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Resumo

A ansiedade é uma condicdo amplamente
incidente, e seu tratamento farmacoldgico por
vezes € limitado ante a ocorréncia de
arresponsividade, toxicidade e tolerancia. O
presente estudo avaliou trés doses de artepilin C,
um isolado da propolis verde, quanto aos seus
potenciais efeitos ansioliticos em camundongos.
De acordo com os dados analisados é possivel
concluir que o artepilin C, ndo apresentou efeitos
ansioliticos estatisticamente significativos.

Introducao

A ansiedade patolégica é descrita como uma
condicao psiquiatrica heterogénea qualificada pela
presenca de excitabilidade aumentada
(hyperarousal), medo e preocupacdo excessivos
(OLTHUIS et al.,, 2016). Segundo a American
Psychiatric Association (2014), os distarbios de
ansiedade abarcam diversificadas manifestacdes,
as quais incluem transtorno de ansiedade
generalizada, transtorno obsessivo-compulsivo,
transtorno do pénico, fobia social, dentre outras. A
epidemiologia dos transtornos de ansiedade
enfatiza sua importancia: estima-se que as taxas
de prevaléncia variam globalmente entre 3,8 e
25% (REMES et al., 2016).

O acido gama-aminobutirico (GABA), principal
neurotransmissor inibitério do sistema nervoso
central (SNC), associa-se ao  processo
neurobiolégico subjacente a ansiedade, dado que
esta implicado no controle da excitacao e do medo
(KONKIEWITZ et al.,, 2010). De fato, parte do
tratamento farmacolégico da ansiedade
(especialmente em casos agudos) pauta-se na
utilizacdo de uma classe terapéutica denominada
benzodiazepinicos, os quais caracterizam-se
como importantes agonistas alostéricos do
receptor GABAA (O'DONNELL; SHELTON, 2012).
Representantes benzodiazepinicos incluem o
diazepam (DZP), clonazepam, lorezepam,

bromazepam, dentre outros. Adicionalmente, os
transtornos de ansiedade podem ser
farmacologicamente  tratados com  alguns
antidepressivos (sobretudo pelo fato de ambas as
condicbes serem geralmente comorbidas),
antagonistas [-adrenérgicos e buspirona, com
escolha a depender de efeitos adversos,
interacdes e eventual necessidade crbnica ou
aguda (O’DONNELL; SHELTON, 2012). Nao
obstante, as taxas de resposta a tais tratamentos
nao ultrapassam cerca de 66% (DE VRIES et al.,
2016) enfatizando a necessidade de crescente
investimento em alternativas terapéuticas para se
evitar os frequentes abandonos de tratamento,
recaidas, recorréncias e piora de prognéstico
observaveis neste cenério.

A prépolis, mistura resinosa que se origina de
diferentes fontes boténicas, é produzida pelas
abelhas com o intuito de construir e proteger a
colmeia. Este produto de origem natural apresenta
inOmeras propriedades biolégicas e
farmacolégicas, tais como atividades antitumoral,
anti-inflamatoéria, antibacteriana e, principalmente,
antioxidante (LUSTOSA et al., 2008). Diferentes
tipos de prépolis sdo encontrados em territorio
brasileiro, as quais podem ser classificadas em
doze grupos distintos, conforme critérios de
similaridade fisico-quimicos. Dentre os diversos
tipos estd a prépolis verde, oriunda da espécie
Baccharis dracunculifolia (alecrim do campo),
planta nativa brasileira, amplamente distribuida em
Séo Paulo e Minas Gerais (PARK et al., 2004). A
propolis verde apresenta uma composic¢ao fendlica
especifica que inclui o artepilin C (4cido 3,5-
diprenil-4-hidroxicindmico) (LUSTOSA et al,
2008).

Atividades ansioliticas e antidepressivas tém sido
demonstradas experimentalmente para o extrato
etandlico de prépolis (LI et al., 2012; LEE et al.,
2013; REIS et al., 2014; FILHO et al., 2016). De
acordo com Li e colaboradores (2012), o 6leo
essencial da prépolis, além de antagonizar a
hiperfungdo do eixo hipotalamo-hipofise-adrenal



evidenciada nos quadros de ansiedade, possui
acdo antioxidante no tecido cerebral. Tais autores
demonstraram haver reversdo do comportamento
ansioso em camundongos previamente
submetidos a estresse sem que houvesse efeito
sobre a atividade locomotora desses animais. No
entanto, ndo ha descricbes de atividades
biolégicas empregando testes
neurocomportamentais  especificamente  com
componentes isolados da propolis verde, como € o
caso do artepilin C.

Objetivo

O presente trabalho teve como objetivo geral
avaliar o potencial ansiolitico do composto artepilin
C em camundongos submetidos a testes de
ansiedade.

Materiais e Métodos
Tipo de estudo

A presente proposta se caracteriza como estudo
experimental.

Artepilin C

O composto artepilin C (Figura 1) aplicado no
presente estudo foi obtido através de extratos
hidroalcodlicos de amostras de prépolis verde
fornecidos pela empresa Apis Flora Indl. Coml.
Ltda. Os extratos foram submetidos a
solubilizacbes e particdes para o isolamento da
substancia de interesse, cuja pureza foi atestada
por técnicas cromatogréficas. Todas as etapas
analiticas foram conduzidas pela Profa Dra
Vanessa Leiria Campo e equipe, huma pareceria
entre o Centro Universitario Bardo de Maud e a
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo
Preto — Universidade de Séo Paulo.

Figura 1 — Estrutura quimica do artepilin C

Fonte: elaborado pelo autor.

Para administracdo aos animais, 0s extratos de
artepilin C obtidos foram diluidos em solucdo de
dimetilsulféxido (DMSO) 0,05% em agua destilada
resultando na obtencdo das trés doses de teste:
1mg/kg, 3 mg/kg e 10 mg/kg.

Populagdo e amostra

Foram utilizados 46 camundongos da linhagem
Swiss, exclusivamente machos, adultos jovens
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(peso aproximado de 30 gramas), criados e
mantidos pelo biotério do Centro Universitario
Bar&o de Maua. Os animais (cinco por caixa) eram
mantidos em temperatura padronizada (24-25°C),
com ciclo claro-escuro de 12h e acesso irrestrito a
agua e alimento.

Aspectos éticos

Os experimentos foram conduzidos de acordo com
aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa e
Experimentacdo Animal do Centro Universitario
Bardo de Maud (Processo 394/20).

Testes comportamentais

A pesquisa neurocomportamental ha muito utiliza-
se de modelos animais para as mais variadas
investigacdes, as quais incluem testagens de
potencias terapéuticos de novos compostos.
Parte-se da premissa que modelos experimentais
reproduzem as caracteristicas dos quadros
patolégicos sob investigacao; contudo, a literatura
reconhece que ante a complexidade dos distirbios
psiquiatricos, esta reprodutibilidade é limitada e
deve ser melhor compreendida como uma
representacdo geral do quadro resultante do
desenvolvimento de modelos ou da conducéo de
testes comportamentais validados (LISTER,
1990).

O paradigma claro-escuro € baseado em uma
situacdo de conflito, sem que haja a presenca de
um estimulo punitivo. O conflito se da entre a
tendéncia natural dos animais a explorar e a
tendéncia inicial de se esquivar do que nao é
familiar. O comportamento aversivo dos animais é
produzido neste modelo pela novidade do
ambiente e a iluminacdo. O aparato do teste da
transicdo claro-escuro constitui-se de uma caixa
contendo dois compartimentos, um escuro e um
iluminado (claro), com dimens6es aproximadas de
220 x 223 x 220 (mm), interligados por uma
abertura diviséria, tendo sido inicialmente
desenvolvido para avaliar os efeitos ansioliticos de
drogas benzodiazepinicas (CALATAYUD et al.,
2004; TAKAO; MIYAKAWA, 2006).

O teste do labirinto em cruz elevado pauta-se na
esquiva natural do roedor de lugares altos,
iluminados e desprotegidos, sendo um teste
amplamente empregado para avaliacdo de
ansiedade (LISTER, 1987). Utiliza-se um aparato
elevado acima do nivel do ch&o composto por dois
bracos fechados opostos perpendicularmente a
dois bragos abertos. O animal é colocado no centro
do aparelho com a cabeca voltada para um dos
bracos fechados e o seu comportamento é
observado por 5 min (PELLOW et al., 1985). A
medida comportamental classica registrada neste
teste é a exploracdo dos bragos abertos (entradas
e 0 tempo gasto). Um aumento seletivo nos
parédmetros correspondentes aos bragos abertos



revela um efeito tipo ansiolitico (PELLOW et al.,
1985).

O teste de arena (também conhecido como campo
aberto) apresenta validade para mensuragfes de
ansiedade e mobilidade em modelos de roedores.
E utilizada uma arena circular com marcacdes de
guadrantes em seu fundo, e para a realizacdo do
teste 0 animal é posicionado no centro da arena.
Tempo maior de permanéncia no centro do campo
aberto e aumento na atividade de defecacéo
indicam ansiedade (CRUZ; LANDEIRA-
FERNANDEZ, 2012). O tempo de observacéo é de
5 minutos. Este teste também fornece informacdes
sobre a capacidade locomotora do animal.

Coletade dados

O benzodiazepinico DZP foi escolhido como
farmaco controle na dose classicamente adotada
na literatura para efeitos ansioliticos em
camundongos (1 mg/kg). A via de administragéo
adotada para todos os animais foi a gavagem (via
oral), com dose de 300 pL sempre utilizando como
veiculo a solucdo de DMSO a 0,05% em &gua
destilada. Todo o protocolo foi feito de forma
aguda.

Os animais (n=46) foram alocados em grupos
conforme detalhado a seguir, baseado em
achados da literatura que reforcam o minimo
necessario para poder estatistico em testes
farmacoldgicos:

GRUPO VEICULO (n=14);

GRUPO DIAZEPAM (n=11);

GRUPO A1l (n=7): artepilin C 1mg/kg;

GRUPO A2 (n=7): artepilin C 3mg/kg;

GRUPO A3 (n=7): artepilin C 10mg/kg.

Os testes comportamentais foram conduzidos no
biotério do Centro Universitario Bardo de Maua.

Meia hora antes do inicio dos experimentos os
animais eram conduzidos a sala de testes para
aclimatacdo e habituacdo. Foram mantidas
condicbes ideais para realizagdo  dos
experimentos: atenuag¢do dos niveis de ruido,
baixa intensidade de iluminacdo e temperatura
controlada (24-25°C). Apés esse periodo, era feita
a administracdo de algum dos compostos
conforme supramencionado. O animal era entédo
colocado individualmente em uma caixa, onde
aguardava por mais 30 minutos até inicio das
testagens. ApOs este periodo o animal dava inicio
ao screnning comportamental, ou seja, todos os
animais, independentemente do tratamento,
passavam por todos os aparatos de teste (5
minutos em cada), ha seguinte ordem: caixa claro-
escuro, labirinto em cruz elevado e arena.
Concluido o screnning, o animal permanecia na
sala de testes por mais 30 minutos, sendo
posteriormente levado a uma outra sala para
finalizacéo (inducéo de morte). No periodo entre a
experimentacdo com cada animal os aparatos dos
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testes comportamentais eram devidamente
higienizados com alcool etilico 10% e secos em ar
corrente.

O obito dos camundongos era induzido através de
sobrecarga anestésica por via intraperitoneal
(associacdo de xilazina 20mg/kg + ketamina
270mg/kg para indugdo + o barbitdrico tiopental
120mg/kg). Evidenciado o aprofundamento
anestésico, era realizada a coleta de sangue do
animal através de plexo orbital (as amostras de
soro encontram-se congeladas para eventuais
analises futuras).

Anédlise dos dados

Todos os experimentos foram gravados. Para a
andlise dos videos foi utilizado o software
AnyMaze®. De acordo com o parametro de
interesse obtido a partir de cada teste foi entdo
realizada a analise estatistica pela ANOVA de uma
via no software GraphPad Prism 8.

Resultados e discussao

Reconhece-se que a ansiedade demanda pronto e
inequivoco diagndstico, assim como apropriado
tratamento, ndo apenas pelos prejuizos que causa
diretamente aos pacientes, mas também em
virtude das outras condi¢8es clinicas as quais 0s
individuos acometidos passam a apresentar maior
predisposicdo (BATELAAN et al., 2016). Tratar
adequadamente o0s pacientes que nao respondem
satisfatoriamente as intervencdes disponiveis é,
sem duavidas, um grande desafio. A pesquisa de
novos medicamentos com efeito ansiolitico para
pacientes que apresentam transtorno de
ansiedade farmacorresistente aos agentes
tradicionais mostra-se  desafiadora, porém
emergente diante de uma patologia tdo limitante e
incidente. Desta forma, modelos e testes animais
se apresentam como importantes ferramentas
para investigar possiveis alvos terapéuticos
(ABELAIRA et al., 2013).

As propriedades intrinsecas a propolis, tais como
sua capacidade anti-inflamatéria e antioxidante,
sao alvo de pesquisas ha algum tempo (LI et al.,
2012; BHARGAVA et al., 2021; ZULHENDRI;
PERERA; TANDEAN, 2021). Porém, o enfoque
das aplicacdes de tais propriedades no estudo de
transtornos  ansiosos  ainda carece de
aprofundamento, particularmente no que diz
respeito a andlises envolvendo compostos
isolados da propolis. Objetivando contribuir com a
lacuna de conhecimento neste &mbito, o presente
estudo elegeu o artepilin C como composto de
interesse ante seus potenciais bioldgicos diversos
ja descritos in vitro e in vivo (BESERRA et al.,
2020; SHAHINOZZAMAN et al., 2020). As doses
selecionadas para testagem séo as
experimentalmente aplicadas quando ndo ha
descricdes prévias norteadoras na literatura.
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Ademais, a escolha do veiculo (DMSO 0,05% em
agua destilada para administragdo oral) constitui-
se um diferencial importante do trabalho, dado que
estudos prévios se utilizaram em sua maioria de
extratos em solugdo hidroalcodlica, o que pode
exercer influéncias sobre o comportamento e
habilidades motoras dos animais (SMOOTHY;
BERRY, 1984).

O teste da caixa claro-escuro (Figura 2) ao qual
todos o0s animais foram sujeitos teve como
principal parametro gerado a porcentagem de
tempo permanecido no lado claro, o que ¢é
indicativo de reducéo dos niveis de ansiedade.

Figura 2 — Teste da caixa claro-escuro

Fonte: acervo do autor.

De acordo com os resultados da ANOVA de uma
via, n&o houve diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos analisados no que diz
respeito a porcentagem de tempo em que o animal
permaneceu no lado claro da caixa (ANOVA de
uma via: F (4, 41)=2,144; p=0,09). No grafico
(Figura 3) a representacdo € de média e erro
padrao da média.

Figura 3 — Resultados do teste da caixa claro-
escuro

100

% Tempo no claro

Fonte: elaborado pelo autor.

Imediatamente apdés a retirada do animal da caixa-
escuro, o animal era colocado no centro do aparato
labirinto em cruz elevado (Figura 4), local onde
permanecia por mais 5 minutos.
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Figura 4 — Labirinto em cruz elevado

i y

Fonte: acervo do autor.

Conforme os resultados da ANOVA de uma via,
ndo houve diferenca estatisticamente significativa
entre os grupos analisados no que diz respeito a
porcentagem de tempo em que o0 animal
permaneceu no brago aberto (ANOVA de uma via:
F (4, 41)=1,433; p=0,24). No grafico (Figura 5) a
representacéo € de média e erro padrdo da média.

Figura 5 — Resultados do teste labirinto em cruz
elevado

80—

% Tempo no Brago Aberto

Fonte: elaborado pelo autor.

Na sequéncia, 0s animais passavam para a arena
(Figura 6), onde permaneciam por mais 5 minutos
movimentando-se sem qualquer tipo de restricao.

Figura 6 - Arena

Fonte: acervo do autor.

De acordo com os resultados da ANOVA de uma
via, ndo houve diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos analisados no que diz
respeito a porcentagem de tempo em que o animal
permaneceu no centro da arena (ANOVA de uma
via: F (4, 41)=0,2456; p=0,9107). No gréfico



(Figura 7) a representacdo € de média e erro
padrao da média.

Figura 7 — Resultados da arena

60—

40

% Tempo no centro

Fonte: elaborado pelo autor.

Congruente com as andlises conduzidas, nao foi
possivel verificar diferencas estatisticamente
significativas entre as doses de artepilin C e o
veiculo ou o controle (DZP) nas condi¢des
experimentais adotadas. No que diz respeito as
esperadas diferencas entre veiculo e DZP quanto
as atividades ansioliticas deste, algumas
particularidades devem ser consideradas. Embora
o DZP, dadas as suas propriedades ansioliticas e
hipnéticas, ainda seja o farmaco controle mais
amplamente utilizado em experimentos
envolvendo ansiedade, h4 uma marcada diferenca
na sensibilidade dos animais a exposicdo a este
benzodiazepinico (WONG; YOONG; GWEE; 1986;
YOONG et al., 1986), o que pode ocorrer em doses
baixas, como a adotada, e inclusive ante a
exposicdo aguda, como o caso do presente
estudo. Desta forma, ndo devemos desconsiderar
gue tal sensibilidade possa, em alguma extensao,
justificar a auséncia de diferenca estatisticamente
significativa entre os animais controle e os animais
aos quais apenas o veiculo foi administrado.

Ao compararmos as doses de artepilin C ao
controle, a auséncia de diferenca estatisticamente
significativa na atividade ansiolitica ndo corrobora
0 achado prévio de Reis e colaboradores (2014),
0s quais apontam haver atividade ansiolitica,
estimulante e antidepressiva em ratos tratados
com extrato oleoso de propolis por via
intraperitoneal. Adicionalmente as diferencas entre
espécies e vias de administragao utilizadas pelos
autores e pelo presente estudo, nossos dados
podem sugerir que eventuais efeitos reais da
propolis sobre manifestagbes depressivas e
ansiosas nao se devem especificamente ao
artepilin C, mas sim a algum dos outros incontaveis
compostos biologicamente ativos que compdem o
extrato de prépolis.

N&o obstante, a verificagdo da existéncia de um
agente de origem natural que, mesmo ndo se
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mostrando superior ao DZP quanto as suas
atividades  ansioliticas, ndo €& também
estatisticamente inferior a ele, abre-nos a
possibilidade de investigacdes futuras
promissoras. Conforme consubstanciado por
O’Donnell e Shelton (2012), os benzodiazepinicos
sdo farmacos amplamente utilizados em todo o
mundo, com robusta eficicia ansiolitica. Contudo,
muitos pacientes ndo podem fazer uso desta
classe terapéutica especialmente ante aos efeitos
adversos que lhe sdo atribuidos, em especial, o
efeito sedativo. Adicionalmente, o uso dos
benzodiazepinicos encontra no potencial a
tolerdncia uma importante barreira ao seu uso,
sobretudo o crénico. Assim, a despeito das
limitacdes do presente estudo e da auséncia de
diferencas estatisticamente significativas entre os
grupos analisados no delineamento proposto, a
busca por alternativas terapéuticas que
apresentem efetividade maior ou equivalente aos
farmacos ja estabelecidos, porém com possivel
menor toxicidade, apresenta-se como um campo
de pesquisas amplo e urgente. Os compostos
naturais, portanto, surgem como uma promissora
aposta para o desenvolvimento de terapias
coadjuvantes no tratamento da ansiedade, ou para
pacientes que ndo toleram as rea¢fes adversas de
farmacos como os benzodiazepinicos.

Conclusao

De acordo com os dados analisados é possivel
concluir que o artepilin C, composto extraido da
prépolis verde, ndo apresentou efeitos ansioliticos
estatisticamente significativos em camundongos
sob uso agudo por via oral. Contudo, compostos
naturais podem ser op¢des promissoras para o uso
adjuvante ou alternativo no tratamento da
ansiedade, uma vez que suas equivaléncias nos
efeitos ansioliticos comparativamente a controles
robustos (como o DZP) podem representar uma
opcdo a individuos que sofrem com a
arresponsividade, toxicidade ou tolerancia a
benzodiazepinicos.
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