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RESUMO

Miconia albicans conhecida popularmente como canela de velho € uma espécie arbérea, pertencente
a familia Melastomaceae, com distribuicdo nas regides tropicais e com efeitos antioxidante e anti-
inflamatérios descritos. Embora de uso popular, ndo existe informagdes a respeito do potencial
ansiolitico dessa espécie vegetal. Assim, o objetivo do trabalho foi avaliar o potencial ansiolitico de
extratos hidroalcodlicos das partes aéreas de M.albicans em um modelo animal. Trés concentragdes
diferentes do extrato bruto de M. albicans foram administrados intraperitonealmente e os efeitos
sobre o sistema nervoso central foram analisados através do teste do labirinto em cruz elevado, teste
do campo aberto e teste claro-escuro. No teste de campo aberto foi observado maior deslocamentos
dos animais com o aumento das concentracbes dos extratos e suspensdo do comportamento de
autolimpeza corporal. Animais tratados com extrato da miconia exploraram mais os bracos abertos
no teste em cruz elevada e tiveram maior tempo de laténcia no teste claro escuro. Diante destes
resultados foi possivel verificar efeitos ansioliticos nos animais tratados com M. albicans e que novos
estudos devem ser realizados no sentido de identificar a substancia responsavel pelos efeitos
observados neste trabalho.

PALAVRAS CHAVES: Efeito ansiolitico. Ansiedade. Labirinto em cruz elevado.

ABSTRACT

Miconia albicans popularly known as “canela de velho is an arboreal species, belonging to the family
Melastomaceae, with distribution in tropical regions and with described antioxidant and anti-
inflammatory effects. Nevertheless, despite its popular use there are no studies related to its possible
anxiolytic effect of this plant species. Thus, the objective of the work was to evaluate the anxiolytic
potential of hydroalcoholic extracts from the aerial parts of M.albicans in an animal model. Three
different concentrations of the crude extract of M. albicans were administered intraperitoneally and the
effects on the central nervous system were analyzed using the elevated plus maze test, open field
test and light-dark box. In the open field test, greater displacement of animals was observed with
increased concentrations of extracts and suspension of self-cleaning behavior. Animals treated with
miconia extract explored more open arms in the elevated cross test and had longer latency times in
the light-dark test. In view of these results, it was possible to verify anxiolytic effects in animals treated
with M. albicans and that further studies should be carried out in order to identify the substance
responsible for the effects observed in this work.

KEYWORDS: Anxiolytic effects. Anxiety. Elevated plus maze.

INTRODUCAO

A ansiedade é, dentre os quadros psiquiatricos, uma das patologias de maior prevaléncia.
Estima-se que 10 a 30% da populagdo mundial sofra de ansiedade. Diante deste cenario, muitas
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pesquisas tém sido realizadas na busca de alternativas mais naturais no controle das manifestacdes
geradas em um quadro de ansiedade (PINTO el al. 2012; SOUSA, OLIVEIRA e CALOU, 2018).

O género Micénia possui milhares de espécies, sendo relatadas no Nordeste Brasileiro a
ocorréncia de mais de 250 espécies diferentes (OLIVEIRA et al., 2014; PIERONI e DOKKEDAL,
2017). Estudos farmacolégicos com extratos deste género sdo escassos, mas ha descricdo de
atividade biolégica, como antimicrobiano (CELOTTO el al, 2003); antinociceptiva (SPESSOTO et al.,
2003), anti-inflamatéria (VASCONCELOQOS et al., 2006) e antioxidante (PIERONI et al., 2011).

Até o presente momento ndo foram encontrados dados sobre acdo da Miconia albicans
sobre o sistema nervoso central (SNC), mas ha consenso que muitas plantas encontradas na
natureza exibem efeitos psicotrépicos e sdo capazes de afetar as funcbes do SNC exercendo
importantes efeitos sobre a consciéncia, as emogdes e a cognicdo (BRASIL, 2019). Pinto el al.
(2012) relatam que o estudo da fisiopatogenia das doencas neuropsiquiatricas e do mecanismo de
acdo e da eficacia de terapias farmacolégicas depende diretamente da existéncia de modelos
experimentais (testes comportamentais e neurologicos). Neste sentido, os modelos animais e
ensaios neuroquimicos podem fornecer informacdes Uteis para o desenvolvimento de novos
psicofarmacos (BARETTA, 2012; CRUZ, LANDEIRA-FERNANDEZ, 2012; SILVA,2015).

Desta forma, a presente pesquisa se propds avaliar a agdo ansiolitica in vivo de extratos
obtidos de folhas de Miconia albicans através de modelos comportamentais.

METODOLOGIA

- MATERIAL VEGETAL E PREPARO DO EXTRATO

As folhas de Miconia albicans foram coletadas no municipio de Souza -PB, nos meses de
marco e abril de 2017. O extrato foi preparado com as folhas secas, moidas e maceradas em
etanol/agua (70:30 v/v)/7 dias. Sequencialmente foi realizado concentracdo em evaporador rotativo
em pressao reduzida e baixa temperatura obtendo-se o extrato bruto. Para ensaio in vivo este extrato
foi diluido em solugéo fisioldégica para obtengéo das concentragdes testes.

Para os tratamentos experimentais foram realizadas 3 diluicbes do extrato seco (25mg/kg;
50mg/kg; 75mg/kg), tendo como controle positivo diazepam (2mg/kg) e solugao fisiolégica como
controle negativo. Os extratos da planta e o diazepam foram diluidos em solugéo fisiolégica para

serem administrados através da via intraperitoneal (i.p.).

- ANIMAIS

Foram empregados 50 ratos Wistar machos com peso médio de 300g, provenientes do
Biotério Jodo Bezerra de Lima das Faculdades Nova Esperanca (FAMENE). Os animais foram
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divididos em 5 grupos experimentais: Controle Positivo Diazepam (CTP); Controle Negativo (CTN);
Teste Miconia 25 (M25), Teste Miconia 50 (M50) e Teste Miconia 75 (M75). Até o momento da
realizagcao dos testes comportamentais os animais foram mantidos sob um sistema claro/escuro de
12h, com temperatura (23 + 2 °C) e umidade (55 + 15 %) controladas. A alimentacdo dos animais foi
constituida por racao balanceada padronizada para roedores, e a agua ofertadas ad libitum.

No momento da realiza¢do dos testes, os animais foram retirados das gaiolas e submetidos a
administragao dos extratos, diazepam ou solugao fisioldégica, de acordo com o grupo experimental no
qual se encontrava, sendo na sequencia expostos aos testes do labirinto em cruz elevado, claro-

escuro e campo aberto. O estudo foi aprovado pelo CEAU (Certiddo n.® 0058.2017.1).

-  MODELO EXPERIMENTAL CAMPO ABERTO

Este teste foi empregado para avaliar a atividade exploratéria de cada animal apoés o
tratamento com as substancias de interesse. O aparato foi confeccionado em madeira (60x45x20 cm)
e seu interior dividido em 9 quadrantes demarcados com fita adesiva conforme o esquema

representativo (Figura 1).

FIGURA 1 — Desenho esquemético do aparato empregado para o teste do campo aberto.

Apos 30 minutos dos tratamentos experimentais, os animais, um por vez, foram colocados no
centro do campo aberto onde foram registrados o nimero de cruzamentos com as quatro patas
(atividade locomotora esponténea), nimero de comportamentos de autolimpeza (grooming) e o

numero de levantamentos (rearing), sem se encostar nas paredes, durante um tempo de 5 minutos.

- MODELO EXPERIMENTAL DO LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO (TLCE)

O modelo do labirinto foi confeccionado em madeira com 4 bragos em forma de cruz, com
dois bracos abertos (50x10x20 cm) e dois bragos fechados (50x10cm), conforme esquema ilustrativo

(Figura 2). Tem como principio basico a geracdo de respostas comportamentais no animal
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semelhantes as de humanos em situagdes de ansiedade, onde as drogas ansioliticas favoreceriam o
aumento do numero de entradas e a permanéncia do animal nos bragcos abertos (CRUZ e
LANDEIRA-FERNANDES, 2012).
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Figura 2 - Diagrama esquematico do TLCE.

Apo6s 30 minutos da administracdo das substancias (diazepam, solucdo fisiolégica ou
extratos vegetais), cada animal foi exposto ao modelo individualmente e observado seu
comportamento por 5 min. Os parametros avaliados foram o nimero de entradas nos bragos abertos
e fechados e o tempo de permanéncia nos bragos abertos e fechados. O efeito ansiolitico foi definido
como uma aumento no nuamero de entradas nos bragos abertos e o tempo gasto nos mesmos
relativo ao tempo total. A entrada nos bragos fechados foi utilizada como medida da atividade de
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locomocéo dos animais (GRUNDMANN et al., 2007; DICKEL et al., 2010; PEREIRA, GUEDES e
SILVA, 2015).

- MODELO EXPERIMENTAL CAMPO CLARO-ESCURO

Este teste tem como principio basico o conflito natural que ocorre quando os animais sdo expostos a
um ambiente nao familiar, que é gerado devido a tendéncia natural do roedor de evitar o
desconhecido. O aparato consiste de uma pequena caixa com dois compartimentos conectados, um
branco fortemente iluminado e outro preto e escuro (MOREIRA, 2013). Ao iniciar o teste o animal é

colocado no compartimento branco e pode explorar liviemente os dois compartimentos (Figura 3).

FIGURA 3 — Desenho esquematico ao aparaio empregaao para o teste do campo claro escuro

- ANALISE ESTATISTICA
Empregou-se andlise de variancia (ANOVA), seguido do teste de dunnett. A diferenca,

estatisticamente significativa, foi considerada quando o valor de p for menor que 0,05.

RESULTADOS

Na tabela 1 estdo apresentados os resultados da agédo do extrato de Miconia albicans no
comportamento de ratos submetidos ao teste do campo aberto. Este ensaio permite avaliar os efeitos
agudos de um extrato ou substancia sobre a excitabilidade do sistema nervosa central (SNC). Para
medir a atividade motora do extrato mensurou-se o nimero de deslocamentos espontaneos que os
animais realizaram no campo aberto, os quais estdo apresentados na Figura 1. Neste teste ndo foi
verificado prejuizo na mobilidade dos animais tratados com as diferentes concentragdes dos extratos
da planta (M25, M50 e M75). Em relacdo ao numero de cruzamentos houve um aumento na
passagem dos animais de um campo ao outro com o aumento da concentracdo dos extratos, ou
seja, doses maiores aumentaram a capacidade exploratéria dos animais.

Segundo Barbosa e Lima (2016) o aumento no ndmero de cruzamentos esta relacionado
com a exploracao, o que sugere um efeito ansiolitico da substancia, por outro lado, a diminuicdo da
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atividade locomotora exploratéria pode estar relacionada a sedagéo resultante da depressdo do SNC
(FRANCO et al., 2005). Desta forma os efeitos observados apds a administragdo dos extratos de

M.albicans sugere um potencial efeito ansiolitico que deve ser melhor explorado.
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Figura 1- Efeito do extrato de M. albicans no nimero de cruzamentos no teste do campo
aberto

CTP: controle positivo com Diazepam (2mg/kg, i.p.). CTN: controle negativo soro fisioldgico (2mg/kg,
i.p.). M25: grupo tratado com extrato vegetal (25mg/kg, i.p). M50: grupo tratado com extrato vegetal
(50mg/kg, i.p). M75: tratado com extrato vegetal (75mg/kg, i.p). Resultados apresentados como
média +DP e analisados estatisticamente por ANOVA 1 via.

* diferenga estatistica significativa (p< 0,05) em relagao aos demais grupos experimentais

Grupos Cruzamentos| . G vaniar) | (ato do tmpar
CTP 94 +2,3° 62+7,9° 17+3
CTN 3+3,5° 2+2,1° 0
M25 13+3° 5+1,3 0
M50 24 +5,29 16 £ 1,5° 0
M75 22 +6,5° 26 +2,8° 0

Os demais parametros analisados foram o “reasing” que se refere ao nimero de vezes que o
animal se levanta, ficando apenas com as patas traseiras no solo e o “grooming” que é o reflexo de
autolimpeza, o0s quais sdo empregados com o intuito de avaliar possiveis modificagbes

comportamentais.

Tabela 1 — Efeito do extrato de M.albicans sobre o comportamento de ratos no teste de campo
aberto.
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CTP: controle positivo com Diazepam (2mg/kg, i.p.). CTN: controle negativo soro fisiol6gico (2mg/kg,
i.p.). M25: grupo tratado com extrato vegetal (25mg/kg, i.p). M50: grupo tratado com extrato vegetal
(50mg/kg, i.p). M75: tratado com extrato vegetal (75mg/kg, i.p). Resultados apresentados como
média £DP e analisados estatisticamente por ANOVA 1 via. Grupos identificados com letras iguais

nao mostram diferencgas significantes entre si (p< 0,05)

Houve diferencgas significativas (p< 0,05) ao comparar os grupos M25, M50 e M75 com o
controle positivo, visto que o tratamento dos animais com diazepam ocasionou um maior numero de
levantamento (reasing) e autolimpeza corporal (grooming).

O comportamento de autolimpeza nos roedores pode ser exacerbado em situacdes
estressoras. Destaca-se que os animais tratados com M.albicans suspenderam o comportamento de
autolimpeza, sugerindo potencial efeito ansiolitico e antidepressor desta planta. De forma
semelhante, o tratamento de animais com 6leo essencial de alecrim reduziu a locomogao, reasing e
grooming em relagdo ao grupo controle, indicando que o 6leo essencial ndo produziu efeitos
psicoestimulantes na atividade motora dos animais (ARRUDA, 2014).

Sousa et al. (2004) ao descrever a agao ansiolitica e antidepressiva de uma analogo da
riparina lll, extraido de riparia, demonstrou diminuicdo na autolimpeza. Parece, portanto, que o
comportamento de limpeza no campo aberto pode ser um preditor da atividade antidepressiva,

envolvendo a via dopaminérgica.

Teste do Labirinto em Cruz Elevado

O teste do labirinto em cruz elevada (TLCE) proporciona avaliagao de diferentes padroes de
respostas a exploragdo de novos ambientes. Neste trabalho avaliou-se a resposta ao medo através
da porcentagem de tempo de permanéncia nos bragos abertos e/ou fechados. A figura 2 mostra a
exploracdo dos animais nos bragos abertos, sendo que quanto maior o nimero de entrada, maior a
acao ansiolitica da droga. Houve grande deslocamento nos bragos abertos em todos os grupos
analisados. Houve queda de apenas dois animais do grupo CTP tratados com diazepam. A agéo
observada nos grupos M50 e M75 foram significativamente superiores (p< 0,05) ao diazepam, droga
ansiolitica classica, demonstrando que o extrato de M.albicans apresentou, neste ensaio, importante
potencial ansiolitico sem produzir relaxamento muscular e sem alterar a coordenagao motora, visto

que ndo ocorreram quedas nos grupos M.albicans.
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Figura 2— Porcentagem de entrada nos bracos abertos do teste de labirinto em cruz elevado
apos tratamento extrato de M. albicans
CTP: controle positivo com Diazepam (2mg/kg, i.p.). CTN: controle negativo soro fisioldgico (2mg/kg,

% de entrada nos bragos abertos

5 M50 M75

i.p.). M25: grupo tratado com extrato vegetal (25mg/kg, i.p). M50: grupo tratado com extrato vegetal
(50mg/kg, i.p). M75: tratado com extrato vegetal (75mg/kg, i.p). Resultados apresentados como
média £DP e analisados estatisticamente por ANOVA 1 via.

* diferenca estatistica significativa (p< 0,05) em relagao ao controle positivo (CTP)

Ao avaliar o tempo de permanéncia dos animais nos bragos abertos (Figura 3), observou-se
que novamente o grupo M75 diferiu do controle positivo, realizando ndo apenas mais cruzamentos
como também permanecendo mais tempo explorando os bragos abertos. Foi observada diminuigcao
do tempo de permanéncia nos bragos abertos tanto do grupo M50 como do M25, reforgando que a
dose de 75mg/kg foi a que apresentou melhor acao ansiolitica, visto que proporcionou uma maior
frequéncia de entradas e mais tempo na exploragao deste ambiente.

Assim como neste trabalho, Costa el al (2012) analisando o efeito de extratos de ciano-

carvona verificaram que doses de 75mg/kg produziram efeitos ansioliticos superiores ao diazepam.
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Figura 3 — Tempo de permanéncia nos bragos abertos do TLCE

CTP: controle positivo com Diazepam (2mg/kg, i.p.). CTN: controle negativo soro fisioldgico (2mg/kg,

i.p.). M25: grupo tratado com extrato vegetal (25mg/kg, i.p). M50: grupo tratado com extrato vegetal

(50mg/kg, i.p). M75: tratado com extrato vegetal (75mg/kg, i.p).

Teste Claro e escuro

O teste claro/escuro é comumente utilizado em neurociéncia comportamental para o estudo

de medo e ansiedade, sendo que em geral, administragées de drogas ansioliticas aumentam o

tempo que o animal gasta no compartimento claro, enquanto drogas ansiogénicas diminuem esse
tempo (MANSUR, SANTOS e GOUVEIA JR, 2014). Ao analisar o comportamento dos extratos de M.
albicans empregando este modelo verificou-se que as concentracbes de 50 e 75 mg/kg

apresentaram efeitos ansioliticos nos animais analisados (Figura 4), visto que houve aumento no

tempo de laténcia, ou seja, o tempo que o animal demorou para acessar o lado escuro.
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Figura 4 — Tempo de Laténcia no Teste de transicao claro escuro.

Efeito do tratamento dos animais com extrato de Miconia albicans avaliados no teste da transicao
claro-escuro, registrado durante 5 minutos. CTP: controle positivo com Diazepam (2mg/kg, i.p.). CTN:
controle negativo soro fisiologico (2mg/kg, i.p.). M25: grupo tratado com extrato vegetal (25mg/kg,
i.p). M50: grupo tratado com extrato vegetal (50mg/kg, i.p). M75: tratado com extrato vegetal
(75mg/kg, i.p). Resultados apresentados como média +DP e analisados estatisticamente por ANOVA
1 via.

* diferenca estatistica significativa (p< 0,05) em relacdo ao controle positivo (CTP).

A acao ansiolitica do extrato M50 nao apresentou diferenga significativa em comparacéo ao
controle positivo (p < 0.05), mas o extrato M75 apresentou agédo superior ao diazepam (p < 0.05).
Neste mesmo teste sdo avaliados o numero de transicdo da area clara para a escura, sendo
observada 31 transigdes no grupo M25, 5+2 no grupo M50 e 4+1 no grupo M75. Nos grupos
controle houveram 62 e 311 transicées para CTP e CTN, respectivamente. Desta forma, os animais
tratados com os extratos de M.albicans nas concentragdes de 50 e 75mg/kg apresentaram maiores

nameros de transicoes, sem diferir estatisticamente do controle positivo (p < 0.05)

CONCLUSAO

O extrato vegetal de Miconia albicans apresentou no teste do labirinto em cruz elevado
(TLCE) e no teste claro-escuro agdo ansiolitica sobre SNC semelhante ao diazepam. Com a
utilizagao do teste de campo aberto e TLCE foi possivel verificar que o extrato obtido das folhas da

planta analisada possui importante potencial farmacolégico visto que ndo produziram relaxamento
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muscular e ndo alteraram a coordenag¢dao motora, como observado com o uso de diazepam. No
entanto, sdo necessarios mais estudos para avaliar o uso de drogas antagonistas de diferentes
sistemas para esclarecer os possiveis mecanismos de agao ansiolitico, bem como identificar e isolar
os principais ativos nos extratos a fim de determinar quais as substancias que contribuem para agao

clinica observada.
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