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Introducéo

Os disturbios de ansiedade sdo condigdes biopsicossociais ligadas a respostas
generalizadas ou especificas diante de situacfes percebidas como ameacadoras. Essas
condicOes estdo entre os transtornos mentais mais comuns. Geralmente surgem precocemente
na vida e, como outros transtornos mentais, apresentam uma evolucgéo cronica deliberadae um
impacto funcional significativo. Os distarbios de ansiedade manifestam-se clinicamente de
diversas maneiras (JAVAID et al., 2023).

Na ansiedade patoldgica, as pessoas interpretam situacdes cotidianascomo ameagadoras
e evitam experiéncias que causem sentimentos negativos similares. Os transtornos incluem
transtorno de ansiedade generalizada, transtorno do panico, ansiedade social, estresse pos-
traumatico e transtorno por uso de alcool, que sdo acompanhados de efeitos nutricionais e
sintomas fisioldgicos como taquicardia, dificuldade respiratéria, dores musculares e tremores
generalizados, alem de alteraces comportamentais como pensamentos negativos persistentes
e preocupacOes recorrentes. Sintomas que quando ndo tratados, podem exigir cuidadosa
intervencgdo farmacolédgica (DE AZEVEDO et al., 2024; MARQUES et al., 2024).

A ansiedade representa um significativo desafio de saude publica, classificada como a
242 principal causa de incapacidade entre os afetados pelo transtorno. Nesse sentido, compostos
fendlicos provenientes de fontes naturais interagem com receptores do sistema nervoso central
(SNC) nos mesmos sitios de ligacdo dos benzodiazepinicos, 0s principais medicamentos
empregados no tratamento da ansiedade, porém, possuem seus usos clinicos limitados devido
a efeitos colaterais como sedacdo, relaxamento muscular, comprometimento psicomotor,
ataxia, amnésia, problemas fisicos e dependéncia psicolégica (Camilo et al., 2022; Mendes et
al., 2023). Pesquisas estdo em curso para identificar produtos naturais ansioliticos, explorando
seus componentes ativos e mecanismos de acdo, em busca de alternativas aos medicamentos
tradicionais (ALLAMEH; ORSAT, 2022; MUNIANDY, 2018).

A Mangifera indica Linnaeus, mais conhecida popularmente como mangueira, é uma
arvore da familia Anacardiaceae nativa da Malésia e da india. Adaptadaa climas tropicais e
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subtropicais, foi domesticada ha cerca de 4.000 anos. Hoje é cultivada em mais de 100 paises,
ocupando uma area total de 3,7 milhdes de hectares (REIS et al., 2021).

A espécie é amplamente utilizada na medicina popular para tratar e prevenir diversos
problemas de salde. Seu uso deve-se muito aos compostos fitoquimicos bioativos presentes na
planta. Eles estdo localizados em varias partes, como as folhas, cascas, flores, frutos e sementes
(MIRZA et al., 2021). Dentre todos bioativos, o principal composto € a mangiferina (Figura 1),
uma xantona natural presente em diversas plantas (LOPES et al., 2024). Estudos diversos tém
demonstrado sua ampla gama de acBes bioldgicas, como a capacidade antioxidante (ATTIA et
al., 2022), anti-inflamatéria (MEI et al.,, 2021), anti-diabetes (LOPES et al., 2024),
Cardioprotetora (JIANG et al., 2020), neuroprotetora (LIU et al., 2021) e antimicrobiana
(YEHIA; ALTWAIM, 2023), 0 que a torna um agente promissor para o setor farmacéutico, em
especial, ao combate aos transtornos de ansiedade.

Figura 1. Representacdo quimica da estrutura da mangiferina.

Fonte: Préprio autor.

Nos estudos de ansiedade, apesar dos roedores serem comumente usados, o zebrafish
tem se destacado como um modelo animal promissor para pesquisas, devidoao seu baixo custo,
facilidade de manejo e a sua semelhanga genética e fisiolégica com humanos. Fato que o torna
um animal excelente nos estudos in vivo (KALUEFF et al., 2014).

Portanto, considerando as propriedades medicinais mencionadas da mangiferina, o
presente estudo teve como objetivo extrair, purificar e caracterizar a mangiferina de folhas de
Mangifera indica, assim como investigar o seu potencial efeito toxicologico e ansiolitico,
utilizando o modelo animal do zebrafish.

Material e Métodos

As folhas de Mangifera indica foram coletadas no campus do Itaperi da Universidade
Estadualdo Ceara e levadas ao Laboratorio de Quimica de Produtos Naturais, onde foram secas
em estufaa 60°C por 6 horas e trituradas em um moinho de facas. Em seguida, 150 g de folhas
foram desengorduradas em extrator Soxhlet com hexano por 12 horas, e posteriormente
submetido a uma segunda extracdo com metanol pelo mesmo periodo. A fracdo metandlica foi
concentrada em um rotaevaporador e suspendida em acetato de etila. Todo o material foi
armazenado na geladeira até precipitacdo do solido amarelado que foi filtracdo e submetido a
sucessivas etapas de recristalizacgdo (MURUGANANDAN et al., 2005).

A identificacdo e a verificacdo da pureza da mangiferina foram realizadas em
cromatografo liquido de alta eficiéncia (CLAE) da Shimadzu com coluna C18 Shim-pack
(250x4,5 mm, 5 um). Fase mdvel consistiu de acetonitrila (solvente A) e agua Milli-Q
acidificada com 2% de acido acético (solvente B). Gradiente de eluicdo programado para: 0-10
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min (10:90 v/v); 10-20 min (20:80 v/v); 20-23 min (95:05 v/v); 23-30 min (10:90 v/v). Vazéo
de 1,0 mL/min, com volume de injecdo de 20 pL. O pico da mangiferina foi identificado
comparando-se 0 tempo de retencdo com o padrdo de referéncia e por meio de espectro UV a
254 nm (RAMIREZ et al., 2016).

Para avaliar o efeito ansiolitico damangiferina, foram utilizados zebrafish (Danio rerio)
adultos, de linhagem selvagem, de ambos os sexos, com idades entre 60 e 90 dias, medindo 3,5
+ 0,5 cm e pesando 0,4 + 0,1 g. Os animais foram selecionados aleatoriamente, anestesiados
em agua gelada e tratados com 20 uL da amostra (4, 20 e 40 mg/kg) ou Diazepam (4 mg/kg;
controle positivo), ou DMSO a 3 % (controle negativo/diluente das drogas) via intraperitoneal
(i.p). Em seguida, foram acondicionados individualmente em béquer de vidro contendo &gua
do aquério e mantidos em repouso (n = 6 por grupo).

O teste de campo aberto foi realizado para avaliar possiveis alteragdes na coordenacéo
motora dos animais, relacionadas ao efeito ansiolitico e/ou ao relaxamento muscular
(FERREIRA et al., 2021). O comportamento de ansiedade foi avaliado em aquério de vidro (30
cm x 15 cm x 20 cm), dividido em uma clara e outra escura (Teste claro-escuro). Apds 30
minutos de adaptagdo, os peixes foram colocados individualmente na zona clara, e o efeito
ansiolitico foi medido com base no tempo que eles permaneceram na zona clara durante 5
minutos de observacdo (GEBAUER et al., 2011). Apos 24, 48, 72 e 96 horas, 0 nUmero de
animais mortos foram submetidos a analise estatistica, e a dose letal para matar 50% dos
zebrafish (DLsp) foi calculada. Os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité
de Eticado Uso de Animais da Universidade Estadual do Ceara (CEUA-UECE), sob protocolo
n° 04983945/2021. Os resultados foram expressos como media + erro padrdo. A analise
estatistica usou 0 método ANOVA seguido do teste de Tukey, com nivel de significancia de
5% (P < 0,05).

Resultados e Discussdo

O processo de extracdo e purificagdo da mangiferina resultou em 1,34 g de material
purificado, com um rendimento de 0,89% (p/p) em relacdo ao peso inicial das folhas. A pureza
do composto, analisada por CLAE-DAD, apresentou um pico majoritario com tempo de
retencdo de 10,247 minutos e um espectro UV caracteristico da molécula de mangiferina. O
teor docomposto atingiu 97,8% de pureza (Figura 2). Neste trabalho conseguiu-se um resultado
até melhor em termos de pureza que o estudo realizado com folhas adultas do Vietnd, onde os
autores obtiveram uma eficiéncia de extragdo com um rendimento de 0,82% e uma pureza de
94,2% (LOAN et al., 2021).

Figura 2. Cromatogramas de CLAE-DAD da analise de pureza da mangiferina isolada.
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Fonte: Proprio autor.
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O teste de toxicidade aguda da mangiferina em zebrafish adulto demostrou que em
nenhuma dose utilizada, o composto foi toxico até 96 horas de analise. Esse resultado esta em
concordancia com os dados da literatura, onde um estudo de toxicidade subcronica conduzido
em camundongos, com uma dose de 200 mg/kg, demonstrou que, ao longo de 28 dias, todos 0s
animais permaneceram saudaveis, alertas, ageis e exibiram comportamentos normais de
alimentacdo e defecacdo, sem mortes registradas em nenhum dos grupos. Isso indica que a
mangiferina é segura para uso prolongado (HUYNH et al., 2024).

O zebrafish adulto tem se tornado um modelo animal amplamente utilizado em estudos
de toxicidade, devido a diversos fatores que o tornam uma escolha vantajosa em comparacéo
com outros modelos (Ferreira et al., 2021). Como vertebrado, o zebrafish adulto compartilha
muitas semelhancas bioldgicas com os seres humanos, incluindo sistemas nervoso central,
cardiovascular e imunoldgico. Além disso, a transparéncia das larvas de zebrafish permite a
observacgdo diretae em tempo real dos efeitos toxicos em 6rgaos e tecidos, 0 que € uma grande
vantagem em relacdo a outros modelos animais (SILVA et al., 2020). Outra caracteristica
relevante é a possibilidade de manipulacdo genética, permitindo estudos sobre os efeitos de
compostos toxicos em vias especificas. Adicionalmente, o pequeno tamanho do zebrafish
adulto possibilita a realizacdo detestes de toxicidadeem larga escala, o que é ideal para triagens
de compostos tdxicos. Por essas razdes, o zebrafish adulto é amplamente empregado tanto na
avaliacdo dos efeitos de substancias quimicas em organismos vivos quanto na investigacao das
vias de sinalizacdo molecular relacionadas a toxicidade (SILVA et al., 2020).

O teste da atividade locomotora por meio do teste de campo aberto em zebrafish como
modelo animal, mostrou que todas as doses de mangiferina alteraram a locomocao dos animais
(**p< 0,0001 e Diazepam vs controle), reduzindo a atividade locomotora em comparagao ao
grupo controle (veiculo — DMSO a 3%) (Figura 3).

Figura 3. Efeito da mangiferina sob o comportamento locomotor do zebrafish adulto no teste

de campo aberto (0-5 min).
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Fonte: Préprio autor.
O resultado obtido neste estudo é semelhante ao encontrado em pesquisas com ratos
Wistar, onde o comprometimento daatividade locomotora foi significativamente reduzido ap6s
a administracdo de uma dose de 20 mg/kg de mangiferina (LUM et al., 2023).
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A andlise da atividade locomotora por meio do teste de campo aberto em zebrafish é
uma ferramenta amplamente utilizada em estudos comportamentais e farmacologicos. 1sso se
deve ao fato de que 0s movimentos e o comportamento de natacdo do zebrafish sdo altamente
sensiveis a estimulos externos e internos, incluindo mudancas no ambiente, fatores emocionais
e respostas a tratamentos farmacoldgicos (TAYLOR et al., 2017). Através desteteste, é possivel
obter informacdes sobre o impacto de diferentes substancias quimicas no comportamento do
peixe. Por exemplo, uma substancia toxica pode diminuir a atividade locomotora do zebrafish,
enquanto substancias que promovem sua salde podem aumentar essa atividade. Além disso, o
teste também pode ser utilizado para avaliar o efeito de tratamentos farmacologicos em
transtornos comportamentais, como ansiedade e depressdo. Um composto ansiolitico em
humanos, por exemplo, pode aumentar a atividade locomotora do zebrafish durante o teste,
sugerindo um potencial efeito ansiolitico (GEBAUER et al., 2011). Portanto, a analise da
atividade locomotora pelo teste de campo aberto oferece informacGes valiosas sobre o efeito de
diferentes substancias e condi¢des no comportamento do zebrafish, auxiliando na compreenséo
dos mecanismos envolvidos na toxicidade e em transtornos comportamentais.

Avaliacdo da ansiedade por meio do teste claro-escuro em zebrafish adulto mostrou que
amangiferina na maior dosagem (40 mg/kg) teve efeitoansiolitico (****p <0,0001 vs controle)
semelhante ao Diazepam vs controle (**p < 0,01) (Figura 4). Esses resultados estdo de acordo
com pesquisas disponiveis na literatura, nas quais o pré-tratamento com mangiferina melhorou
significativamente o comportamento semelhante a ansiedade no teste de caixa claro-escura,
utilizando camundongos induzidos com lipopolissacarideos (JANGRA et al., 2014).

Figura 4. Efeito da mangiferina na ansiedade do zebrafish no teste claro/escuro (0-5 min).
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Fonte: Proprio autor.

O teste claro/escuro em zebrafish adulto é um método comportamental utilizado para
avaliar a atividade ansiolitica ou ansiogénica de compostos quimicos. Nesse teste, 0 peixe é
colocado em um aquario dividido em duas partes: uma area iluminada e outra escura. Como o
zebrafish é naturalmente fotofdbico, ele tende a preferir areas escuras e menos iluminadas.
Assim, quando exposto a um ambiente com areas claras e escuras, 0s peixes geralmente passam
a maior parte do tempo na &rea escura. No entanto, ao serem tratados com compostos
ansioliticos, eles tendem a passar mais tempo na area clara, o que indica uma redugdo nos
comportamentos ansiosos € um aumento na atividade exploratéria. Esse teste € amplamente
utilizado em estudos farmacoldgicos para identificar compostos com potencial ansiolitico
(AIMEE et al., 2021).
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Além disso, o teste claro/escuro também é valioso em estudos de toxicidade, pois a
exposicdo a substancias toxicas pode impactar negativamente o comportamento do zebrafish,
resultando em um aumento dos comportamentos ansiosos ou de esquiva. Dessa forma, a analise
daatividadeansiolitica pelo teste claro/escuro em zebrafish adulto é uma ferramenta eficaz para
identificar compostos toxicos que afetam negativamente o comportamento, fornecendo
informacbes importantes para avaliar o risco potencial desses compostos para a satide humana
e ambiental.

Conclusdes

A técnica de isolamento da mangiferina que foi desenvolvida neste trabalho mostrou-se
superior aos dadosja relatados na purificacdo deste composto. O peixe zebra adulto tratado com
a mangiferina ndo apresentou efeito toxico e exibiu atividade ansiolitica. Esses dados reforcam
0 potencial farmacologico desta substancia como possivel farmaco para o tratamento da
ansiedade em posteriores estudos em humanos.
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