/kg) reduziu a laténcia de esquiva inibitéria em camundongos
Swiss, reforgcando nossos achados. No entanto, diferentemente do que observamos,
Lemes et al. (2023) relataram um efeito panicolitico da fluoxetina (10 mg/kg) apos 21
dias de tratamento em ratos Wistar, o que pode estar relacionado a maior duragao do
tratamento.

Nas fémeas, o tratamento crénico com BD 50 reduziu significativamente a
laténcia basal, esquiva 1 e esquiva 2 no LTE, evidenciando um efeito ansiolitico
robusto, mas sem efeito panicolitico na fuga. Em contrapartida, a fluoxetina (10
mg/kg), utilizada como controle positivo, apresentou efeitos ansioliticos e panicoliticos
no LTE. Esses achados séo consistentes com o estudo de Reis et al. (2014), que,
devido a similaridade metodoldgica entre os testes LCE e LTE e a composi¢gao quimica
semelhante entre a prépolis verde e B. dracunculifolia, relataram efeitos ansioliticos
do extrato de propolis verde em ratas Wistar, evidenciados pelo aumento de entradas
nos bracgos abertos no LCE. De forma complementar, Lapmanee, Charoenphandhu e
Charoenphandhu (2013) relataram que ratos Wistar machos submetidos ao estresse
por contengcdo e tratados com fluoxetina (10 mg/kg) durante quatro semanas
apresentaram reducgao na laténcia de esquiva inibitéria no LTE, reforcando os efeitos
ansioliticos observados em nosso estudo com o controle positivo. Além disso, Zanoveli
et al. (2010) demonstraram efeitos panicoliticos em ratos Wistar machos tratados com
fluoxetina (10 mg/kg) por 21 dias, o que corrobora nossos achados, apesar das
diferencas no sexo dos animais e nas condi¢cées experimentais.

Ademais, nos machos, o tratamento crénico com BD 50 resultou em aumento
significativo na distancia percorrida no teste de CA, maior tempo e numero de entradas
na area central, além de reducao no tempo gasto na area periférica, o que caracteriza
um claro efeito ansiolitico. Este achado é consistente com estudos que investigaram
compostos presentes no extrato de B. dracunculifolia, como o B-pineno e o acido

clorogénico, que também demonstraram efeito ansiolitico em camundongos no teste
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de CA (Bouayed et al., 2007; Diaz-Canton et al., 2024). Quanto ao controle positivo,
um estudo demonstrou que a administracdo de fluoxetina (1 e 5 mg/kg) por 7 dias
resultou em efeitos ansioliticos no CA em ratos Wistar, evidenciados pelo aumento da
atividade locomotora e pelo maior tempo gasto na area central (Farhan; Haleem,
2016). De acordo com Prut e Belzung (2003), ansioliticos induzem aumento da
locomocgao central, e os resultados do presente estudo confirmam que tanto o BD 50
quanto a fluoxetina (10 mg/kg) promoveram aumento da atividade locomotora central
no CA.

Recentemente, Laranjeira et al. (2024 ) investigaram a administragéo cronica do
extrato de B. dracunculifolia (50 e 100 mg/kg), de composi¢cao semelhante a utilizada
neste estudo, em ratas Wistar com osteoartrite, mas ndo observaram efeito ansiolitico
no teste de CA. Em contraste, em nosso experimento, o tratamento com BD 50 nao
aumentou o tempo ou 0 numero de entradas no centro do CA, mas elevou a distancia
percorrida e a atividade locomotora em comparagao com o grupo controle, o que é um
indicativo de efeito ansiolitico, colaborado com os resultados no LTE. Esse efeito esta
em consonancia com o estudo de Reis et al. (2014), que avaliou um extrato de propolis
verde contendo compostos bioativos, como kaempferida, isosakuranetina e artepilina
C, e observou um aumento na distancia percorrida por ratas Wistar no teste de CA,
reforcando a hipdtese de que esses compostos desempenham um papel na
modulagao da atividade locomotora e na redugdo de comportamentos relacionados a
ansiedade. Adicionalmente, as fémeas tratadas com o controle positivo, fluoxetina (10
mg/kg), apresentaram aumento na distancia percorrida, no numero de entradas e no
tempo gasto na area central, acompanhado por uma redugao do tempo na area
periférica, evidenciando um claro efeito ansiolitico da fluoxetina, em concordancia com
estudos prévios, como o de Farhan e Haleem (2016).

Toratani et al. (2014) mostraram que o acido cafeico, presente no extrato de B.
dracunculifolia, apresentou efeito ansiolitico em camundongos estressados apos 14
dias de tratamento no teste de CE, ao aumentar o tempo no campo claro. Em
contraste, a fluvoxamina (3 umol/kg), antidepressivo ISRS utilizado como controle
positivo no estudo, sé demonstrou efeito ansiolitico apds 21 dias. Esses resultados
divergem dos nossos, visto que BD 50 e fluoxetina (10 mg/kg) ndo produziram efeito
ansiolitico no teste CE em ratos Wistar machos apds 14 dias de tratamento, o que
sugere que o periodo de tratamento tenha sido insuficiente para manifestar efeitos
ansioliticos. Além disso, Bouayed et al. (2007) também observaram que o acido



76

clorogénico, outro composto presente no extrato, produziu efeito ansiolitico em
camundongos no teste de CE, o que ndo ocorreu em nosso estudo com ratos,
sugerindo também que a resposta ao tratamento pode variar entre as espécies.
Ademais, um estudo com ratos Wistar diabéticos, que utilizou fluoxetina na dose de
10 mg/kg por 23 dias como controle positivo, ndo conseguiu desencadear efeito
ansiolitico no CE, indicando que a dose relativamente baixa pode ter limitado os
efeitos ansioliticos esperados (Pereira et al., 2018).

O teste de CE baseia-se na aversao inata de roedores a areas muito iluminadas
e no seu comportamento exploratério espontaneo em situagdes estressantes, como a
exposicdo a um ambiente novo e a luz intensa (Crawley; Goodwin, 1980). A eficacia
de um composto ansiolitico em estimular a atividade exploratéria pode variar conforme
o nivel basal desse comportamento no grupo controle (Hascoét; Bourin;
Dhonnchadha, 2001). Nos resultados obtidos, observou-se que as fémeas
apresentaram um comportamento distinto em relacdo aos machos, com um aumento
significativo no numero de entradas no campo claro apés o tratamento com BD 50, o
que sugere uma maior atividade exploratdria, estando em concordancia com os
resultados observados no CA. No entanto, ndo foram observadas alteragdes no tempo
de permanéncia no campo claro ou escuro, o que também contrasta com os achados
de Toratani et al. (2014) e Bouayed et al. (2007), que relataram aumento no tempo
gasto no campo claro por camundongos tratados com acido cafeico e acido
clorogénico, respectivamente. Por sua vez, a fluoxetina (10 mg/kg) né&o levou a
alteragcdes nos parametros analisados no teste CE, corroborando os resultados
obtidos nos machos e reforgando as observacdes de Pereira et al. (2018) sobre a
possivel limitagao da dose utilizada nesse modelo experimental.

Além disso, no presente estudo, a administragao crénica de BD 50 por 14 e 15
dias nao resultou em efeitos antidepressivos significativos nos testes NF e PPS
realizados com ratos Wistar machos. Esses achados sugerem que, embora o BD 50
tenha demonstrado propriedades ansioliticas nos machos, ele ndo foi capaz de
reverter comportamentos semelhantes a depressao nesses animais. De forma
semelhante, o tratamento crénico com fluoxetina (10 mg/kg), controle positivo
utilizado, também n&o promoveu efeitos antidepressivos nos testes comportamentais
aplicados. A auséncia de respostas significativas pode estar associada a fatores como
a dose utilizada, a duragdo do tratamento ou diferengas nos mecanismos

neurobioldgicos envolvidos nos efeitos ansioliticos e antidepressivos. Por outro lado,
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nas fémeas, o tratamento com BD 50 e fluoxetina (10 mg/kg) resultou em um efeito
antidepressivo significativo no teste de NF, embora n&do tenha sido observado o
mesmo resultado no PPS. Essa divergéncia entre os sexos pode estar relacionada a
variagdes hormonais, metabdlicas ou neuroquimicas que modulam a resposta aos
compostos, destacando a relevancia de considerar o dimorfismo sexual em estudos
farmacologicos.

No teste de NF, os machos tratados com BD 50 ndo apresentaram redugao no
tempo de imobilidade em comparagédo ao grupo controle, um indicativo classico de
efeito antidepressivo. Esse resultado difere dos achados em estudos com [(B-pineno,
kaempferol, quercetina e apigenina, compostos presentes no extrato, que
demonstraram efeito antidepressivo em camundongos sem comorbidades, com
depressao induzida por estreptozotocina e fémeas com faléncia ovariana submetidos
ao NF (Nakazawa et al., 2003; Guzman-Gutiérrez et al., 2012; Bijani et al., 2022; Li et
al., 2022; Olubodun-Obadun et al., 2023), ressaltando a influéncia do modelo
experimental e do sexo na resposta ao tratamento. Além disso, estudos com fluoxetina
(10 mg/kg) como controle positivo demonstraram efeito antidepressivo no NF em ratos
e camundongos apos 21 dias de tratamento, sugerindo que o periodo de 14 dias
adotado neste estudo pode ter sido insuficiente para induzir um efeito robusto, dado o
tempo de laténcia tipico dos ISRS (2 a 4 semanas) (Bandelow; Michaelis; Wedekind,
2017; Jahromy; Baghchesara; Javanshir, 2022; Liu et al., 2023).

Por outro lado, as fémeas tratadas com BD 50 e fluoxetina (10 mg/kg) por 14
dias apresentaram um efeito antidepressivo claro no teste de NF, com reducéao
significativa do tempo de imobilidade em comparagao ao grupo controle. Esse achado
estd em concordancia com Reis et al. (2014), que também observaram efeito
antidepressivo em ratas Wistar tratadas com propolis verde. Além disso, contrasta
com Laranjeira et al. (2024), que nao observaram efeito antidepressivo no NF apds a
administragao cronica por 5 semanas do extrato de B. dracunculifolia (100 mg/kg), de
composicao semelhante a deste estudo, em ratas Wistar com osteoartrite.
Diferentemente dos achados de Lifschytz et al. (2006), que relataram redugao da
imobilidade em machos, mas ndo em fémeas, apds 7 dias de fluoxetina (10 mg/kg),
nossos resultados mostram que o tratamento por 14 dias reduziu a imobilidade nas
fémeas, mas nao nos machos. Essa discrepancia pode estar relacionada a duragao
do tratamento ou a mecanismos distintos de resposta entre os sexos, destacando a

complexidade do dimorfismo sexual na eficacia de antidepressivos.
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Quanto ao teste de PPS, a preferéncia pela solucido de sacarose nao foi
alterada nos ratos machos tratados com BD 50 e fluoxetina (10 mg/kg), apontando
auséncia de impacto na anedonia. A anedonia, caracterizada pela perda de interesse
ou prazer em atividades previamente prazerosas, € um dos principais sintomas dos
transtornos depressivos (Rutherford; Mcdougle, 2023). Em modelos animais, este
comportamento pode ser avaliado pelo teste de PPS, ja que solugbes adocicadas
geralmente provocam uma resposta heddnica em roedores (Leeb et al., 1991; Primo
et al., 2023). Sendo assim, Alghamdi et al. (2022) demonstraram que o tratamento
com apigenina, um dos compostos presentes no extrato, promoveu efeito
antianedonico no teste de PPS em camundongos submetidos a estresse crénico leve,
0 que contrasta com os resultados do presente estudo, sugerindo que essa
divergéncia possa estar relacionada a fatores como o modelo experimental adotado,
por exemplo. Quanto ao controle positivo, o resultado pode ter correlacido com o tempo
de tratamento, visto que estudos com fluoxetina na mesma dose, mas com um periodo
de administragcdo maior, evidenciaram efeito antianeddnico em ratos (Huang et al.,
2022; Patil; Aswar; Vyas, 2023).

De maneira semelhante, nas fémeas, também né&o foi observada alteracao na
preferéncia pela solucdo de sacarose apods o tratamento crénico com BD 50 e
fluoxetina (10 mg/kg). Esses resultados contrastam com os de Laranjeira et al. (2024),
que relataram efeito antianedénico com o tratamento com extrato de B. dracunculifolia
(100 mg/kg) por 5 semanas em ratas Wistar com osteoartrite, sugerindo que a dose e
a duragao do tratamento no presente estudo podem ter sido insuficientes para
evidenciar esse efeito. Além disso, em relagdo ao controle positivo, como ja
mencionado anteriormente, pesquisas mostraram que a administracao de fluoxetina
na mesma dose, mas durante um periodo mais prolongado, promoveu um efeito
antianed6nico em ratos, reforgando que o tempo de tratamento pode ter sido
insuficiente (Huang et al., 2022; Patil; Aswar; Vyas, 2023).

Entre os diversos mecanismos que podem estar envolvidos na agao ansiolitica
e antidepressiva do BD 50 e de seus componentes, destaca-se a possivel ativagao
das defesas antioxidantes no SNC. Para investigar suas propriedades antioxidantes,
foram analisados biomarcadores importantes do estresse oxidativo, como CAT, SOD,
GSH e TBARS, avaliando o impacto no sistema antioxidante e na oxidagao lipidica no
encéfalo de ratos Wistar machos e fémeas. Os resultados demonstraram que o
tratamento com BD 50 induziu efeitos distintos entre os sexos. Nos machos, observou-
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se um aumento significativo na atividade das enzimas antioxidantes CAT e SOD,
indicando um efeito antioxidante no SNC, embora nao tenha sido detectada alteracao
nos niveis de GSH ou TBARS. Por outro lado, nas fémeas, ndo houve mudancas
significativas nos niveis de CAT, SOD, GSH ou TBARS.

Em relagdo ao aumento da atividade das enzimas antioxidantes CAT e SOD no
encéfalo dos machos tratados com BD 50, a literatura sugere que compostos
presentes no extrato de B. dracunculifolia podem estar diretamente envolvidos nesse
efeito. O estudo de Li et al. (2022) demonstrou que o kaempferol, um flavonoide
presente no extrato, elevou a expressdo de SOD2 no hipocampo de camundongos
fémeas com modelo de faléncia ovariana, indicando um potencial mecanismo de acao
semelhante. Adicionalmente, Franga et al. (2022) relataram que o tratamento crénico
com extrato de B. dracunculifolia (300 mg/kg) aumentou a atividade de SOD no
hipocampo de camundongos com colite ulcerativa, embora n&o tenha alterado a
atividade de CAT, o que contrasta parcialmente com os resultados deste estudo.
Outros compostos presentes no extrato, como a luteolina, o limoneno e o nerolidol,
também foram associados ao aumento da atividade de SOD e CAT no cérebro de
ratos com comorbidades, conforme observado em estudos anteriores (Boiangiu et al.,
2020; Kaur et al., 2021; Mokhtari; Lu; ElI-Kenawy, 2023). Em relagéo a fluoxetina, um
estudo ndo detectou aumento na atividade de CAT e SOD no tecido cerebral de ratos
apos tratamento crénico com a dose de 10 mg/kg durante 14 dias, resultado que é
consistente com os nossos achados (Jasib Habeeb; Mohammed Selman; Jeafer
Mehrath, 2022).

Por outro lado, o tratamento com BD 50 nao induziu alteragbes na atividade
das enzimas CAT e SOD nas fémeas, divergindo de estudos anteriores que utilizaram
extrato de B. dracunculifolia e seus constituintes, os quais observaram aumento na
atividade dessas enzimas no SNC de animais tratados (Boiangiu et al., 2020; Kaur et
al., 2021; Mokhtari et al., 2023; Franca et al., 2022). A auséncia de efeito pode ser
atribuida a diferengas hormonais e metabdlicas nas fémeas, que conferem um sistema
antioxidante basal mais eficiente, reduzindo a necessidade de uma resposta robusta
ao tratamento (Ide et al., 2002; Borras et al., 2003; Miller et al., 2007; Khalifa et al.,
2017; Tenkorang; Snyder; Cunningham, 2018). Estas diferengas nas respostas
antioxidantes entre machos e fémeas, também pode sugerir que mecanismos
distintos, entre os sexos, estejam envolvidos nos efeitos comportamentais

observados. Enquanto machos e fémeas apresentaram efeito ansiolitico, apenas as
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fémeas exibiram efeito antidepressivo nos testes comportamentais. Segundo a
literatura, o acido cafeico, um dos compostos presentes no extrato, exerceu efeitos
ansioliticos e antidepressivos em camundongos fémeas por meio da modulagéao de
sistemas neurotransmissores, como os sistemas GABAérgico e monoaminérgico
(Monteiro et al., 2020). Esses mecanismos, independentes da atividade antioxidante,
podem explicar os efeitos comportamentais observados nas fémeas, sugerindo que o
BD 50 atua por vias distintas para promover seus efeitos ansioliticos e
antidepressivos, dependendo do sexo. Por fim, assim como nos machos, a fluoxetina
(10 mg/kg) n&o aumentou a atividade de CAT e SOD nos encéfalos das fémeas,
resultado consistente com o estudo de Jasib Habeeb, Mohammed Selman e Jeafer
Mehrath (2022).

Na presente pesquisa, a administracao crénica de BD 50 n&o alterou os niveis
de GSH no encéfalo de ratos Wistar machos. Esses achados contrastam com estudos
anteriores que demonstraram que a apigenina, composto presente no extrato,
aumentou os niveis de GSH no cérebro de camundongos comprometidos (Alghamdi
et al., 2022; Bijani et al., 2022), o que sugere que o modelo experimental pode interferir
na resposta do tratamento. Ainda, Franca et al. (2022) relataram aumento dos niveis
de GSH no hipocampo de camundongos com colite ulcerativa tratados com extrato de
B. dracunculifolia na dose de 300 mg/kg. No entanto, a estabilidade dos niveis de GSH
observada em nosso estudo pode estar relacionada ao aumento da atividade da CAT.
A CAT reduz o H202, que também & um substrato da GPx, e a GPx utiliza a GSH para
converter o H-O2 em agua e oxigénio. Assim, o aumento da atividade da CAT pode ter
reduzido a demanda da GPx para neutralizagdo do H202, resultando na manutengao
dos niveis de GSH (Martemucci et al., 2022). Vale destacar que, no estudo de Franga
et al. (2022), nao foi observado aumento da atividade de CAT no hipocampo, o que
reforca a explicacdo para a estabilidade de GSH em nosso experimento. Além disso,
o tratamento com fluoxetina (10 mg/kg) também nao alterou os niveis de GSH, o que
difere de um estudo em que fluoxetina (30 mg/kg) por 7 dias aumentou os niveis de
GSH no hipocampo de camundongos com depressao induzida por lipopolissacarideo
(Dos Santos et al., 2023), sugerindo que a dose ou 0 modelo experimental possam ter
influenciado os resultados.

De modo semelhante, a administragao crénica de BD 50 também n&o alterou
os niveis de GSH no encéfalo das fémeas. Como citado anteriormente, a inexisténcia
de efeito antioxidante nas fémeas pode ser atribuida a diferencas intrinsecas entre os
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sexos, que proporcionam um sistema antioxidante mais eficiente (Ide et al., 2002;
Borras et al., 2003; Miller et al., 2007; Khalifa et al., 2017; Tenkorang; Snyder;
Cunningham, 2018). Além disso, a dose de BD 50 utilizada e o tempo de tratamento
podem ter sido insuficientes para induzir mudangas significativas, uma vez que
estudos anteriores, como o de Franga et al. (2022), observaram efeitos antioxidantes
com o extrato de B. dracunculifolia com doses mais altas e periodos mais prolongados
de administracdo. A influéncia do sexo e das condigdes experimentais na resposta ao
tratamento é corroborada por estudos com apigenina, composto presente no extrato,
que aumentou os niveis de GSH no cérebro de camundongos machos em modelos
comprometidos (Alghamdi et al., 2022; Bijani et al., 2022). Ainda, a auséncia de
alteracdes nos niveis de GSH em resposta a fluoxetina (10 mg/kg), tanto em machos
quanto em fémeas, reforga a hipotese de que a dose ou 0 modelo experimental podem
ter sido fatores limitantes para a detecgéo de efeitos significativos (Dos Santos et al.,
2023).

O estresse oxidativo induz a oxidacgao dos lipidios, resultando na formacao de
MDA, que pode ser quantificado pelo ensaio de TBARS, utilizado para detectar
substancias reativas ao TBA (De Leon; Borges, 2020). No estudo em questéao, os ratos
Wistar machos estavam em condigbes basais, livres de patologias que poderiam
influenciar o estresse oxidativo, levando a expectativa de que os niveis de TBARS se
manteriam estaveis. Em contraste, no estudo de Mokhtari, Lu e El-Kenawy (2023),
animais com dor neuropatica cronica apresentaram um aumento significativo de MDA
no hipocampo e coértex pré-frontal, que foi reduzido pelo tratamento com luteolina, um
composto presente no extrato. No entanto, nossos resultados corroboraram a hipétese
de estabilidade, visto que apds a administracéo crénica de BD 50 ndo houve aumento
na produgcao de TBARS. Esses achados sugerem que, embora o tratamento crénico
com BD 50 tenha elevado a atividade antioxidante nos machos, nao houve impacto
na peroxidagao lipidica, indicando que n&o ocorreram danos oxidativos adicionais as
membranas celulares no encéfalo dos ratos. Fluoxetina (10 mg/kg) também nao
alterou significativamente os niveis de TBARS nos machos. Em outro estudo,
fluoxetina (15 mg/kg) em ratos diabéticos reduziu a producdo de TBARS apods 4
semanas de tratamento, sugerindo que o efeito pode ser dependente da dose e da
condigao experimental (Rebai; Jasmin; Boudah, 2017).

De forma semelhante ao observado nos machos, a administracdo crénica de

BD 50 nao resultou em aumento na produgcao de TBARS no encéfalo das fémeas,
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confirmando a estabilidade dos niveis de peroxidacéo lipidica. Em contraponto,
estudos com ratos e camundongos que apresentavam comorbidades evidenciaram
aumento nos niveis de MDA no cérebro, os quais foram atenuados apds o tratamento
com compostos como acido clorogénico, apigenina e limoneno, presentes no extrato
(Boiangiu et al., 2020; Alghamdi et al., 2022; Bijani et al., 2022; Nieto Camacho; Baca
Ibarra; Herta-Reyes, 2024). Além disso, o tratamento com fluoxetina (10 mg/kg) néo
promoveu alteragdes significativas nos niveis de TBARS nas fémeas, contrastando
com os dados de Rebai, Jasmin e Boudah (2017) e reforgando que o efeito pode variar
conforme a dose e as condigdes experimentais. Esses resultados sugerem que, tanto
para machos quanto para fémeas, o tratamento com BD 50 e fluoxetina n&o induziu
danos oxidativos adicionais, preservando a integridade das membranas celulares no
encéfalo.

Considerando a importancia do BDNF na neuroplasticidade e neurogénese,
investigamos se o tratamento crénico com BD 50 e fluoxetina (10 mg/kg) aumentaria
a expressao dessa proteina em estruturas cerebrais, correlacionando esses achados
com os comportamentos observados em ratos Wistar machos e fémeas. Os
resultados demonstraram que nem o BD 50 nem a fluoxetina (10 mg/kg) aumentaram
a expressao de BDNF em regides cerebrais como cortex pré-frontal, corpo estriado,
hipocampo e hipotalamo em ambos 0s sexos.

Nos machos, o tratamento crénico com BD 50 ndo aumentou significativamente
a expressao de BDNF nas regides cerebrais analisadas. Esse resultado contrasta com
estudos que utilizaram compostos isolados presentes no extrato, como B-pineno, que
aumentou os niveis de BDNF no hipocampo e cortex pré-frontal de camundongos
(Diaz-Cantén et al., 2024), e acido p-cumarico, que elevou o BDNF no hipocampo de
camundongos submetidos a estresse por restricdo (Cao et al., 2024). Essa
divergéncia pode ser atribuida a diferengas no modelo animal, uma vez que ratos e
camundongos apresentam variagdes fisiolégicas e metabdlicas que influenciam a
resposta aos tratamentos. Além disso, a auséncia de comorbidades no presente
estudo pode ter limitado a inducao de alteragdes significativas na expressao de BDNF,
enquanto em modelos com comorbidades, os compostos podem ter atuado de forma
mais pronunciada devido ao estado de desequilibrio neuroquimico. A complexidade
do extrato bruto, que contém uma mistura de compostos bioativos com possiveis
interagdes sinérgicas ou antagbnicas, também pode explicar a diferenca em relacao
aos efeitos especificos observados com constituintes isolados. Adicionalmente, o
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tratamento com fluoxetina (10 mg/kg) também ndo aumentou a expressao de BDNF
nas estruturas cerebrais dos machos, contrastando com o estudo de Zuo et al. (2024),
que observou aumento de BDNF no hipocampo de camundongos com obesidade na
mesma dose. Essa diferenga pode ser justificada pelas variagdes no modelo animal e
nas condi¢gdes experimentais.

Em relagéo as fémeas, o tratamento com BD 50 ndo aumentou a expressao de
BDNF nas estruturas cerebrais analisadas, o que contrasta com o estudo de Alkanat
e Alkanat (2024), no qual o D-limoneno, um composto presente no extrato, elevou os
niveis de BDNF no hipocampo de ratos machos submetidos a estresse crbnico por
contencao. Essa discrepancia pode ser explicada, em parte, pela auséncia de
comorbidades no presente estudo. Além disso, a utilizagdo de compostos isolados
pode resultar em efeitos mais especificos em comparacao ao extrato bruto. Outro fator
relevante é que a diferenga no sexo dos animais também pode contribuir para os
resultados divergentes, uma vez que respostas neuroquimicas e comportamentais
variam significativamente entre machos e fémeas. Adicionalmente, a fluoxetina (10
mg/kg) também ndo aumentou a expressdo de BDNF nas fémeas, o que diverge do
estudo de Li et al. (2017), que demonstrou aumento de BDNF em ratos machos
submetidos a estresse agudo. Essa diferenca pode ser atribuida as variagdes nas
condigbes experimentais e nas respostas neuroquimicas dependentes do sexo.

Assim, a hipétese deste estudo foi parcialmente refutada. Esperava-se que o
tratamento crénico com BD 50 aumentasse a expressao de BDNF, a atividade de SOD
e CAT, e os niveis de GSH no SNC, resultando em efeitos ansioliticos e
antidepressivos tanto em machos quanto em fémeas. Contudo, os resultados
demonstraram que, nos machos, o BD 50 promoveu efeito ansiolitico nos testes
comportamentais, acompanhado pelo aumento da atividade de SOD e CAT, mas sem
elevacgédo nos niveis de BDNF, sugerindo que o mecanismo ansiolitico esta relacionado
a modulacao do estresse oxidativo no SNC. Ja nas fémeas, o BD 50 induziu efeitos
ansioliticos e antidepressivos, mas sem aumento na expressao de BDNF ou de
antioxidantes, indicando que os efeitos comportamentais sdo mediados por uma via
alternativa, independente da modulacao do estresse oxidativo ou da neuroprotecéo.
Esses achados destacam a complexidade dos mecanismos envolvidos e a
necessidade de estudos futuros para elucidar as vias alternativas responsaveis pelos
efeitos observados, especialmente nas fémeas, e para explorar o potencial terapéutico
do BD 50 de forma mais abrangente.
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8 CONCLUSAO

Os resultados deste estudo evidenciam que o tratamento crénico com BD 50
promove respostas distintas entre machos e fémeas, destacando a relevancia do
dimorfismo sexual na farmacologia. Nos machos, o BD 50 exibiu efeito ansiolitico,
associado ao aumento da atividade das enzimas antioxidantes SOD e CAT e a
estabilidade de TBARS no encéfalo, mas sem efeito antidepressivo ou alteragao nos
niveis de BDNF, sugerindo que o mecanismo ansiolitico possa estar relacionado a
modulagdo do estresse oxidativo no SNC. Nas fémeas, o BD 50 apresentou efeitos
ansiolitico e antidepressivo, porém sem acao antioxidante ou neuroprotetora no SNC,
indicando uma via alternativa independente da modulacéo do estresse oxidativo e da
neuroprotecdo. A elucidacdo dessa via demanda estudos futuros, visando o
desenvolvimento de tratamentos que considerem as diferencas sexuais, para

transtornos de ansiedade e depressao.

Figura 27 — Sintese dos resultados e conclusao da hipétese do estudo
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ANEXO A - COMPOSTOS VOLATEIS ENCONTRADOS NA FRAGAO HEXANICA
DO EXTRATO DE B. dracunculifolia POR CG-EMS

TR Area  Percentual presente no Estrutura quimica
Compostos MM
(min) (%) eDC (%)
Limoneno 11,38 140 0.07 0.22
- RCH,
I
Acetofeno 1477 120 0.04 0.12 HyC” |/ )
S
OH
A~ = .
Nerolidol 35,56 222 0.35 1.11 H,C ’
CH CH, CH
Viridiflorol 36,37 222 0.48 1.11
Globulol 37,06 222 0.07 0.22 i
[-Pinene 42,64 152 0.94 2.99
Acido o
49 228 5.52 17.57
Palmitico O

Fonte: BATISTA, Marcos Adriano Carlos. Caracterizagao fitoquimica de extratos de Baccharis
dracunculifolia (alecrim-do-campo) e avaliagdao do seu efeito anti-hipertensivo em ratos
Wistar machos e fémeas. 2024. 76f. Relatério de Qualificagdo (Doutorado em Ciéncias
Farmacéuticas)

2024.

Universidade

Federal de

Ouro
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ANEXO B - PERFIL QUIMICO DO EXTRATO DE B. dracunculifolia PELO UHPLC

MS-ESI-QTOF
Compostos N*  Foérmula TR  Caracteristicas massa/carga (m/z) HRMS[M Erro Estrutura quimica
molecular  (min) +H]"* (ppm)
(m/z)
Acidos fenolicos
Acido 1 CigH 1300 10.6 355.1028 (1.6), 163.0390 (100.0), 355.1023 1.9 m\ o
clorogénico 145.0274 (8.8), 135.0426 (12.7), o
117.0309 (2.0) 0 D
Acido caféico 2 CqHsO4 11.2  181.0467 (11.8), 163.0390 (100.0), 181.0493 3.7
145.0276 (18.4), 135.0415(8.9),
133.0275 (5.6)
Acido p- 3 CaHsOa 13.7  165.0541 (5.1), 147.0431, 119.0469 165.0543 48
cumarico 9.7)
Di-O-Acido 4  CzHauOwz 156 499.1215 (11.0), 337.0912 (2.4), 517.1326 39
cafeoquimico 163.0384 (100.0), 145.0273 (7.5), \
135.0426 (8.5) o=
‘.\ »
Artepillin C 5 CisHz:04 21.7 301.1803 (6.9), 245.1179 (100.0), 301.1803 0.0
189.0549 (28.2), 177.0546 (38.9),
161.0595 (7.8), 147.0434 (7.3)
Drupanin 6 C1His0a 23.6 197.0969 (6.8), 178.0577 (9.6), 233.1099 2.7
159.0435 (20), 131.0470 (16.8)
Baccharin 7 CuHzOs 277 2639048 (19.3), 213.0911(100.0),  363.1592 1.1 S
173.0586 (19.1) = 5
Flavonoides
Vicenin 2 8  CxHwO;s 127 595.1640 (100.0), 577.1533 (25.9), 595.1645 3.0 2 o,
457.1120 (37.4), 379.0810 (36.5), i
337.0708 (37.5), 325.0709 (53.9)
|l:v< +
Apigenin-6/8-C- 9 C26H2s014 13.1 565.1530 (100.0), 547.1426 (50.8), 565.1534 2.3 o»
glucoside-8/6-C- 427.1019 (42.9), 409.0914 (52.4), 4
pentoside 391.0823 (47.6), 379.0827 (71.2), g
349.0692 (42.2), 337.0698 (44.6), X 2
325.0710 (47.9)
Rutina 10 CzxHwOw 146 611.1594 (5.6), 465.1014 (14.0), 611.1590 36 14
303.0501 (100.0) Y
2 5 ars
Methyl-luteolin- 11 CxHO:s 148  609.1792 (100.0), 591.1667 (25.7), 609.1794 4.1 Y.
-6/8-C- 471.1283 (38.8), 441.1160 (27.2), XL
glucoside-8/6-C- 393.0961(32.8), 351.0870 (31.3), &
rhamnoside 339.0865 (50.0), 321.0756 (25.4), iy
309.0752 (29.3) oo
Quercetina-O- 12 Cz1H20y2 15 465.1023 (2.4), 303.0503 (100.0) 465.1018 3.2

glucoside
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Quercetina 13 CiHwO; 152 303.0502 (100.0), 273.0392 (10.5),  303.0501 1.0 o) P
229.0507 (15.3), 163.0381 (6.6) e 8 65 1
Kaempferol 14  CiHwOs 151 287.0556 (100.0). 163.0393 (9.2),  287.0555 0.0 ol
153.0180 (18.4) 11
HO™ NF
Quercetina-O- 15 CzHisOi 152 479.0806 (10.6). 303.0501 (100.0)  479.0809 3.3 1
glucoronide i
Kaempferide- 16 CzHxO; 166  463.1228 (18.3). 301.0707 (100.0),  463.1223 3.7 o y°
O-glucoside 163.0386 (23.6) I Ny
HO ) o
]
|
Mo N O
wo )/" on
Aromadendreno 17 CisHi2Oe 167 289.0708 (53.7), 271.0603 (44.80,  289.0711 0.3 R
243.0656 (95.5), 153.0174 (100.0), 1
149.0225 (55.7) g L,
Pinobanksin 18  CisHi0s 204 273.0760 (100.0), 153.0175 (68.2),  273.0761 0.7 &
147.0431 (22.2) (o
HO o /I
Apigenin 19  CiHwOs 206 271.0604 (100.0), 153.0174 (13.7),  271.0605 0.4 R
119.0407 (1.8) o
O™ "o
Kaempferide 20 CuHeOs 21 301.0709 (100.0), 287.0508 (14.5),  301.0710 0.7 o e
286.0474 (92.1), 153.0174 (4.1) N Ry
-y
Quercetina3,4- 21 CyHiO; 214 331.0811 (100.0), 316.0576 (74.4),  331.0811 1.8 S
dimethyl ether 301.0346 (13.1), 273.0394 (13.2), o .,1,1
245.0446 (19.8) 7,
Isosakuranetin 22 CuHuOs 252 287.0917 (100.0), 243.0612 (10.5),  287.0916 1.0
161.0592 (26.4), 153.0175 (95.2),
133.0634 (12.7) %
Acacetin 23 CuHpOs 252 285.0761 (100.0), 270.0526 (17.7),  285.0763 0.0 T3
243.0612 (8.6), 242.0579 (59.5), ’C’Lo )
153.0175 (43.8) i 4 ¥
Hispidulin 24 CyHpOs 257  301.0714 (100.0), 243.1025 (14.5),  301.0711 0.3 i %
229.0499 (14.7), 153.0178 (10.9) X0
1
Cirsimaritin 25 CyHuOs 258  315.0869 (100.0), 301.0667 (13.9),  315.0869 0.3
300.0633 (73.7), 257.0449 (5.1),
168.0051 (20.6)
Tricin 26 CyHuO; 26 331.0813 (100.0), 316.0578 (71.1),  331.0815 0.6
315.0504 (14.3), 301.0344 (13.5), ol Aot
245.0451 (17.5) T
Pectolinarigenin 27  CyHuOs  26.5  315.0866 (100.0), 299.0552 (16.7),  315.0867 0.3
285.0397 (21.9), 257.0449 (17.9),
229.0501 (28.7)
Cumarinicos
Umbelliferone- 28 C;;H,;0s  11.8  325.0888 (14.7), 307.0801(19.9), 325.0920 0.9
0-glucoside 289.0690 (13.7), 191.0256 (24.1),
179.9235 (14.7), 163.0387 (100.0), 71
145.0187 (13.7) WTET:
m
Umbelliferone 29 C4H 0, 13 163.0387 (100.0), 145.0277 (42.6),  163.0391 2.1

135.0432 (53.0), 117.0267 (5.5)
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Fonte: BATISTA, Marcos Adriano Carlos. Caracterizagao fitoquimica de extratos de Baccharis
dracunculifolia (alecrim-do-campo) e avaliagdao do seu efeito anti-hipertensivo em ratos
Wistar machos e fémeas. 2024. 76f. Relatério de Qualificagdo (Doutorado em Ciéncias
Farmacéuticas) - Universidade Federal de Ouro Preto, Ouro Preto,
2024.
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ANEXO C - CERTIFICADO DA COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
CEUA/UNIFAL

MINISTERIO DA EDUCAGAO
Universidade Federal de Alfenas - UNIFAL-MG
Lei n2 11.154, de 29 de julho de 2005

Comisséo de Etica no Uso de Animais - CEUA/UNIFAL-MG

Certificado

Certificamos que a proposta intitulada POSSIVEL EFEITO ANSIOLITICO E
ANTIDEPRESSIVO DO EXTRATO DE ALECRIM-DO-CAMPO (Baccharis
dracunculifolia) EM MODELO ANIMAL, registrada com o n2 0045/2023, sob a responsabilidade
de Lisandra Brandino de Oliveira, que envolve a producdo, manutencao ou utilizacdo de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica, com
vigéncia de 01/12/2023 a 01/12/2025, encontra-se de acordo com 0s 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 de Experimentac&o Animal (CONCEA), e foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO USO
DE ANIMAIS (CEUA-UNIFAL) DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALFENAS.

Espécie/linhagem/raca|Total de animais|Total de machos|Total de fémeas Origem
Rato / Wistar 200 100 100 Biotério central unifal

Alfenas, 23 de Novembro de 2023

Prof(a). Dr(a). Lisandra Brandino de Oliveira
Coordenador(a) do CEUA/UNIFAL - MG

Para verificar autenticidade acesse: http://sistemas.unifal-mg.edu.br/app/ceua/autenticidadecertificado/ e digite a chave: e3681a49cee53eaa9bal 34e07ea93012
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ANEXO D - SISGEN

Ministério do Meio Ambiente
CONSELHO DE GESTAO DO PATRIMONIO GENETICO

SISTENA NACIONAL DE GESTAD DO PATRIMONIO GENETICO E DO CONHECIMENTO TRADICIONAL ASSOCIADO
Comprovante de Cadastro de Acesso
Cadastro n® AF39876

A atwidade de acesso a0 Palimbnic Genétbco, nos termos abamo resumide, foi cadsstrada no SisGen,
am alendmanto a0 previsto na Lei n® 13 12372015 @ seus reguiamentos

Niumaro do cadasiro AF39876

Usuano: UFoP

CPFICNP): 23.070.659/0001-10

Otyeto do Acesso Patriménio Gendtico

Finalidade do Acessa! Pasquisa
Espécie

Baccharis dracunculdfolia

Tivuio da Atividade Avaliagio do possivel efeito anti-hipertensiva do extrato hidro alcdolico de

Baccharss dracuncunifolia em ratos com sobrecarga de sodio

Equipe

Leonardo Miximo Cardoso UFoP

Marcos Adriano Calos Batista UFOP

Sandra Aparecida Lima de Moura UFoP

Data do Cadastro: 2600512020 17:16:27

Shuagho do Cadasyo Concluido

Conselho de Gestio do Patriménic Genético
Situago cadastral conforme consulta a0 SisGen am 17:19 de 260052020

N AN A | SSTEMA NACIONAL CE GESTAO

DO PATRIMONIO GENETICO

£ DO CONNECMENTO TRADICISNAL
AY/AY  ASS0CIADO - 515 0EN
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ANEXO E - CERTIFICADOS DE APRESENTAGOES RELACIONADAS AO
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MINISTERIO DA EDUCAGCAO =
UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALFENAS - UNIFAL-MG EXTENSAO
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CNPJ 17.879.859/0001-15

Unifals 3% Unifal$

Certificado
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PRO-REITORIA DE EXTENSAO E CULTURA Certificado numero
202400000006831000208
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Certificamos que o Trabalho AVALIACAO DO POTENCIAL ANTIDEPRESSIVO DE UMA NANOFORMULACAO CONTENDO EXTRATO DE BACCHARIS
DRACUNCULIFOLIA EM RATAS WISTAR, de autoria de GABRIELE GOMES FENICIO, JOSE ARMANDO LEITE NETO, JULIA DOS REIS ALVES, TALIA MARQUES
OLIVEIRA, RENATA MARIA LEAL DE SOUZA, MARCOS ADRIANO CARLOS BATISTA, PIETRO MEIRA PASCHOALETO, SANDRA APARECIDA LIMA DE MOURA,
LEONARDO MAXIMO CARDOSO, CARLA SPERONI CERON e LISANDRA BRANDINO DE OLIVEIRA, foi apresentado na forma de painel, no Evento de Extensao X
Simpésio Integrado UNIFAL-MG, realizado(a) no periodo de 21 a 25 de outubro de 2024.

Alfenas, 19 de novembro de 2024.

PRO-REITORIA DE EXTENSAO E CULTURA Certificado nimero
202400000007324000523

hitps://sistemas.unifal-mg.edu.br/app/caex/certificados/

MINISTERIO DA EDUCACAO =
UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALFENAS - UNIFAL-MG EXTENSAO
PRO-REITORIA DE EXTENSAO E CULTURA e CULTURA

Y O CNPJ 17.879.859/0001-15 =

(V]
Unifalz % Unifal$
Universidade Federal de Alfenas

Certificado

Certificamos que o Trabalho COMPARANDO O EFEITO ANSIOLITICO DE UMA FORMULACAO BRUTA E NANOESTRUTURADA DO EXTRATO DE
BACCHARIS DRACUNCULIFOLIA EM RATOS WISTAR, de autoria de RENATA MARIA LEAL DE SOUZA, MARCOS ADRIANO CARLOS BATISTA, PIETRO MEIRA
PASCHOALETO, SANDRA APARECIDA LIMA DE MOURA, LEONARDO MAXIMO CARDOSO, LISANDRA BRANDINO DE OLIVEIRA e CARLA SPERONI CERON, foi

apresentado na forma oral, no Evento de Extensido X Simpdsio Integrado UNIFAL-MG, realizado(a) no periodo de 21 a 25 de outubro de 2024.

Alfenas, 19 de novembro de 2024.

PRO-REITORIA DE EXTENSAO E CULTURA Certificado nimero
202400000007324000582

https://sistemas.unifal-mg.edu_br/app/c aex/certificados/
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MINISTERIO DA EDUCACAO -
% UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALFENAS - UNIFAL-MG EXTENSAO
PRO-REITORIA DE EXTENSAO E CULTURA e CULTURA

CNPJ 17.879.859/0001-15

Unifalz 3 Unifals
Certificado

Certificamos que o Trabalho EXTRATO BRUTO DE BACCHARIS DRACUNCULIFOLIA: EFEITO ANTIDEPRESSIVO EM RATAS WISTAR, de autoria de JOSE
ARMANDO LEITE NETO, GABRIELE GOMES FENICIO, RENATA MARIA LEAL DE SOUZA, TALIA MARQUES OLIVEIRA, JULIA DOS REIS ALVES, CARLA SPERONI
CERON, LISANDRA BRANDINO DE OLIVEIRA, SANDRA APARECIDA LIMA DE MOURA, LEONARDO MAXIMO CARDOSO e MARCOS ADRIANO CARLOS BATISTA, foi
apresentado na forma de painel, no Evento de Extensao X Simpésio Integrado UNIFAL-MG, realizado(a) no periodo de 21 a 25 de outubro de
2024,

Alfenas, 19 de novembro de 2024.

PRO-REITORIA DE EXTENSAO E CULTURA Certificado nimero
202400000007324000761

unifa-mg.edu aex/

SBNeC 2024 |t

XLVII Reuniao Anual da Sociedade Brasileira de Neurociéncias e Comportamento
28 de outubro a 1 de novembro de 2024
Centro de Convengoes do Hotel Majestic, Aguas de Lindéia — SP.

CERTIFICADO

Certificamos que o resumo "INVESTIGATION OF THE ANXIOLYTIC EFFECT OF
BACCHARIS DRACUNCULIFOLIA EXTRACT IN RATS" e "RENATA MARIA LEAL
DE SOUZA, MARCOS ADRIANO CARLOS BATISTA, SANDRA APARECIDA LIMA DE
MOURA, LEONARDO MAXIMO CARDOSO, CARLA SPERONI CERON, LISANDRA
BRANDINO DE OLIVEIRA” foi apresentado na forma de painel durante a XLVII
Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Neurociéncias e Comportamento- SBNeC
que foi realizada de 28 de outubro a 01 de novembro de 2024, no Centro de
Convencdes do Hotel Majestic, na cidade de Aguas de Lindéia — SP.

Axin kM GrrlodSagen
Profa. Dra.JZzair Liane Matos do Canto de Souza
Presidente da SBNeC 2023 a 2026

Patrocinador Organizagio
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SBNeC 2024

XLVII Reuniao Anual da Sociedade Brasileira de Neurociéncias e Comportamento
28 de outubro a 1 de novembro de 2024
Centro de Convengdes do Hotel Majestic, Aguas de Lindéia — SP.

CERTIFICADO

Certificamos que

o trabalho intitulado “Investigation of the anxiolytic effect of Baccharis dracunculifolia extract in rats”, autores:
RENATA MARIA LEAL DE SOUZA ', MARCOS ADRIANO CARLOS BATISTA 2, SANDRA APARECIDA LIMA DE MOURA 2,
LEONARDO MAXIMO CARDOSO 2, CARLA SPERONI CERON 2, LISANDRA BRANDINO DE OLIVEIRA %, instituigdo: 1
UNIFAL - Federal University of Alfenas, 2 UFOP - Federal University of Ouro Preto, foi agraciado com MENGAO
HONROSA da XLVII Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Neurociéncias e Comportamento - SBNeC, que foi
realizada de 28 de outubro a 01 de novembro de 2024, no Centro de Convengdes do Hotel Majestic, na cidade de

Aguas de Lindéia — SP.

2 . 5
Axn }(’,MW@“XV
Profa. Dra. Azair Liane Matos do Canto de Souza
Presidente da SBNeC 2023 a 2026
Patrocinador Organizagao

Realizagao Apoio. &
o> RCNPG  MFAPESP sl @Merise DAUSO G),pm TMORAS S BONTHER
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