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RESUMO

A espécieHerissantia crispa (L.) Brizicky, popularmente conhecida como malvajsé
uma planta pertencente a familia Malvaceae. Nambi#os relatos sobrél. crispa na
literatura, no entanto, esterdides, flavondidediasgjdeos flavonoidicos com atividades
comprovadas foram isolados desta planta. Outraxespda familia Malvaceae sédo usadas
na medicina tradicional e estudos comprovaram dades anti-inflamatodrias,
antinociceptivas, diuréticas, entre outras. O oletlo presente trabalho foi avaliar as
possiveis agbes psicofarmacoldgicas do extratadketande Herissantia crispa (EEHC),
pela investigacdo de seus efeitos no sistema rervestral (SNC), em camundongos.
Inicialmente, foi realizada a triagem farmacoldgicamportamental, para verificar o
possivel efeito do EEHc no sistema nervoso. Alguralisracfes comportamentais
semelhantes as de drogas depressoras do SNC fdraetvadas nos camundongos
tratados, tais como, reducdo da ambulacdo e pequanale ptose. Nas 72 horas seguintes
ndo houve morte dos animais, nem presenca de six&ss na maior dose possivel (2000
mg/kg i.p), sendo estabelecidas as doses de 500 en§/kg para os testes subsequentes.
Nenhuma das doses testadas do EEHc diminuirampotdepermanéncia dos animais na
barra giratéria no teste do rota-rod. No teste albpo aberto, as duas doses testadas do
EEHc diminuiram significativamente a ambulacdo, amportamento de levantar e a
defecacao, sugerindo perfil semelhante ao de dsEgpeivo-hipndticas. O comportamento
de autolimpeza néo foi alterado por nenhuma dogeat@mento dos animais com o EEHc
nas doses testadas néo alteraram seu comportantetdste do labirinto em cruz elevado
e também ndo protegeram 0s animais contra as a&@i®aiinduzidas pelo eletrochoque
auricular, descartando-se os efeitos ansiolitican#convulsivante, respectivamente. As
doses de 500 e 800 mg/kg do EEHc induziram sigmfe potencializacdo do tempo do
sono induzido pelo tiopental, no entanto, ndo algen a laténcia de inducdo do sono,
caracteristica semelhante a de drogas sedativatlips. Na avaliacdo da atividade
antinociceptiva, o EEHC reduziu significativament@imero de contorcbes abdominais,
evidenciando atividade antinociceptiva. Tal efeim foi dose dependente, pois foi mais
pronunciado na dose de 500mg/kg do que na dose(egdkg. No teste da placa quente o
EEHc aumentou o tempo de laténcia ao estimulo ¢térapenas na dose de 500 mg/kg, 60
minutos apods o tratamento. No teste da formalinBEbic na dose de 500 mk/kg sé foi
capaz de reduzir o tempo de lambida na primeira dasteste, mas a dose de 800 mg/kg
reduziu o tempo de lambida da pata na primeiragersta fase do teste , confirmando
assim o efeito antinociceptivo de acao centrala atalhar essa atividade antinociceptiva,
realizou-se o teste da formalina submetendo osasia um tratamento prévio com a
naloxona, um antagonista opidide, no entanto, oeémtinociceptivo ndo foi revertido,
excluindo assim a participacdo do sistema opidéaenacanismo desta atividade. Portanto,
baseado nos resultados obtidos no presente estUelBHC apresentou caracteristicas de
drogas com perfil sedativo-hipnético e atividadé@raticeptiva central, sem participacao
do sistema opioide.

Palavras-chave:Herissantia crispa, psicofarmacologia, atividade antinociceptiva.



ABSTRACT

Herissantia crispa (L.) Brizicky popularly know as malvaisco is a flavhich belongs to
the Malvaceae family. There aren’'t many reportsualid. crispa, however, steroids,
flavonoids and glycosidic flavonoids with pharmamgptal activity have been isolated
from this species. Other species of Malvaceae haes used in traditional medicine and
many studies have shown activities such as arérmmhatory, antinociceptive, diuretic and
others. The aim of this work was to evaluate a iptspsychopharmacological activity of
H. crigpa ethanolic crude extract (EEHc) performing a centrafvous system (CNS)
investigation in mice. Initially, behavioral pharowdogical screening was performed to
assess the possible effect of EEHc on the nerwsism. Some behavioral changes were
observed similar to that of CNS depressant drugsested mice. No death was observed
72 hours after treatment with EEHc, nor toxic signghe highest dose (2000 mg/Kg,)..p
Therefore we established the doses 500 or 800 nig/ggrform the pharmacological tests.
None of the two doses reduced the time of permanehmice on a rota-rod revolving bar.
On the open-field test, both doses of EEHc sigaifity reduced ambulation, rearing and
defecation, suggesting a profile that resemblesndbiyp-sedative drugs. The EEHc
treatment did not affect grooming. There were riteténces between the control group
and the EEHc treated groups when mice were testedlifferences in anxiety-related
behavior on the elevated plus maze or electroshadkiced toniconvulsions triggered by
auricularshock, suggesting that EEHc does not have anxtobytianticonvulsant effects.
Both doses of EEHc significantly increased the tlomaof sleeping time induced by
sodium thiopental but failed to increase the layend thiopental-induced hypnosis.
Regarding the antinociceptive tests, EEHc signifilya reduced acetic acithduced
abdominal writhes in a non dose-dependent manrgfcEat 500 mg/kg also significantly
reduced the hot-plate latency time only 60 minwgksr treatment. In thérmalin test,
EEHc at 500 mg/kg was only able to reduce lickiagvgime in the first phase of the test.
EEHc at the dose of 800 mg/kg reduced licking pametthe first and second phases.
These results support the evidence of a centralariceptive action. In order to confirm
the central antinociceptive activity of EEHc, mmere treated with naloxona, an opioid
antagonist, and them submitted to formalin teshc&ithe effect of the EEHc was not
reverted by naloxone is excluded the participatbthe opioid system in the mechanism
of this activity. Therefore, an results suggest tBRHc presented evidences a sedative-
hypnotic drug profile with central non-opioid argoiceptive activity.

Key words: Herisantia crispa, psychopharmacology, antinociceptivite activity.
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1. INTRODUCAO

As plantas tém sido utilizadas como medicamenttss gepulagéo, proporcionando
boas fontes de substancias farmacologicamentesativaelhorando o arsenal terapéutico
(PARRA et al.,, 2001). O uso de plantas medicinasarte de curar € uma forma de
tratamento de origem muito antiga, relacionada aosnérdios da medicina e
fundamentada no acumulo de informacdes por suessgaracdes (BRASIL, 2006).

Ao longo do tempo tém sido registrados variadoscemionentos clinicos
tradicionais utilizando plantas medicinais. Apeskr grande evolucdo da medicina
alopatica a partir da segunda metade do séculoexktem obstaculos basicos na sua
utilizacdo pelas populacdes carentes, que vao des@desso aos centros de atendimento
hospitalares a obtencédo de exames e medicamerstes. fotivos, associados com a facil
obtencéo e a grande tradicdo do uso de plantaximadi contribuem para sua utilizacao
pelas populacdes dos paises em desenvolviment@GAAHUNIOR; PINTO, 2005).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) matbta atual sugere que
muitos paises desenvolvidos possuem uma granderpémpda populacdo que recorre a
pratica tradicional da saude, especialmente o as@ldntas medicinais. Embora 0 acesso a
medicina moderna esteja disponivel nestes paisex) de plantas medicinais tem mantido
sua popularidade por razdes histéricas e cult(YdBRLD HEALTH ORGANIZATION,
1999). No inicio da década de 1990, a OMS divulgoel 65-80% da populacdo dos paises
em desenvolvimento dependiam das plantas medictoam Unica forma de acesso aos
cuidados basicos de saude (AKERELE, 1993).

Nos ultimos anos tem-se verificado um grande avameotifico envolvendo os
estudos quimicos e farmacoldgicos de plantas nmadlécque visam obter novos compostos
com propriedades terapéuticas (CECHINEL-FILHO; YWBNE1998). Atualmente,
aproximadamente 48% dos medicamentos empregaddsrai@@utica advém, direta ou
indiretamente, de produtos naturais, especialmdatglantas medicinais (BALUNAS;
KINGHORN, 2005)

Isto se deve, em parte, a grande variedade deiespg@50-500 mil) de plantas
existentes na flora mundial, muitas com importani@®priedades terapéuticas
(HAMBURGER; HOSTETTMANN, 1991). Esta rica biodivatade € acompanhada por
uma longa aceitagdo de uso de plantas medicinahleecimento tradicional associado
(RODRIGUES, 2006). Estima-se que somente cercaO8e das espécies existentes de

plantas tém sido sistematicamente estudadas enodeda compostos bioativos, e que
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apenas 1.100 espécies das 365.000 espécies dasptanhecidas foram estudadas em suas
propriedades medicinais (GARCIA, 1995)

O Brasil possui grande potencial para o desenverionda terapéutica a partir de
plantas medicinais (BRASIL, 2006). Ele possui aandiiodiversidade do mundo, com
cerca de 60.000 espécies de plantas, o que condespgproximadamente a 20% de toda a
flora mundial, e ndo menos de 75% de todas as iespéxistentes nas grandes florestas
(GARCIA, 1995). Aliada a grande biodiversidade besta existe também uma rica
diversidade étnica e cultural que detém um valmsthecimento tradicional associado ao
uso de plantas medicinais, e possui 0 potenciabssécio para desenvolvimento de
pesquisas com resultados em tecnologias e teraggwpropriadas (REDESFITO, 2008).
No Brasil, estima-se que 25% dos US$ 8 bilhdesatlgdmento da industria farmacéutica
nacional sejam originadas de medicamentos derivdelptantas (GARCIA et al., 1996).

A fitoterapia € uma terapéutica caracterizada pslo de plantas medicinais em
suas diferentes formas farmacéuticas, sem a g#ilizde substancias ativas isoladas, ainda
que de origem vegetal. O interesse popular e ucgdital vem crescendo no sentido de
fortalecer a fitoterapia no Sistema Unico de Sa(®@S). A partir da década de 80,
diversos documentos foram elaborados, enfatizandtr@lucdo de plantas medicinais e
fitoterapicos na atencédo basica no sistema pUuBBASIL, 2006).

No intuito de estabelecer as diretrizes para acatualo governo nessa area,
elaborou-se a Politica Nacional de Plantas Medgima Fitoterapicos (PNPMF), que
constitui uma estratégia no que se refere as qaditpublicas de saude, meio ambiente,
desenvolvimento econdmico e social, apresentandemegitos fundamentais de
transversalidade na implementacdo de a¢cOes cagaz@®mover melhorias na qualidade
de vida da populacéo brasileira. Nesse sentidd\RMF, aprovada por meio do Decreto
N° 5.813, de 22 de junho de 2006, estabelece idestre linhas prioritarias para o
desenvolvimento de ac¢des pelos diversos parcamo®mmo de objetivos comuns voltados
a garantia do acesso seguro e uso racional deaplamdicinais e fitoterapicos em nosso
pais, ao desenvolvimento de tecnologias e inovagi@efortalecimento das cadeias e dos
arranjos produtivos, ao uso sustentavel da bicsidade brasileira e ao desenvolvimento
do Complexo Produtivo da Saude (REDESFITO, 2008).

As universidades brasileiras sdo os centros deumasge eventualmente do
desenvolvimento de medicamentos de plantas mediciApesar das dificuldades, as

universidades e institutos de pesquisa brasileiéms contribuido fortemente para a
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descoberta de novas moléculas que poderdo vir aam@veitadas para a pesquisa
fitofarmacéutica de plantas medicinais (FERREIRAlet1998). Existe no pais um grande
namero de grupos de pesquisa que tém contribuidmifisativamente para o
desenvolvimento da quimica de produtos naturaispldetas, a quimiotaxonomia, a
farmacologia de produtos naturais e outras arelsionadas (YUNES; PEDROSA,
CECHINEL-FILHO, 2001).

No entanto, nosso pais ndo tem uma atuacdo destacachercado mundial de
fitoterapicos, ficando inclusive atras de paisesiosedesenvolvidos tecnologicamente
(YUNES; PEDROSA; CECHINEL-FILHO, 2001). Um problemarave na
comercializacdo de fitoterdpicos no Brasil ou asfimkédade de exportacdo € a falta do
status de medicamento ético que Ihe garanta eficaciaraega e qualidade, padrbes estes
mensurados em bases cientificas para a segurangauéioo (SIANI; GILBERT, 2000)

Carvalho e colaboradores (2008) realizaram um tevaento, com base na lista de
substancias de origem vegetal cadastradas na Ag&adional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), encontrando um total de 512 medicametiitoserapicos registrados, sendo 80
fitoterapicos associados e 432 simples, ou sefjalashde derivados de apenas uma espécie
vegetal. As espécies vegetais com maior numeregistros na ANVISA na forma de seus
derivados para obtencdo de fitoterapicos s@nkgo biloba (ginkgo), Aesculus
hippocastanum (castanha da indiafynara scolymus (alcachofra) Hypericum perforatum
(hipérico),Glycine max (soja),Valeriana officinalis (valeriana) é”anax ginseng (ginseng).

Entre os diversos exemplos de substancias impesgantiundas de plantas,
podemos mencionar a forscolina, diterpeno isoladcCaeus barbatus, que apresenta
promissores efeitos contra hipertensao, glaucosraga certos tumores; a artemisinina,
lactona sesquiterpénica, obtidaAtdemisia annua, e empregada no tratamento da malaria
cerebral provocada por cepasRiasmodium falciparum resistentes a cloroquina (PASSOS
et al.,2009); e o taxol, um diterpeno extraidoTaeus brevifolia (MARTINS, 2004) que é
uma potente drogaanticancerigena, efetiva contra o avanco do camz@novariano e do
carcinoma de mama, e mostrou atividade promissoraa muitos outros tipos de tumores
(ROWINSKY; DONEHOWER, 1995). Outros exemplos denpda amplamente utilizadas
ao longo dos anos para obtencdo de farmacos sawfean a emetina, a vincristina, a
colchichina, a rutina, entre outras (CECHINEL-FILHOJNES, 1998).

A natureza, de forma geral, tem produzido a maidaa substancias organicas

conhecidas. Entretanto, é o reino vegetal que tamribuido de forma mais significativa



PEREIRA, C. K. S IRDDUCAO 23

para o fornecimento de substancias Uteis ao tratante doencas que acometem os seres
humanos (PHILLPSON; ANDERSON, 1989). A avaliacdo mhiencial terapéutico de
plantas medicinais e de alguns de seus constisyitdes como flavondides, alcaldides,
triterpenos, sesquiterpenos, taninos, lignanasebtbjeto de incessantes estudos, onde ja
foram comprovadas as acgfes farmacoldgicas atrawvéestes pré-clinicos com animais
(HAVSTEEN, 1983; CALIXTO et al., 1990; SAMUELSSON992; CECHINEL-FILHO,
1995). Muitas destas substancias tém grandes pksiles de futuramente virem a ser
aproveitadas como agentes medicinais (CECHINEL-RI.MUNES, 1998).

Inimeros grupos de pesquisa em todo mundo témdeoltua atencdo para
validacdo do uso de plantas medicinais e o isoltonde seus metabdlitos secundérios
(SILVA et al. 2008). A necessidade de se chegarcaogpostos puros responsaveis pelos
efeitos biologicos apresentados pelos extratos &ewma obrigatoria integracdo entre a
quimica e a farmacologia molecular, cujo elo pad@al a obtencdo de substancias naturais
ou sintéticas de grande interesse quimico-medidr@tanto, é importante ressaltar que o
sucesso das investigacdes na area de principuss aiaturais depende, principalmente, do
grau de interacdo entre a boténica, a quimica arraatologia. (CECHINEL-FILHO,
YUNES, 1998).

E importante mencionar que, numerosas plantas magictém reconhecidas
atividades no sistema nervoso central (SNC) e ®as no minimo, um potencial
hipotético que afeta condicbes crbnicas tais comsiedade, depressédo, cefaléias ou
epilepsia, que nao respondem bem aos tratamentyerumonais (PHILLIPSON, 2001;
CARLINI, 2003; BLANCO et al., 2007).

Para o tratamento da ansiedade, algumas plantasidénusadas como alternativa
terapéutica, destacando-se entre elafassiflora incarnata L. (maracuja),Valeriana
officinalis L. (valeriana) ePiper methysticum (kava-kava) com propriedades sedativas e
ansioliticas comprovadas (CARLINI, 2003). As plantaedicinais sdo também muito
utilizadas para alivio da dor, como por exemplapaver somniferum (papoula), Aloe vera
(babosa) elippia alba (erva-cidreira) (ALMEIDA; NAVARRO; BARBOSA-FILHO,
2001). Para o tratamento da epilepsia sédo indicagas exemplo, os chas de
Ptychopetalum olacoides Benth. (muirapuanma Uncaria tomentosa (unha de gato) e
Copaifera officinalis L. (copaiba) (REVILLA, 2004).

Conforme visto, existe a necessidade cada vez nigopesquisar as possiveis

propriedades farmacologicas das plantas, em buscavhs alternativas terapéuticas, que
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apresentem eficacia, auséncia de efeitos adversssgye baixo custo. Nesse sentido, o
presente trabalho teve a finalidade de contribaia @ pesquisa cientifica no que se refere a
investigacdo em modelos animais dos possiveisosf@isicofarmacoldgicos do extrato

etanolico deHerissantia crispa (L.) Brizicky, na perspectiva de colaborar para expansao

dos conhecimentos cientificos sobre a familia Mzdaa.



Fundamentacdo
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1. CONSIDERACOES SOBRE A ESPECIEHerissantia crispa

Entre as inimeras espécies vegetais de interestieimaé encontram-se as plantas
pertencentes a familia Malvaceae, uma vez que, graade variedade de compostos
naturais foi encontrada em espécies desta famdm propriedades farmacoldgicas
comprovadas.

A familia Malvaceae é constituida por 243 géner@R25 espécies (STEVENS,
2003). Membros desta familia ocorrem em quase taglgsartes do mundo, com excecao
de regidbes muito frias, e s&o particularmente adted nas regides tropicais,
principalmente na América do Sul (HEYWOOD, 1993ar®so e colaboradores (1991)
mencionaram a ocorréncia de 35 géneros e 400 espexiBrasil.

Em geral, as espécies da familia Malvaceae sadapla@ue se apresentam como
ervas, arbustos e arvores, com folhas inteirasrofupdamente lobadas ou partidas; flores
grandes e vistosas, hermafroditas e com o desem@ito de célice externo (JOLY,
2002).

Estudos quimicos sobre os metabdlitos secundaasdvidlvaceaes descreveram a
ocorréncia de triterpenos (AHMED; KAZMI; MALIK, 199, flavondides (SILVA et al.,
2005a, 2005b), dleos essenciais (AMES; MACLEOD, 0)9%ctonas sesquiterpénicas
(SHARMA; AHMAD, 1989) e &cidos graxos (CARMODY; DBMNG; SMITH, 1945;
VICKERY, 1980; SCHIMID; PATTERSON, 1988; NAKATANIFUKUNAGA; HASE,
1986).

Ha muitos relatos na literatura relacionados ao deswarias espécies da familia
Malvaceae na medicina tradicional. Alguns destess usicluem a utilizacdo como
emolientes, antifebris, antiinflamatério (AHMED adt, 1990), diuréticos, no tratamento de
reumatismos, desordens gastrointestinais (AHMED akf 1990; SHULTZ, 1968;
YESILADA; GURBUZ, 2002), picadas de cobra (OTERO af, 2000) e asma
(FRANZOTTI et al, 2000). Estudos farmacoldgicos enodelos animais utilizando
extratos deSida cordifolia e Sda rhomboidea, espécies pertencentes a familia Malvaceae,
indicaram atividade antinociceptiva e antiinflanme@t@omprovando sua utilizacdo popular.
(VENKATESH et al., 1999; FRANZOTTI et al., 2000; AM et al., 1991; SUTRADHAR
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et al.,, 2006). Segundo estudos realizados por Seziblaboradores (1997), Malva
neglecta, também pertencente a familia Malvacegeesenta efeito em dores abdominais.

Herissantia € um género da familia Malvaceae que apresentap@studos quanto
as suas propriedades quimicas e farmacologieasn género neotropical, possui habito
subarbustivo e arbustivo, difuso e escandenteg fpendular e inflado, com mericarpos
reniformes e escariosos (FRYXELL, 1973). E congtilupor seis ou mais espécies
restritas a Ameérica tropical (FRYXELL, 1997). A raaa das espécies ocorre no México,
Antilhas e América do Sul. Somertte crispa é de ampla distribuicéo, ocorrendo desde os
Estados Unidos até a Argentina (FRYXELL, 1993).

O géneroHerissantia possui diversos tipos de fitoconstituintes, comid@agraxo,
triterpenos, esteroides, acido fendlico, flavonside forma de aglicona ou glicosilados
(SILVA et al., 2005c). Foram isolados da espéddidiubae (K. Schum) Brizicky quatro
triterpenos (frideline, lupeol, cicloartenol e celcalenol), um ester6id@-gitosterol) e
cinco compostos fendlicos (acidp-metoxibenzoico, 6,7-dimetoxiculmarina e trés
flavondides glicosilados - canferol 7-©--L-ramnopiranosideo, ®-p-D-(6"-E-p-
cumaroil) glicosideo e 4',5-diidroxi-3,6,7,8,3'-p@metoxiflavona) (SILVA et al., 2005a;
2005b; SILVA et al., 2009) . Cicloeucalenol e cattienol mostraram um efeito relaxante
no ileo de cobaia (GOMES et al.,, 2005). Um flavdeéaltamente oxigenado, 4',5-
diidroxi-3,6,7,8,3'-pentametoxiflavona, desempenhom papel na modulagcdo da
resisténcia bacteriana a alguns antibidticos (SlLatAal., 2009). E estudos preliminares
realizados com o flavondide lespedina revelaram ativadade relaxante sobre a artéria
mesentérica superior, 0 que poderia ser considertadm um resultado importante no
campo cardiovascular (SILVA et al., 2005b).

A espécie vegetaddl. crispa (L.) Brizicky (figura 1), conhecida popularmentemom
malvaisco, pertence a familia Malvaceae (JOHANIEIet2007; AGRA et. al., 2008) e é
uma planta ainda pouco estudada. Quase todos wdosspublicados até agora, foram
realizados no Laboratério de Tecnologia Farmac&utftTF) em uma série de
experimentos que determinaram que a espécie poastividade antidiarréica,

antiulcerogénica e antimicrobiana (LIMA et al., 200
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Figura 1. Partes aéreas &érissantia crispa L. (Brizicy) (Foto: Tavares, 2005).

O estudo fitoquimico déd. crispa resultou no isolamento de sete constituintes
guimicos, sendo trés esterdideB-sitosterol, sitosterol &-f-D-glicopiranosideo e
estigmasterol -p-D-glicopiranosideo) e quatro flavondides: 3,5;Tetraidroxiflavonol
(canferol);  3,5,7,34"-pentaidroxilflavonol  (quercetina);  canferol  3b®ta-D-
glicopiranosideo (tilirosideo) e o canferol 3,7@talfa-L-raminopiranosideo (lespedina)
(figura 2) (COSTA, 2006).
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3.5.7 4" tetraidroxiflavonol (CANFEROL)  3,57,3" 4 -pentaidroxifiavonol (QUERCETINA)

OH

Canferol 3-0-p-D(6""-E-p-cumaroil) glicosideo (TILIROSIDEO) Canferol 3,7-di-0-o-L-raminosideo (LESPEDINA)

Figura 2. Flavondides isolados d& crispa (Fonte: COSTA, 2006)

Os flavonoides representam um dos grupos fendliowEs importantes e
diversificados entre os produtos de origem nat(@4MOES et al., 1986). Um amplo
namero de atividades farmacolégicas foram atritmiidaeste grupo de metabdlitos
secundarios. Dentre varias delas, cabe destacsmasspropriedades diuréticas (WANG,
2000), antiespasmadicas (MUROTA, TERRAO, 2003)i-mflamatérias (THEOHRIDES
et al., 2001), antibacterianas (PLAPER et al., 20@®tiulcerativas (FRANCESCA,
ANGELO, 2000), antivirais (CHIANG et al., 2003), tditrotica (QI et al., 2001),
estrogénicas, antioxidantes (BOADI; IYERE; ADUNHYA003) e antineoplasicas
(LOPEZ-LAZARO, 2002).

A quercetina é um flavonoide que produz signifiGatiesposta anti-inflamatoria,
antinociceptiva, quando testada com acido acéficmalina e capsaicina (CARLIXTO et
al., 2000; WILLAIN-FILHO, 2005). No estudo realizadoor Rylski e colaboradores
(1979) o efeito analgésico de varios flavonéidesjtick os quais, a quercetina, figurava
como o0 mais efetivo, quando avaliado no teste @eapduente.

Além destes efeitos, a quercetina também apreseatg@io antimicrobiana
(SCHLEMPER et al., 1998; SARTORI et al., 2003),i@itdante (HUK et al., 1998;
PERES et al., 2000; JONAVIC et al., 1998) antitush@HHERTOG et al., 1994; LIN et al.,
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2002; KANEUCHI et al., 2003), efeito gastroprote((IAHRAMAN et al., 2003), entre
outros (LIESVELD et al., 2003; LIMA et al., 2001;IMFERSTEINER et al., 2003).

O tilirosideo apresenta atividade anti-inflamatéignificante, além de atividade
antioxidante, atuando através de um mecanismo dedesia de radicais peréxidos, e
sugerindo assim uma possivel relacdo entre o eégitinflamatdrio e o antioxidante
(SALA et al., 2003).

Estudos sobre o tilirosideo relataram atividadet@dica em linhagens de células
leucémicas (DIMAS et al., 2000), atividade hepattgtora (MATSUDA et al.,2002) e
acdo como anti-hipertensiva, por produzir efeitesovalaxante (SILVA et al., 2005c).
Também foi observado efeito relaxante em muscatodee ileo de cobaia provocado pelo
tilirosideo, sendo esta acdo mediada, possivelmeete blogueio do influxo de calcio
(COSTA et al., 2007).

A lespedina (canferol 3,7-O-(a)-L-raminopiranosidéambém foi efetivo como
agente hipoglicemiante e com a¢do no tecido alvandalina, mostrando uma acao
insulino-mimética na captacéo de glicose sem, naném alterar a sintese protéica, em
ratos diabéticoflORGE, 2003).

Segundo Lima (2008), a espédi¢ crispa apresentou agdo antiulcerogénica,
provavelmente relacionada ao mecanismo de citafofecom alguns indicios de
mecanismos anti-secretérios e antioxidantes, havenad necessidade de estudos
complementares para confirmacéo desses mecanismos.

Existe ainda a indicacdo etnomedicinal do uso deesae flores déd. crispa no
tratamento de infecgbes do trato respiratorio setd8OVINI; OKANO-CARVALHO;
VIEIRA, 2001; AGRA et al., 2008).

Ha poucas referéncias na literatura sobre a esplécréspa e, apesar de apresentar
pouca indicacédo de uso popular, ela foi seleciopata o estudo de acordo com o0 aspecto
quimiotaxondmico, por ser rica em flavondides e m@stes constituintes quimicos

apresentarem atividades biolégicas comprovadas.
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2.2. CONSIDERACOES SOBRE O SISTEMA NERVOSO CENTRAL

O sistema nervoso € responsavel pela maioria dagdés que caracterizam 0s
organismos superiores. Em seres humanos, essaeaistpresenta a fonte de consciéncia,
sensacao, movimento voluntario, pensamento, mera@jaendizado, predicdo, emocao e
outras formas de comportamento cognitivo. Em unelnivais simples, o sistema nervoso
serve de mediador da atividade reflexa e cont®lgespostas autbnomas e enddcrinas. Os
constituintes do sistema nervoso estao distribyddosodo o corpo e influenciam todos os
outros sistemas (WILLIS-JUNIOR, 2006a).

O sistema nervoso pode ser dividido, em nivel ws@l e funcional, em
componentes periférico e central. O sistema nernysdérico (SNP) inclui todos os
nervos que seguem 0O seu percurso entre o SNC @cass Isomaticos e viscerais
(GALANTER; LOWENSTEIN, 2009). Tais neurbnios saoantados de neurbnios
aferentes ou sensitivos (enviam informacdo dadastkfetoras para o SNC) e neurdnios
eferentes (transmitem respostas do SNC para ags@fetoras). Os neurbnios eferentes
do SNP sé&o subdivididos em sistema motor somatiootrola musculos esqueléticos), e
sistema nervoso auténomo (SNA) (controla os musclikns e cardiaco, glandulas
exdcrinas e algumas enddcrinas, e alguns tipogadot adiposo). O sistema autbnomo
ainda é dividido em sistemas simpatico e parassiompa@ue podem ser diferenciados pela
sua organizacdo anatdbmica e pelas substanciascgsimeecretadas. (SILVERTHORN,
2003).
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Figura 3. Organizacéo do sistema nerv@sante: Adaptado de SILVERTHORN, 2003).

O SNC é responsavel por funcdes importantes, cosreepcdo — incluindo
processamento sensitivo, auditivo e visual -, estilvigilia, linguagem e consciéncia. O
SNC inclui o cérebro, o diencéfalo, o cerebelofomdo encefalico e a medula espinhal
(figura 3). O SNC transmite e processa sinais fidosbdo SNP, cujo processamento
resulta em respostas e estas sao retransmitidasferipn (GALANTER; LOWENSTEIN,
2009).
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Figura 4. Organizagéo anatomica do SGnte: Adaptado de SILVERTHORN, 2003)

Os hemisférios cerebrais constituem a maior dividdocérebro humano. Essas
estruturas contém diversas subdivisdes, incluindortex cerebral, sua substancia branca
subjacente e nacleos de base. O cortex cerebeslpdnsavel pelas funcdes de alto nivel,
incluindo percepcao sensorial, planejamento e @l das fungcdes motoras, funcdes
cognitivas e linguagem. Do ponto de vista farmagioly o cortex cerebral é o local de
acao de muitos farmacos (GALANTER; LOWENSTEIN, 2D09

O sistema limbico consiste no giro do cingulo, aamficdo hipocampal e nas
amigdalas. Essas estruturas sdo responsaveisepetgdes, pelo comportamento social,
pelo controle autbnomo, pela percepcéo da dor edma@fGALANTER; LOWENSTEIN,
2009).

O diencéfalo é dividido em talamo e hipotalamo. @srénios do tdlamo agem
como auxiliares entre as vias sensoriais aferemtescortex cerebral, entre as regides

distintas do tdlamo e o hipotalamo, e entre os lgénda base e as regides de associacao
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dos do cortex cerebral. Os nucleos talamicos e amglipgs de base também exercem
controle regulador sobre as funcdes viscerais (J)NHI8)

O hipotalamo € a principal regido de integracdcapado o sistema nervoso
autdbnomo, e dentre outras funcdes ele regula aet@typa corporea, o equilibrio hidrico, o
metabolismo intermediario, a pressao sanguineeiclus cicardianos e sexual, a secrecdo
da adeno-hipdfise, o sono e a emocdo (SWANSON,)1999

O cerebelo possui l6bulos e folhas que se projghama nucleos cereberales
profundos especificos, que enviam projecfes saketpara o cortex motor, através do
talamo, e para os nucleos do tronco cerebral eidgdwcom a funcdo vestibular. Além de
manter o tonus adequado da musculatura antigreont@ce promover retroalimentagéo
continua durante os movimentos voluntarios do tvoacdas extremidades, o cerebelo
também pode regular a funcao visceral (por exengpfeequéncia cardiaca, para manter o
fluxo sanguineo apesar das mudancas de postur® @Bl 2006) e esta envolvido na
aprendizagem de atividades motoras (WILLIS-JUNIQBQ6a).

O tronco encefalico é formado pelo mesencéfalopmtepe a medula oblonga
(bulbo). O tronco encefalico conecta a medula éspiao talamo e cértex cerebral. Além
disso, ele da origem a maioria dos nervos cranjamasquais alguns sdo condutos para a
sensacdo da cabeca e da face, outros controlamspomstea motora aos musculos
esqueléticos da mastigacdo, expressao facial, tdgglue movimento ocular. A medula
contem centros que dirigem a descarga dos nuclgde@nos, marca-passos que regulam
a frequéncia cardiaca e a respiracdo e centrosaquslam acdes reflexas. Estruturas de
transmissdo na ponte também desempenham papejuiagd@ de funcdes vitais, como a
respiracdo. Os neurdnios na substancia cinzentaateparticularmente no mesencéfalo,
emitem projecdes descendentes para a medula esgjoeamodulam a percepc¢ao da dor
(GALANTER; LOWENSTEIN, 2009).

A medula espinhal é organizada em tratos de subatdiranca e regides de
substancia cinzenta. Os tratos de substancia bremgactam a periferia e a medula
espinhal com as divisbes mais rostrais do SNC, ariqua substancia cinzenta localiza-se
no centro da medula espinhal, em um padrdo em HnegDsdnios da medula espinhal
podem ser definidos em relacdo a substancia cezsntneurdnios sensitivos (localizados
nos cornos dorsais), neurénios motores (localizasscornos ventrais) e interneurénios
espinais. Os neurbnios sensitivos transmitem arnmdgdo da periferia para 0 SNC,

enguanto os neurdnios motores transmitem comandmgerpentes das areas motoras
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centrais do cortex para os nucleos periféricosinBBsneurbnios conectam 0s neurdnios
sensitivos e motores e sdo responsaveis pela rdedi@de reflexos. Como a medula
espinhal transporta sinais sensitivos — incluineltzsacdo de dor — para o SNC, trata-se de
um importante alvo para farmacos analgésicos, camoopioides. (GALANTER;
LOWENSTEIN, 2009).

Recentemente, uma terceira divisédo do sistema s@ro sistema nervoso entérico
- tem recebido atencédo. Este € uma rede de nesrdai® paredes do trato digestorio,
frequentemente controlado pelo sistema nervosonamté, mas capaz de funcionar de
forma autbnoma (SILVERTHORN, 2003).

2.3. PSICOFARMACOLOGIA

A psicofarmacologia é a parte da farmacologia daltpara o estudo dos efeitos das
drogas que atuam no SNC, gerando alteracdes de@efimentais, principalmente quanto
ao humor, emocdes e atividade psicomotora. Estagadrque atuam no SNC e que de
alguma forma modificam o funcionamento cerebral s@ohecidas como farmacos
psicotropicos (ALMEIDA; BARBOSA-FILHO, 2006).

A historia da psicofarmacologia moderna inicia-edinal da década de 40, quando
foram introduzidos os primeiros farmacos com a lifiagle especifica de tratar os
transtornos psiquiatricos. O primeiro relato déatreento da mania com litio, realizado por
Cadé ocorreu em 1949, seguido pela descricdo edasshntipsicoticos da clorpromazina
em 1952, por Delay e Deniker. Os primeiros ansiolét foram o meprobamato (1954) e o
clordiazepéxido (1957), seguido por uma ampla gam@ benzodiazepinicos
(GORENSTEIN; SCAVONE, 1999; BALDESSARINI, 2005).

Até o final da década de 50 ja haviam sido destobarinco grupos de drogas
capazes de promover efeitos clinicos em transtorpsisjuiatricos: antipsicoticos
(clorpromazina, haloperidol), antidepressivos ¢ficos (imipramina), antidepressivos
IMAO (iproniazida), ansioliticos (meprobamato e rdiazepdxido) e antimania (litio)
(GORENSTEIN; SCAVONE, 1999).

As funcbes do SNC sdo bastante complexas e a fidag8b dos farmacos
psicotropicos estd muito longe de ser simples, @atlmanha dificuldade em definir e

medir os indices de funcdo cerebral afetados peas e€sogas, logo, ainda ndo existe uma
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base Unica satisfatéria e consistente para estaif@tacdo (KATZUNG, 2003; BLOOM,
2006).

Com o intuito de contemplar o maior numero de dsogae exercem efeito no
SNC, Almeida e Barbosa-Filho (2006) classificarantliagas psicotropicas em:

»= Psicoanalépticos (estimulantes da atividade do SNM@¢ inclui as drogas que
excitam o psiquismo, tais como: agentes convulsdgndrogas inibidoras do
apetite, estimulantes da vigilia, estimulantes mesioe menores e drogas
antidepressivas;

» Psicolépticos (depressores da atividade do SNCg, igalui os neurolépticos
(antipsicéticos), hipnéticos, ansioliticos, analgés opidides, alcoois, anestésicos
gerais e anticonvulsivantes;

» Psicodislépticos (alucindbgenos ou perturbadorestid@mlade do SNC), cujas drogas
compreendidas nesta classe nédo tém uso terapéatippdem ser dividas em
alucinégenos verdadeiros (ex: ecstasy, LSD e h&r@ralucindgenos secundarios
(ex: atropina e escopolamina);

» Parapsicotropicos, que correspondem aos medicamen®® ndo apresentam um
perfil adequado a nenhuma das classes anterio&es.el@s: estabilizadores do
humor, drogas para o tratamento do alcoolismo gagrantiparkinsonianas.

As principais e mais estudadas classes dos pgWoig)sao 0s psicolépticos e 0s
psicoanalépticos, divididos em neurolépticos, @midssivos, antiepilépticos
(anticonvulsivantes), ansioliticos, hipnoticos, akglntes musculares, e analgésicos
(CALIXTO et al., 2000; LIRA, 2001; POLATIN; DERSR004).

2.3.1. PSICONANALEPTICOS

2.3.1.1. Antidepressivos

Os antidepressivos sé@o usados no tratamento dessdépre na elevacdo do humor —
gue é um dos varios sintomas desse disturbio (AIDAEIBARBOSA-FILHO, 2006). Os
antidepressivos podem ser classificados de acomio a estrutura quimica ou as
propriedades farmacolégicas. A estrutura ciclicaéi@ benzénicos) caracteriza o0s
antidepressivos heterociclicos (triciclicos e tdtiecos) (MORENO; MORENO;
SOARESM, 1999).
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Atualmente os antidepressivos, preferencialmerdte,ctassificados em fungéo da
acao farmacoldgica, mais Gtil na pratica clinicegpe os antidepressivos de nova geragéo
nao compartilham estruturas comuns. Podemos dogdde acordo com o mecanismo de
acdo proposto, aumentando a eficiéncia sinapticatrdasmissdo monoaminérgica
(particularmente de neurbnios noradrenégicos e/etptanérgicos). Medicamentos
antidepressivos produzem aumento na concentracaoedsotransmissores na fenda
sinaptica através da inibicdo do metabolismo, damule recaptura neuronal ou atuacao
em autoreceptores pré-sinapticos (BEZCHLIBNYK-BUR.E JEFFRIES, 1999;
MORENO; MORENO; SOARES, 1999)

Os medicamentos de uso clinico podem ser dividahogriciclicos (imipramina e
amitriptilina), tetraciclicos (metralindol, miang&), agentes heterocicilicos (amoxapina e
bupropiona), inibidores seletivos da recaptacamelgrotransmissores (por exemplo, a
fluoxetina, paroxetina e sertralina, que inibenetyedmente a recaptura de serotonina) e
inibidores da monoamina oxidase (maclobemida, f&mele tranilcipromina). Todos eles
exercem seus efeitos terapéuticos aumentando veefetnte as aminas biogénicas
neurotransmissoras em multiplas vias no SNC (SAWKNESSER; REID, 2001; BLIER;
ABBOT, 2001; ALMEIDA, 2006).

2.3.2. PSICOLEPTICOS
2.3.2.1. Neurolépticos

Os neurolépticos ou antipsicoticos sao farmacokzados principalmente no
tratamento de pacientes com psicose ou outras aegrsiquiatricas graves marcadas por
agitacao ou comprometimento do pensamento (BALDHSSA TARAZI, 2005).

Embora esses termos sejam frequentemente usadasstodmimos eles possuem
uma ligeira, porém importante, diferenca na suaotagdo. O termo “neuroléptico”
enfatiza as acOes neuroldgicas dos farmacos, qoesiestam como efeitos adversos do
tratamento (efeitos extrapiramidais). O termo ‘@sitiGtico” denota a capacidade desses
farmacos de abolir a psicose e aliviar a desorggé do processo mental nos pacientes
esquizofrénicos (STANDAERT; GALANTER, 2009).

Séao classificados em neurolépticos classicos acoipe os de nova geracdo ou
atipicos (GOLDUROZ; BARBOSA, 2006). Os neurolépsitipicos sédo aqueles que atuam
blogueando principalmente os receptores dopamg@sgichamados D2, além dos



PEREIRA, C. K. S. FUNDAMENTACAO TEORICA38

receptores muscarinicos do sistema colinérgicanaiw por antagonismo farmacol6gico na
via mesolimbica, via essa postulada como causatmrsinais e sintomas das psicoses.
Estdo incluidos nessa classe de farmacos o halopeei a clorpromazina. Ja o0s
neurolépticos atipicos sao definidos farmacologeraa como antagonistas da serotonina-
dopamina, sendo menos especificos que os neunagpfpicos por bloquearem mais de
um sistema. Além disso, apresentam menos efeitvapmamidais (atuam com menor
especificidade na via nigroestriatal) e possuercaei@ sobre os sintomas negativos da
esquizofrenia (STHAL, 2000). Os cinco principaistipsicoticos atipicos incluem a
clonazina, a olanzapina, a quetiapina, a ziprasidena risperidona (STANDAERT;
GALANTER, 2009).

2.3.2.2. Antiepilépticos

O termo antiepiléptico € usado como sinbnimo deamyulsivante para descrever
farmacos usados para tratar epilepsia (que nac caurs/ulsdées necessariamente) bem
como distarbios convulsivos ndo-epilépticos (RANGIe.2007).

Os antiepilépticos sdo farmacos que, quando admades por um periodo
prolongado, diminuem a incidéncia e/ou severidadeodorréncia das convulsfes em
pacientes com epilepsia. Estas drogas sédo usadasip@gimente, para supressao das
convulsdes epilépticas sem comprometimento do SN€era depressao respiratéria
(SCHLINGER; POLING, 1988; OLIVEIRA et al., 2001).

Os antiepilépticos atualmente disponiveis incluerati categorias: farmacos que
aumentam a inibicdo mediada pelos canais de sdeiotqina, carbamazepina, acido
valpréico e lamotrigina), farmacos que inibem asaiside calcio (etossuximida), farmacos
que aumentam a inibicdo mediada pelo GABA (benzegimicos - diazepam, lorazepam,
midazolam, clonazepam; e barbitaricos — fenobdjletéarmacos que inibem os receptores
do glutamato (felbamato) (GRIFFIN; LOWENSTEIN, 2009

2.3.2.3. Ansioliticos e Hipnaticos

Os ansioliticos e hipnéticos sdo drogas utilizagadratamento dos sintomas da
ansiedade e no tratamento da insbnia, respectitanigpesar dos objetivos clinicos serem
diferentes, as mesmas drogas séo frequentementgasupara ambas as finalidades. Os

principais grupos de farmacos sédo os benzodiaosgindiazepam e clordiazepdxido),
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buspirona (agonista do receptor 51l antagonistas dos receptores beta-adrenérgicos
(propranolol); zolpidem (hipnético que atua de farsemelhante aos benzodiazepinicos,
porém sem grande atividade ansiolitica), barbibdridenobarbital e pentobarbital, embora
estejam obsoletos como ansioliticos e hipnadticesjutras drogas (hidrato de cloral,
meprobamato e metaqualona) (SCHATZBERG; COLE; DEBISITA, 2003;
ARGUROPOULUS; SANDFORD; NUTT, 2000).

Os benzodiazepinicos exercem um efeito ansioltia/és da inibicdo das sinapses
no sistema limbico, uma regido do SNC que contralamportamento emocional e que se
caracteriza por uma alta densidade de receptor&AxAElIes também séo prescritos para
o tratamento da insénia por facilitarem o iniciostmo e aumentarem a duracéo global do
sono (FORMAN et al., 2009).

2.3.2.4. Relaxantes Musculares

Os relaxantes musculares incluem as drogas qupasdoiem efeitos periféricos no
tdbnus muscular, mas sim efeitos no SNC, que causkExamento muscular, incluindo-se
nesse grupo o baclofeno, mefenesina e alguns bezepéicos (SCHOFFERMAN,
2003).

Dos Santos Jr. (1995) afirma que o0 uso desses améditos induz a um
relaxamento central dos musculos pela supressa@iapdos impulsos nervosos para 0s
musculos estriados. Esta modulacdo da contracAcutausé atingida pela acdo do
medicamento no SNC. Estes compostos afetam a adivicheural associada com o0s
reflexos de estiramento muscular (OKESON, 1996).eN@nto, segundo Dionne (1997),
nao esta claro se os relaxantes musculares (RM) agenente no SNC ou se também

possuem uma atividade de relaxamento especifica.

2.3.2.5. Analgésicos de Acao Central

Os analgésicos de acao central ou analgésicosdepi@ao substancias naturais,
semi-sintéticas ou sintéticas que agem no cérabrtronco encefalico, na medula espinhal
e nas terminacdes nervosas periféricas aferenteanas, sua principal caracteristica € a
de aumentar o limiar da dor neuronal ao estimulovooou até mesmo erradicar a
sensacao dolorosa. Foram identificados pelo meaedipos de receptores no SNC, onde

0s opidides se acoplam, a saber: receptores opidie (1), kappa ) e sigma §)
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(ALMEIDA; BARBOSA-FILHO, 2006; ALMEIDA; OLIVEIRA, 2006a; GRIFFIN;
WOOLF, 20009).

O termo “opidide” é habitualmente empregado parbstéuncias de natureza
sintética ou peptidica com acdo semelhante a nagrinquanto que “opiaceo” representa
uma terminologia mais antiga, sendo aplicado aédmuits naturais ou semi-sintéticas
isoladas do 6pio como a morfina e codeina. Entietatguns autores relacionam o termo
opidide de forma ampla a todos os compostos gé® estacionados com o Opio, 0 suco
leitoso extraido d®apaver somniferum L. (papoula) (GUTSTEIN; AKIL, 2005; RANG et
al., 2007).

Os seus efeitos variam de benéficos, como a amalgemnsacdo de bem-estar e
calma, até colaterais, como dependéncia, tolerarsgdacdo, nauseas, constipacdo e
depresséao respiratoria, sendo necessario o contrairda dose e duracao do tratamento
adequado p evitar estes efeitos (GANGAROSA; MAHANARLONE, 1991). Segundo
varios autores, (GANGAROSA; MAHAN; CIARLONE, 19910KESON, 1996;
TUCKER; DOLWICK, 1996; TORTAMANO, 1997) os opididesdo mais uteis em
condicbes de dores agudas, quando ha exacerbacdor dausculoesquelética, ja que
produzem menos efeitos colaterais quando usados auutm periodo de tempo (DOS
SANTOS JR., 1995).

A morfina, a codeina (metilmorfina) e seus deriwasgemi-sintéticos constituem os
opidides mais amplamente utilizados para o contdaledor. Tipicamente a morfina &
considerada o opidide de referéncia com o qualubo® opidides sdo comparados. Os
antagonistas dos receptores opidides sdo utilizpdoa reverter os efeitos colaterais
potencialmente fatais da administracdo de opididespecificamente a depressao
respiratoria. A naloxona, que € um desses antagsni® um derivado sintético da
oximorfona, e utilizada através da administracéo i@ parenteral (GRIFFIN; WOOLF,
2009).

2.4. DOR E NOCICEPCAO

A dor é uma percepcao altamente individualizadaedda em experiéncias e
associacdes passadas, no contexto cultural eteapidonstituicdo psicologica, bem como
nos mecanismos fisicos e fisioldgicos. A InternmaloAssociation for the Study of Pain
(IASP) definiu a dor como “uma experiéncia sens@iemocional desagradavel, associada
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com o dano tissular real ou potencial, ou des@itatermos deste dano” (WILDER-
SMITH, 2007).

Pressupfe-se a existéncia de dois componentesvelngho processo doloroso:
um é a sensacao de dor ou nocicepcao, induzidagtonulos nocivos, que podem ser
exdgenos, tais como bioldgicos, quimicos, fisicasainda enddgenos, caracterizados
principalmente por processos inflamatorios, semasequéncia da transmissao dos citados
estimulos pelas vias nervosas até o coOrtex cereDralutro componente seria a reacao
emocional a dor, que corresponderia a interpretafétiva dessa sensacdo. A reacgao
emocional a dor de carater individual é representadncipalmente por experiéncias
prévias, tais como a lembranca de alguma formaofienento. A percepcao final da dor
sera consequéncia da integracdo de ambos os comeeilORAES; CAMARGO, 1999;
BRAUN-FILHO; BRAUN, 2004). Portanto, a dor ndo ehw apenas a transducdo do
estimulo nociceptivo ambiental, mas também envalveevento cognitivo e emocional
processado pelo cérebro. (JULIUS; BASBAUM, 2001).

Um estimulo noxico é capaz de provocar uma injaeal ou potencial, nédo
causando necessariamente dor. Ha uma diferenga esittermos nocicepcdo e dor; o
primeiro se refere a manifestacdes neurofisiol@igaradas por estimulos noxicos,
enquanto o segundo envolve a percepcdo de estirau@sivos, 0s quais requerem a
capacidade de abstracéo e a elaboracao de impeissariais (MILLAN,1999).

A dor pode ser classificada sob varios aspectosn eleles leva em consideracao
sua distribuicdo temporal em aguda e cronica (VIAEHLLHO, 1998).

A dor aguda é de curta duracdo, geralmente perms@penas no periodo de
duracdo do dano tecidual e representa uma reagétbdiica natural do organismo. A dor
cronica é definida como “aquela que persiste alérntethpo razoavel para a cura de uma
lesdo”. E também descrita como aquela associadac@gsos patoldgicos cronicos, que
causam dor continua ou recorrente em intervalosaedes ou anos (MERSKEY, 1994).

Outras classificacdes de dor, além das j& mencamauncluem a dor nociceptiva, a
neuropatica, a somatica, a referida e a visceral.

A dor nociceptiva é originada da ativacdo de naogdnociceptivos primarios, 0s
quais tém funcéo fisioldégica importante, como guseger contra a lesédo tecidual. A dor
de origem inflamatéria origina todas as formas rdiinacédo. (ZEILHOFER, 2007). No
entanto, a dor neuropatica tem sido definida comeceatado de dor anormal consequente
de uma lesdo no SNP ou no SNC (FINNERUP; JENSEBK)2@ dor inflamatoria e a dor
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neuropatica podem exceder a duracdo da causa frirdar dor, podendo tornar-se
sindromes de dor crbnica (ZEILHOFER, 2007). A domética tem origem na pele,
musculos, articulacbes, ligamentos e ossos. Teatales uma dor bem localizada,
circunscrita a area lesada e caracterizada poag@es claras e precisas (BRAUN-FILHO;
BRAUN, 2004).

A dor visceral é a forma de dor que surge com fnaggiéncia como consequéncia
de enfermidades. E um sintoma comum na maioriaséfadromes dolorosas agudas e
cronicas de interesse clinico. Caracteriza-se @oua dor vaga, mal localizada e que se
estendem além do 6rgéo lesado, podendo ser refaridagides distantes das visceras que
a originou (BRAUN-FILHO; BRAUN, 2004).

A dor referida manifesta-se quando a dor de unratash somatica ou visceral é
sentida em local diferente da sua origem, porémvaak pelo mesmo nervo, isto €, quando
h& convergéncia dos neurbnios das duas regidesaparasma lamina do corno dorsal
(MENEZES, 1999). Como exemplo tipico, os autorestatm a dor sentida no episodio
de um infarto do miocardio que pode se manifestarombro ou no brago esquerdo
(VENANCIO, 2006).

A nocicepcao envolve a ativacdo especifica de gubppdes de neurdnios
sensoriais primarios que transmitem a informacgamceptiva para a medula espinhal de
onde é retransmitida para niveis supra-espinhigisréf 4) (MILLAN, 1999). ApGs a lesao
tecidual, pode haver a ativacdo de nociceptoreavedr da liberagdo de varios
neurotransmisssores e heuromoduladores tais cosulyséancia P, glutamato, bradicinina,
prostaglandinas, histamina, serotonina, e citocicaso o fator de necrose tumotal-
(TNF-0), interleucina-g (IL-1B) e interleucina-18 (IL-18) (GILCHRIST et al., 1996
Como resultado, a sensibilizacdo de fibras afeseptenarias transmite a informacéo da
dor para os neurénios do corno-dorsal e, subsegmente, para o centro superior do
cérebro, resultando no estabelecimento da dor (BASB, JESSEL, 2000; JULIUS;
BASBAUM, 2001).
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Figura 5. Visao geral do circuito nociceptiyBonte: Adaptado de SILVERTHORN, 2003).

Os nociceptores sao terminagdes nervosas livredilmas mielinicas A e das
fibras amielinicas C localizadas na pele, muscuadgulacdes, tecido conjutivo e visceras
(PINTO et al., 2000). As fibras A (por serem mielinizadas) conduzem o estimulo
rapidamente, enquanto as fibras C (ndo-mielinidadaaduzem o estimulo com baixa
velocidade; esse grupo é conhecido como nocicept@aimoidais C (JULIUS;
BASBAUM, 2001).

Os nociceptores apresentam limiares mais elevadogud outros receptores e
respondem progressivamente de acordo com a ingslesido estimulo. No entanto, a
sensibilizacdo de nociceptores causa reducéo whimdis e, em alguns casos, a atividade
espontanea (MILLAN, 1999; MENSE, 1983; WILLIS; WEISIND, 1997).

O processo de transmissédo da informacéao da pariéé a medula é feito pelas
fibras nervosas & e C, envolvidas primariamente na nocicepcdo ebéampelas fibras
mielinizadas, de conducéo rapidg,Aarticipando de forma conjunta no processo detoro
(MARQUEZ, 2004).

As fibras A e C transferem a informacdo nociceptiva para ankmuperficial

(lamina | e Il) e para a lamina profunda (V e Vb corno dorsal, como também para a
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lamina circuncanular (lamina X). Por outro ladofibsas A3 transmitem a informacao de
estimulos mecanicos in6cuos para as laminas pragufid e 1V) (MILLAN, 2002).

A informacado nociceptiva é transmitida da medulairdgsl para o talamo e para o
cortex cerebral por cinco vias ascendentes: osstraspinotalamicos, espinorreticular,
espinomesencefalico, cervicotalamico, espinohipatado (BASBAUM; JESSEL, 2000;
PINTO, 2000).

Existem vias antinociceptivas ou analgésicas déraenautbnomo da dor. Estes
sistemas endogenos de controle da dor podem sadasi em diversas situacdes, como
estresse, doencas, comportamento cognitivo ou meuatao propria dor (VENANCIO,
2006). O sistema de modulacdo mais conhecido élealda da Comporta, segundo a qual
as fibras mielinicas grossas} Aresponsaveis pela conducdo do tato, propriocepcao
pressdo) excitariam os interneurdnios inibitorias shibstancia gelatinosa de Rolando
(lamina 1), os quais promoveriam a inibicdo pnéaptica dos aferentes nociceptivos, que
por sua vez, inibiriam os interneurdnios inibitéri@, ao mesmo tempo, excitariam
neurénios das vias de projecdo da dor. Esta teaphcaria o fato de que a estimulacéo
tatil de uma area dolorosa diminui a sensacao déloELA-FILHO, 1998). Os impulsos
tateis chegam a medula ao mesmo tempo em que adsospdolorosos, por suas vias
respectivas. E 0s impulsos tateis podem inibiraasimissdo sinaptica entre o neurdnio
primério nociceptivo e o neurbnio secundario, dtuistdo-se assim a primeira via do
controle da dor (VENANCIO, 2006).

As vias descendentes originadas de estruturasraezé®m um importante papel na
modulacao e integracdo das mensagens nociceptivasrno dorsal da medula espinhal.
Vias serotoninérgicas, noradrenérgicas e, em memopor¢cado, as dopaminérgicas
compreendem os maiores componentes dos mecanigsmeEndentes (MILLAN, 1999).

De fato, as vias descendentes podem modular aepgéio interagindo com varios
elementos neuronais, entre eles os terminais Hessfaferentes primaria, os neurénios de
projecdo, 0s interneurdnios excitatorios e inili®re os terminais de outras vias
ascendentes. E importante mencionar que os nesréi@gigprojecdo e os interneurdnios
especificos para a nocicepcédo estao predominanteruealizados na lamina superficial,
respondendo apenas a estimulos dolorosos, enqoatrus, principalmente na lamina
profunda, sdo excitados apenas por estimulos isddih.LAN, 2002).

Sabe-se também que existem vias descendentes mocdidgada dor que se

originam no cortex somestésico e no hipotalamojetando-se no mesencéfalo, mais
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precisamente na substancia cinzenta periaquedutidj para os ndcleos da rafe, que se
interligam ao corno dorsal da medula espinhal (VEEIGAO, 2006).

A estimulacdo elétrica ou farmacoldgica desses eo8cltem acdo inibitéria
nociceptiva na medula, provocando o bloqueio da@srsistemas inibitorios descendentes
(cerebrais) caracterizam-se, principalmente, ens diss descendentes: uma utilizg-a
endorfina, a serotonina e a encefalina como merhagdenquanto que a outra via parece
ter efeitos inibitérios medulares pela estimulagéadrenérgica, que coincide com o0s
efeitos analgésicos da clonidina, quando aplicadaip intratecal (VALE, 2000).

Os mecanismos inibitérios também podem ser segmesnteomo ocorre Nno corno
dorsal da medula espinhal. Neste nivel, a estiréala@s terminacfes aferentes primarias
provoca a inibicdo da liberacdo dos neurotransmass@rincipalmente da substancia P

(neurotransmissor nociceptivo) (VALE, 2000).

2.5. TRATAMENTO FARMACOLOGICO DA DOR

Analgesia é o termo empregado para o alivio ossateda sensacao dolorosa sem,
no entanto, ocorrer a perda da consciéncia. As&utias capazes de causar analgesia sao
designadas analgésicos (ALMEIDA; OLIVEIRA, 200682)versas classes de farmacos sao
amplamente utilizadas para o alivio da dor. Esgesdcos incluem os agonistas dos
receptores opidides, os anti-inflamatoérios naoreitais (AINES), os antidepressivos
triciclicos, os anticonvulsivantes, os antagonidtaseceptor N-metil-D-aspartato (NMDA)

e 0s agonistas adrenérgicos. Além disso, 0s agsmisits receptores da 5-hidroxitriptamina
tipo 1 (5HT) possuem aplicacbes especificas no tratamentooagiad enxaqueca
(GRIFFIN; WOOLF, 2009).

Os agonistas dos receptores opidides podem madifingp 0s aspectos sensitivos
da dor quanto o emocional. Agem via ligacdo a necep especificos no SNC e SNP,
inibindo a nocicepgcao. O mecanismo de acdo desfatascias, N0 processo nociceptivo,
ocorre pela interacdo com receptores opididesntevao fechamento dos canais de calcio
(C&") voltagem-dependentes nas terminacbes nervosasinggicas, o que reduz a
liberacdo de neurotransmissores. Além disso, agiy desses receptores leva a abertura
de canais de potassio ‘(K produzindo hiperpolarizagdo da membrana cetidameuronios
pés-sinapticos, reduzindo a liberacdo de neuratimseres (por exemplo, substancia P)
(DICKESON, 1997; GRAEFF; GUIMARAES, 1999).
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O uso de farmacos opidides no tratamento da dorigadlo pela intensa quantidade
de efeitos colaterais graves que essas substacaisem nos pacientes. Dentre esses
efeitos, merecem mais atencéo a tolerancia, depeidéisica e psiquica, além de naduseas
e vomitos (OLIVEIRA, 2009).

Os anti-inflamatoérios néo-esteroidais (AINEs) atuamibindo a atividade das
enzimas ciclooxigenases (COX-1 e COX-2), que sames®rias para a producdo de
prostaglandinas. Os AINEs afetam as vias da dor ggbo menos trés mecanismos
diferentes. Em primeiro lugar, as prostaglandineduzem o limiar de ativacdo nas
terminacfes periféricas dos neurdnios nociceptafesentes primarios, diminuindo a
hiperalgesia inflamatéria e anodinia. Em segundgadu os AINEs diminuem o
recrutamento de leucdcitos e, portanto, a proddedmediadores inflamatorios derivados
dos leucocitos. Em terceiro lugar, os AINEs atrames a barreira hematoencefalica e
impedem a geracao de prostaglandinas que atuam gearomoduladores produtores de
dor no corno dorsal da medula espinhal. Sdo exentf@AINES o acido acetilsalicilico, o
diclofenaco, a indometacina, o ibuprofeno e o pagax (GRIFFIN; WOOLF, 2009).

Os antidepressivos triciclicos sdo analgésicosvadjes efetivos em algumas
condi¢des dolorosas. O efeito deles é distinto elagempregado nos distlrbios do humor,
sendo indicados principalmente no tratamento dandaropética. O mecanismo de agéo
dos antidepressivos como analgésicos ainda nabestasclarecido. A explicacdo padrédo
€ que eles agiriam em areas cerebrais moduladasspebtonina e noradrenalina, que
transmitem o estimulo doloroso pela medula espirttssa explicacédo € insatisfatéria, mas
o fato é que os antidepressivos tém papel impertantalivio da dor crénica (McQUAY,
1997; MORAES; CAMARGO, 1999).

Diversos agentes anticonvulsivantes podem ser gagos para controlar os
sintomas de algumas condi¢bes da dor cronica. Esses farmacos, 0s que possuem
maior valor clinico para tal finalidade sdo a gaddima, a pregabalina, a lamotrigina e a
carbamazepina (GRIFFIN; WOOLF, 2009).

Na pratica clinica, a cetamina representa um dagq antagonistas NMDA
disponiveis, apresentando propriedade analgésioareidcionada ao receptor NMDA,
como a ativacdo do sistema inibitorio descendentmoaminérgico, envolvidos na
modulacdo de processos nociceptivos e geralmentadas por opidides sistémicos
(LODGE; JOHNSON, 1990; PEKOE; SMITH, 1982).



PEREIRA, C. K. S. FUNDAMENTACAO TEORICA47

Os agonistas,-adrenérgicos através da estimulagdo dos seustiesgereceptores
no corno dorsal da medula epsinhal produzem und@saatinociceptivo. No caso da
clonidina, ocorre ligacdo a nivel pré-sinaptico camterminacdes nociceptivas & C
reduzindo a liberacao de neurotransmissores, eeh ps-sinaptico, pela hiperpolarizacao
dos neurbnios de segunda ordem dentro da medulahasgfRATHMELL; LAIR;
NAUMAN, 2005).

Muitos farmacos utilizados no tratamento da dor afms por via sistémica e/ou
em partes do sistema nervoso que nao estao redd@ei®icom a sensacdo somatica, por isso
0os analgésicos podem produzir efeitos adversodédele (GRIFFIN; WOOLF, 2009).
Este fato conduz a estudos que buscam novos fasnaaadgésicos com maior eficacia e

menos efeitos adversos do que as terapias atuais.



Objetivos
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3. OBJETIVOS

3.1. GERAL

Avaliar as possiveis a¢des psicofarmacoldgicasxttate etandlico délerissantia
crispa (EEHC), pela investigacdo de seus efeitos no SN@iribuindo para o

conhecimento das atividades farmacoldgicas deptesvegetal.

3.2. ESPECIFICOS

e Avaliar os possiveis efeitos toxicos do EEHc e mheitear as doses seguras para
realizacdo dos experimentos através dgsDL

* Investigar possivel efeito ansiolitico, anticonwdste, sedativo-hipndtico, na

coordenacao motora e antinociceptivo do EEHc emefosdanimais.



Materiais e
Métodos
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4. MATERIAIS

4.1. ANIMAIS EXPERIMENTAIS

No desenvolvimento do presente estudo, foram atibs camundongosM(s
musculus) da linhagem Swiss, machos, albinos com pesonagwi&ntre 25 - 35 g, com
aproximadamente trés meses de idade (Figura 6yemientes do Biotério Prof. Dr.
Thomas George no Nucleo de Pesquisa em Produtesaiéa(NPPN) do Laboratério de
Tecnologia Farmacéutica (LTF) da Universidade Fadéa Paraiba (UFPB).

Os animais foram mantidos em gaiolas de poliaijlsob condicbes monitoradas
de temperatura (21 + 2°C), com livre acesso a ueta dontrolada a base de racéo tipo
pellets (Purin®) e agua, disponivel em garrafas de polietileno @cos de inox. Os
animais foram mantidos em ciclo claro/escuro déndias, sendo a fase clara de 6h00 as
18h00 horas e a fase escura das 18h00 as 6h0Q koras utilizados grupos de 6 a 8
camundongos e o sacrificio dos animais foi reatizale@ acordo com 0s principios
preconizados pelo comité de ética.

O protocolo experimental foi aprovado pelo ComiéHtica em Pesquisa Animal
(CEPA) do LTF/UFPB com o registro n°® 0607/08.

B

@wiss.

L

- L __:_--' Lo e
Figura 6. Camundong
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4.2. CONDICOES EXPERIMENTAIS

Os testes experimentais foram realizados no laimiwatle Psicofarmacologia
Professor Elizaldo A. Carlini e na sala 03 (Seteredperimentacdo comportamental) do
Biotério Prof. Dr. Thomas George do LTF/UFPB, nalgos animais foram previamente
alojados em gaiolas de polietileno, contendo Ofais cada, com pelo menos 60 minutos
de antecedéncia a execugcdo dos testes, visandanimani as possiveis alteracdes
comportamentais do animal bem como permitir umgtagdo ao novo ambiente. Os
camundongos foram mantidos a temperatura de 22C e privados de agua e racdo 60
minutos antes dos testes, durante o periodo detagdapao ambiente e durante o0s
experimentos.

Antes de cada procedimento a bancada foi limpa etanol a 70%, entretanto,
durante os testes com os animais foi utilizado cétale baixa graduacdo (10%). Os
experimentos foram executados no periodo compreerditre as 08h00 e 12h00, sendo os

animais utilizados uma unica vez e, em seguidanastados por deslocamento cervical.

4.3. SUBSTANCIAS UTILIZADAS

» Acido acético glacial (Synth — E.U.A.);
» Agua destilada (LTF/ UFPB — Brasil);

* Cloridrato de morfina (Merck — E.U.A.);
e Cremofor (Sigma — E.U.A));

* Diazepam (Merck — Brasil);

e Etanol (LTF/ UFPB - Brasil);

* Fenitoina (Sigma — E.U.A));

« Formaldeido 37% (Vetec — Brasil);

* Naloxona (Sigma — E.U.A));

* Tiopental Sadico (Cristalia - Brasil).
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4.4. PREPARACAO E ADMINISTRACAO DO EXTRATO

O extrato etandlico delerissantia crispa (L.) Brizicky, foi fornecido pela Préf
Dr®. Maria de Fatima Vanderlei de Souza (LaboratégoFttoquimica do LTF/UFPB) e
sua obtencdo foi realizada de acordo com a seguoiateha: as partes aéreas do vegetal
foram coletadas, secas em estufa de ar circulad®@Ge pulverizadas; o p6 seco da planta
foi submetido a maceracdo em etanol a 95% por #ashe o liquido extrator foi
concentrado sob presséo reduzida em rotaevapofadwcendo o extrato etandlico.

O extrato etandlico delerissantia crispa (EEHc) foi solubilizado em agua com
cremofor (0,2 %) e todas as substancias foram mdpa imediatamente antes de cada
experimento, utilizando-se concentracdes decimaifma a possibilitar a administracéo
de 0,1 mL/10 g de peso do animal. As concentragiiézadas na diluicdo do extrato
foram 500 e 800 mg/kg de peso animal e a via deirasinacdo escolhida foi a via
intraperitoneal (i.p.).

4.5. APARELHAGEM
4.5.1. Aparelho de rota-rod

O modelo do aparelho do rota-rod utilizado foi adlerating Rota-rod 7750; Jones
e Roberts (UGO BASILE - Itélia) (figura 7). Consiise de uma barra giratéria ndo
escorregadia, com 55 cm de didmetro e 40 cm deprm@nto, dividida em cinco
compartimentos iguais, separados por cinco distastigos de 48 cm de diametro cada,
com velocidade regulavel em rotacfes por minufon{.). Este aparelho ainda dispde de
um mecanismo automatico capaz de contabilizar gpdede permanéncia do animal na

barra giratoria.
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Figura 7. Aparelho de rota-rod.

4.5.2. Aparelho de campo aberto (Open field)

O aparelho consiste em uma superficie de acril@a@ada com circulos, no qual o
mais externo mede 28 cm de diametro, sendo cirdandar um cilindro de acrilico com
28 cm de didmetro e 30 cm de altura. A superfiaiiviglida em 12 campos (com linhas
pintadas de preto) (figura 8).

Figura 8. Aparelho de campo aberto.
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4.5.3. Aparelho de labirinto em cruz elevado

O labirinto em cruz elevado é feito de plasticooasiste em quatro bracos, sendo
dois bracos com paredes laterais e sem coberttagof fechados), medindo 30 cm de
comprimento por 6 cm de largura e 16 cm de aleolcados perpendicularmente a dois
bracos desprovidos de paredes laterais (bracosogpe&om o mesmo comprimento e
largura. Cada braco é posicionado a 90° do brageeatte e cruzam-se numa area central
onde o animal é posicionado. O labirinto é aposalm um suporte com 25 cm elevado em
relacédo ao solo (figura 9).

Figura 9. Aparelho de labirinto em cruz elevado.

4.5.4. Aparelho de eletrochoque auricular

O aparelho utilizado para aplicar impulsos elésioos camundongos foi o ECT
UNIT 7801 da UGO BASILE (Comerio, VA, lItalia) (figa 10). Este aparelho libera um
choque auricular com corrente de 0,5 mA de intemd a uma freqiéncia de 150

pulsos/segundos e com duracéo de 0,5 segundo.
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Figura 10. Aparelho do eletrochoque auricular.

4.5.5. Aparelho de placa quente

A placa quente permite avaliar a atividade de ds@gdinoceptivas por meio de um
aparelho cuja temperatura de sua placa, localizedasuperficie superior, pode ser
controlada entre 45 e 62°C, em incrementos de ON@&Ste aparelho, um crondmetro
acoplado é ativado por um pedal externo que peamitedida precisa do tempo de reacéo
do animal ao estimulo térmico. Acoplado a placaymmécilindro de acrilico transparente,

gue isola o animal para observacgéo sobre o apa(fesnoa 11)

Figura 11 Aparelho de placa quente.
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4.5.6. Caixa de observacao para o teste da formadin

Este aparato é formado de um encaixe de metalogoeafuma caixa triangular com
angulos de 45°, com os lados e altura medindo 2Bada, sendo duas paredes formadas
por espelho e uma de vidro transparente, que plitssém observador um maior campo de

viséo (figura 12).

Figura 12. Caixa de observacéo para o teste da formalina
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5. METODOS

Todos os métodos utilizados para o estudo psicafestagico do extrato etandlico
deH. crispa (EEHCc) em camundongos estado esquematizados na figur

TESTES PRELIMINARES DA ATIVIDADE NO SNC E SNA

TRIAGEM FARMACOLOGIC A

COMPORTAMENTAL

AVALIACAO GERAL DA ATIVIDADE NO SN

TESTE DO

TESTE DO CAMPO

ROTA-ROD ABERTO

AVALIACAO ESPECIFICA DA ATIVIDADE NO SNC e SNP
I I |

ATIVIDADE ATIVIDADE ATIVIDADE SEDATIVA-
ANSIOLITICA ANTICONVULSIVANTE HIPNOTICA

ATIVIDADE
ANTINOCICEPTIVA

Figura 13. Resumo esquematico do estudo psicofarmacologico EfdHic em
camundongos.
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5.1. AVALIACAO PRELIMINAR DA ATIVIDADE SOBRE O SIST EMA
NERVOSO CENTRAL E AUTONOMO

5.1.1. Triagem Farmacologica Comportamental e Detarinacdo da Dose Letal 50%
(DL 50)

A triagem farmacolégica comportamental € uma metgi® preliminar para
avaliar o possivel efeito de uma droga no SNC e ,SiNAqual sdo observados alguns
parametros comportamentais no animal que posainilitaracterizar o efeito central da
droga (ALMEIDA; OLIVEIRA, 2006b; ALMEIDA et al, 1999). Assim, esse modelo e a
determinacdo da DB permitem avaliar se determinadas drogas ou estraggetais
apresentam toxicidade, possibilitando o estudo daailbgico de plantas com uma
determinada margem de seguranca (ALMEIDA et aB9).9

Os experimentos foram realizados de acordo conotog@slo experimental descrito
por Almeida e colaboradores (1999), adotado peltatdrio de Psicofarmacologia Prof.
Dr. Elizaldo A. Carlini que investiga as influéngigobre o SNC e SNA. Os efeitos
observados em cada periodo de tempo eram compuashusausente ou presente. Caso 0
efeito estivesse presente, um escore de intensetadmarcado com + (efeito aumentado)
ou ++ (efeito intenso). Caso o0s comportamentos reades estivessem reduzidos ou
ausentes, o efeito do extrato era computado cofateito diminuido) ou O (ausente).

Foram utilizados camundongos machos (n = 8) separam dois grupos,
experimental (extrato) e grupo controle (o veicutdizado nas preparacbes — agua e
cremofor ). Foi escolhida a via i.p. e foram adstiaidas as doses 500, 1000 e 2000 mg/kg
de peso animal.

Parametros comportamentais descritos no protosgerenental (em anexo) foram
observados durante as 4 primeiras horas nos itasrde 30, 60, 120, e 240 minutos. A
ocorréncia de alteracdes comportamentais nos a)ie@ decorréncia do tratamento com
EEHc, permite inferir uma relagdo com a atividade sistema nervoso central e,
consequentemente, sinais de toxicidade.

Os animais foram observados ainda a cada 24 htéagua se completasse um
periodo de 72 horas com a finalidade de verificar lmveria alguma morte e,

consequentemente, determinar afdo EEHc na via de administragédo empregada (i.p.).
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5.2. AVALIA(;AO GERAL DA ATIVIDADE SOBRE O SISTEMA N ERVOSO
5.2.1. Teste da Barra Giratéria Rota-rod

O teste da barra giratdria rota-rod foi proposto Ponham e Miya (1957). E uma
metodologia utilizada na triagem de drogas com ipeksatividade neurotdxica/mio-
relaxante e consiste em avaliar a coordenacédo anakoranimal, através do tempo de
permanéncia deste em uma barra giratéria (COPA$E0 €996).

E apropriado para detectar o efeito de relaxamentscular ou de incoordenacéo
motora produzido por agentes farmacologicos, tamnac relaxantes musculares
esqueléticos ou depressores do SNC, como os aiesi®l{CARLINI; BURGOS, 1979;
MATTEI; FRANCA, 2006; PULTRINI; GALINDO; COSTA, 206).

Vinte e quatro horas antes do teste foi realizada pré-selecéo dos animais (sem
administracdo de substancias) na qual foram comsids aptos ao teste os animais que
permaneceram na barra giratoria (7 r.p.m.) durea@geminutos, em pelo menos uma das
trés tentativas (MENDES; MATTEI; CARLINI, 2002; DEOUSA et al., 2007).

No dia do teste, os camundongos foram divididost&s grupos de seis
animais cada e, inicialmente, foi realizada uméutdai basal. Os camundongos foram
colocados na barra giratéria e o tempo de perm@métas mesmos no aparelho foi
cronometrado. Em seguida, os animais do grupo emeetal foram tratados nas doses de
500 e 800 mg/kg com o EEHc. O grupo controle regabeeiculo. Apés 30 minutos da
administracdo, os animais foram colocados no aparel foi registrado o tempo de
permanéncia deles sobre a barra giratéria. Esteegimento foi repetido com 60 e 120

minutos apos a administracao.
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5.2.2. Teste do Campo Aberto

Originalmente descrito por Hall (1934) como umanareircular para testar os
efeitos de ambientes ndo familiares sobre a emaliiaale em ratos, o teste do campo
aberto é um procedimento conveniente para medir a@@nas comportamento de
ansiedade, mas também sedacao ou atividade explardd animal (PRUT; BELZUNG,
2003). A tendéncia natural do animal em um ambieni® € a de explora-lo, apesar do
estresse e do conflito provocado pelo mesmo (MONVIGRY, 1955).

O campo aberto é utilizado para avaliar o poterarialolitico de drogas. O formato
mais comum do campo aberto é o circular (STEIN; ROEXAVIER, 1994).

Foram utilizados um total de trés grupos: dois gsuge oito camundongos tratados
com o EEHc nas doses de 500 e 800 mg/kg, i.p. @rupo controle foi tratado com o
veiculo. Trinta minutos apés os tratamentos, omaisi foram colocados individualmente
no centro da arena para explorar livremente o amtéieovo durante um periodo de cinco
minutos. Os seguintes parametros foram observagolsulacdo (nimero de cruzamentos
dos segmentos pelo animal com as quatro patasgrotoie comportamentos de levantar, o
namero de comportamentos de autolimpeza e defecéud@mero de bolos fecais)
(MONTGOMERY, 1955; LEITE; SIQUEIRA, 2006).

Antes da introducdo de cada animal, o aparelhdinfigio com &lcool a 10% para
eliminar possiveis pistas decorrentes de odoresdes por outros animais.

Alguns estudos tém demonstrado que alteracdessnpas&metros tém correlacéo
com a ansiedade no homem (MASUR; MARTZ; CARLINI71%
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5.3. AVALIACAO ESPECIFICA DA ATIVIDADE SOBRE O SIST EMA NERVOSO
CENTRAL E PERIFERICO

5.3.1. Estudo da Atividade Ansiolitica
5.3.1.1. Teste do Labirinto em Cruz Elevado

O labirinto em cruz elevado € comumente usado aooaelo ndo-condicionado de
ansiedade em roedores (FLINT, 2003; BRADLEY et2007). Foi utilizado, inicialmente,
por Handley e Mithani em 1984, a partir de um modgiado por Montgomery em 1955
(PEREZ, 1998), sendo utilizado largamente em moaional de ansiedade. Quando
colocado nesse aparelho, o animal mostra sinaisnel@o tais como: congelamento,
defecacdo, miccdo e aumento do nivel plasmétichalménio do estresse, a cortisona
(GRAEFF; GUIMARAES, 1999)

Este modelo baseia-se no conhecimento de que esedwitam lugares abertos e
elevados. O animal tipicamente entrard com maexiigncia e permanecera mais tempo
nos bracos fechados. Uma maior intensidade dedatgeequivale a menor preferéncia
pelos bragos abertos (MORATO; BRANDAO, 1997).

Foram utilizados quatro grupos de seis camundongmis: grupos tratados com
EEHC nas doses de 500 e 800 mg/kg, um grupo cerfwokratado com o veiculo e um
grupo padrao com o diazepam, na dose de 0,5 mg/kg.

Trinta minutos apds os tratamentos, os camundonfysam colocados
individualmente no centro do labirinto, para quesgbudessem explorar o ambiente. Os
parametros avaliados durante um periodo de cinonatos foram o nimero de entradas e o
tempo total de permanéncia nos bracos abertodhades.

A entrada nos bragos foi definida como a entradardmal com todas as quatro
patas dentro do braco (PELLOW et al., 1985; GRUNDWNAet al., 2007).



PEREIRA, C. K. S. MATERIAIS E METODOS53

5.3.2. Estudo da Atividade Anticonvulsivante

5.3.2.1. Teste das Convulsdes Induzidas pelo Elettmque Auricular

O teste das convulsdes induzidas pelo eletroch@guieular foi inicialmente
descrito por Merrit e Putman (1938). O eletrochomueiz extensao tonica dos membros
posteriores em 99% dos animais (SWINYARD, 1969).

Esse protocolo baseia-se no fato que drogas datieps eficazes no tratamento de
crises generalizadas tonico-clénicas, tais com@reato, fenitoina e carbamazepina,
bloqueiam as convulsdes ténicas produzidas petmeloque auricular agudo (FISHER,
1989; LOSCHER et al., 1991; KITANO et al., 1996).

Foram utilizados neste experimento quatro gruposei® camundongos, 0s quais
dois grupos foram tratados nas doses de 500 e §&mom o EEHc, um grupo controle
que recebeu o veiculo e um grupo padréo foi tratadofenitoina na dose de 25 mg/kg.

O estimulo elétrico foi aplicado através dos etiisocom clipes auriculares nos
camundongos ap6s 30 minutos da administracdo thatasgias. Os parametros avaliados
foram a presenca de convulsdes tonicas, o temflexd@® e extensdo das patas posteriores
(duracéo da convulsao) e o numero de mortes (TOREQRD; ORTEGA, 1993).

5.3.3. Estudo da Atividade Sedativa-Hipnaética

5.3.3.1. Teste da Potencializacdo do Tempo de Sdnduzido pelo Tiopental

Este teste parte do principio de que drogas depessdo SNC, em geral, reduzem
a laténcia e/ou aumentam a duracdo do sono indymdam barbitdrico, uma vez que
quando duas drogas possuem o mesmo efeito farngeamlceles se somam (RILEY;
SPINKS, 1958; MANDAL et al., 2001).

O tiopental é uma droga sedativo-hipnética da elaes barbitlricos, cujos efeitos
dependem da via de administracéo e da dose ull{(ka&r ZUNG, 2003).

Foram utilizados quatro grupos de oito camundongesdo dois grupos tratados
com o EEHc nas doses de 500 e 800 mg/kg, um grupoote que recebeu o veiculo e um
grupo padrédo que foi tratado com diazepam na desg ohg/kg. Apds 30 minutos dos
respectivos tratamentos,tiopental foi administrado na dose de 35 mg/RgApoOs terem

adormecido, os animais foram colocados na posi@g@aeatubito dorsal, quando foi
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acionado um crondmetro e anotado o tempo decoemtiee a perda e a recuperagdo do
reflexo de endireitamento (tempo de sono). A peaeeflexo de endireitamento (laténcia)

€ a perda da capacidade que o animal apresentalide & posicdo normal quando

colocado em decubito dorsal. O critério para aperacao do reflexo de endireitamento foi
fixado quando o animal sai da posi¢cao imposta @ tezes consecutivas. (CARLINI et

al., 1986; MATTEI et al., 1998).

5.3.4. Estudo da Atividade Antinociceptiva
5.3.4.1. Teste das Contor¢des Abdominais Induzidasr Acido Acético

O teste das contor¢Bes abdominais induzidas pdo awiético, € um método que se
baseia no fato de que a injecdo intraperitoneabalacdo de &cido acético a 1% em
camundongos provoca irritacao nesta regido, enndlya estimulacdo de nociceptores que
gera reacfes comportamentais, sendo tal efeita@eqmoro caracterizado por contorcdes
abdominais seguidas de extensbes dos membros ipeste(KOSTER; ANDERSON;
DEBBER, 1959). De um modo geral, as drogas comrjgdg@des analgésicas reduzem ou
mesmo inibem esse comportamento (COLLIER et a68)L.9

Para este experimento quatro grupos de oito canmgddoram usados, sendo que
dois grupos receberam o pré-tratamento com o EEldadnses de 500 e 800 mg/kg, um
grupo controle recebeu o veiculo e outro grupohegemorfina (6 mg/kg) que funcionou
como padrdo positivo. Trinta minutos apds os trat@tos iniciais, os animais foram
tratados com solucdo de acido acético 1% em agstdad@ (0,1 mL/10 g) por via i.p. e
colocados em caixas de polietileno individuais¢cgiminutos depois, foi entdo registrado o
namero de contor¢Bes abdominais apresentado paraszachal durante um periodo de 10
minutos de observacdo. Uma reducdo significativandmero de contor¢cdes quando
comparado ao grupo controle negativo € considerama resposta antinociceptiva
(NARAYANAN et al., 2000; BASTOS et al., 2006).
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5.3.4.2. Teste da Placa Quente

Este teste, descrito por Eddy e Leimback (1953)resenta uma modificacdo do
modelo original de Woolfre e MacDonald (1944). Ustes em quantificar o tempo de
reacdo do animal ao estimulo térmico de 5[*@, quando é exibido o comportamento de
levantar (tentativa de pular) ou lamber uma daaspéBILVA et al., 2005a), sendo estas
respostas indicativas de nocicepcédo (ALMEIDA; OLIRE, 2006a). O estimulo térmico
do teste da placa quente é utilizado para avaliativadade analgésica mediada por
mecanismos centrais (AL-GHAMDI, 2001). Os animaisafn submetidos a uma pré-
selecéo (sem administracdo de substancias), ndaraal considerados aptos os animais
gue permaneceram na placa por um tempo maximo degiihdos.

Foram utilizados neste experimento quatro grupositdecamundongos, sendo que
dois grupos foram tratados nas doses de 500 e §lrmmom EEHc, um grupo controle
gue recebeu o veiculo e um grupo padrdo foi tratatho morfina na dose de 10 mg/kg.
Trinta minutos apds o tratamento os animais forahocados na placa quente, sendo
registrado o tempo de laténcia, que € o tempo aeenplido entre a colocacéo do animal
na placa pré-aquecida e a tentativa do animal er sau lamber uma das patas. Este
procedimento foi repetido com 60 e 120 minutos apdedministragcdo. Os animais o
permaneceram na placa por um tempo maximo de 3Mdeg, para evitar a leséo tecidual
(ALMEIDA; OLIVEIRA, 2006a).

5.3.4.3. Teste da Formalina

O teste da formalina foi introduzido por Dubuissen Dennis (1977), e
posteriormente modificado para uso em camundongodHpnskaar e Hole (1987). No
entanto, este teste foi realizado como descritoMaar e colaboradores (1996), que € uma

modificacdo do modelo de Hunskaar e Hole (1987).

Nessa metodologia, uma solugdo de formalina éaitieha regido subplantar do
camundongo o que leva a estimulacdo dos nocicepteeado o tempo de lambida da pata
do animal considerado indicativo de resposta nptice (SOUZA et al., 2000). Sao
observadas duas fase em que é quantificado o tdempambida da pata. A primeira fase,
normalmente ocorre nos cinco primeiros minutos apdsnjecdo da formalina e,

provavelmente, é resultante da estimulacdo diretaogticeptores; a inibicdo dessa fase é
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indicativa de drogas analgésicas que atuam em céwndtal. Em seguida, hd uma interfase
de aproximadamente 10 minutos caracterizada porammnos inibitorios da dor. A
segunda fase (15-30 minutos apds o tratamento)nBecaa principalmente por uma
resposta inflamatoria, gerada tanto pela estimalaginociceptores como pela liberacao
de mediadores inflamatorios (HUNSKAAR; HOLE, 1987).

Neste experimento foram utilizados quatro gruposittecamundongos, sendo dois
grupos experimentais tratados nas doses de 500 m@&®&g com EEHc, um grupo controle
que recebeu o veiculo e um grupo padrao foi toatasn morfina na dose de 10 mg/kg.
Apos trinta minutos, 2QIL de solucdo de formalina 2,5% (0,92% de formalolelduido
em solucdo salina) foram injetadas na regido sotmplada pata posterior direita dos
camundongos. Em seguida, esses animais foram do®cas caixas de observacdo, sendo
entdo registrado o tempo total de lambida da pa¢argcebeu a formalina durante cinco
minutos (12 fase). Apos um periodo de 10 minutogsamente foi registrado o parametro

citado por mais 15 minutos (22 fase).

5.4. AVALIACAO DA PARTICIPACAO DO SISTEMA OPIOIDE N O
MECANISMO DE ACAO

5.4.1. Teste da Formalina apds Tratamento com Antagista Opidide

Com o objetivo de avaliar a participacdo do sisteop@dide sobre o efeito
antinoceptivo do EEHc, foram utilizados trés gruples oito animais. E estes grupos
receberam o tratamento com o antagonista opididesaketivo, naloxona, na dose de 6
mg/kg subcutanea (s.c.), 15 minutos antes dos grsg@m tratados com o EEHa& dose
de 800 mg/kg, o grupo controle receber o veicwdageupo padréo receber morfina na dose
de 10 mg/kg. Dessa forma, seria possivel verifmaro efeito analgésico do EEHc
corresponderia ao bloqueio de receptores opidides e grupo padrdo, morfina, que
reconhecidamente tem o seu efeito analgésico malyElo antagonismo da naloxona aos
receptores opiodides, teria efetivamente o seucefiprimido. Trinta minutos apos este
tratamento todos os oito animais de cada um da® grupos foram submetidos ao teste da
formalina (TJOLSEN et al., 1992).
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5.5. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como a média + adp da média (e.p.m.) ou
percentagem, e analisados estatisticamente utliizanteste “t” de Student ndo pareado
para medidas paramétricas e o teste de Mann-Whitakey medidas ndo paramétricas. Os
resultados foram considerados estatisticamentdisagivos quando apresentaram um p <
0,05.

Todos os dados obtidos foram analisados atravésrafgrama GraphPad Prism,
versao 4.0 (GraphPad Sotware Incorporated, SaroDi¢gA).



Resultados
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6. RESULTADOS

6.1. AVALIACAO PRELIMINAR DA ATIVIDADE SOBRE O SIST EMA
NERVOSO CENTRAL E AUTONOMO

6.1.1. Triagem Farmacologica Comportamental e Detarinacdo da Dlsg

O primeiro modelo experimental para investigar @iddde farmacoldgica do
EEHc foi a triagem comportamental e determinaca®dg, com a finalidade de obter
doses com margem de seguranca para a realizacdexgesmentos. No modelo de
triagem comportamental, foram avaliados parametoosportamentais que caracterizam a
toxicidade de uma determinada amostra vegetal soBN& e SNA (ALMEIDA;
OLIVEIRA, 2006b; ALMEIDA et al, 1999).

Considerando os parametros citados por Almeida labemdores (1999), os
animais tratados com o EEHc nas doses crescere2080 mg/kg (i.p.), apresentaram
apenas um pequeno grau de ptose e uma pequenadoedacambulacdo. Os demais
comportamentos relacionados ao SNC e SNA néo fatErados quando comparados com
seus respectivos grupos controle, durante o tengmbdervacdo preconizado. Dessa
forma, a amostra vegetal estudada ndo apresentmidémle, uma vez que 0s parametros
comportamentais centrais e autbnomos nao foramaddis.

Observou-se que o EEHc, nas condicbes avaliadascadsou sinais toxicos e
mortes nos animais durante as 72 horas apés a iathagdo, impossibilitando a
determinacéo da Q.

Com base nos resultados obtidos, o EEHc passou iavestigada quanto a sua
atividade psicofarmacolégica. As doses utilizadasapextratos brutos ndo devem
ultrapassar 1000mg/kg (SOUZA BRITO, 1994). As doselizadas foram, portanto, de
500 e 800mg/kg (i.p.).
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6.2. AVALIACAO GERAL DA ATIVIDADE SOBRE O SISTEMAN ERVOSO

6.2.1. Teste da Barra Giratéria Rota-rod

De acordo com o grafico 1, os animais tratados coBEEHC ndo apresentaram
perda da coordenacdo motora, pois 0 nimero de sj@eddempo de permanéncia na barra
giratoria ndo foi alterado, como observado nas sldse500 e 800 mg/kg aos 30 (180,0 +
0,0; 180,0 £ 0,0 s), 60 (180,0 +0,0; 180,0 + 0,@ )20 (180,0 £ 0,0; 180,0 + 0,0 s) de
observacdo quando comparados ao grupo controled(3800; 180,0 + 0,0; 180,0 £ 0,0 s),
respectivamente. Portanto, neste experimento néwehdiferenca significativa entre os

grupos experimentais e o grupo controle.

200+
e e e - — — Controle
150 /1500 mg/Kg
i =1 800 mg/Kg

Tempo de permanéncia
na barra giratéria (s)
|_\
o
o
[]

) J J )
0 30 60 120
Tempo de observacao (min)

Grafico 1. Efeito de EEHc nas doses de 500 e 800 mg/kg (8§pbre a coordenagéo motora de camundongos
no teste do rota-rod. Os valores estao expressaséstia + e.p.m. (n=6). (Teste Mann-Whitney).
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6.2.2. Teste do Campo Aberto

Os animais submetidos ao teste do campo abert@segaram diminuicao
significativa na ambulac&do apos tratamento prévim © EEHc nas doses de 500 mg/kg
(38,5 £ 4,2) e 800 mg/kg (44,5 + 3,0) quando comgas ao controle (82,7 + 5,3) (grafico
2).

i 3 Controle
70 3 EEHc - 500

60 B EEHc - 800

Kkk
50 *kk

Ambulacéo
D
e

Doses (mg/kg)

Grafico 2. Efeito de EEHc nas doses de 500 e 800 mg/kg @ghje a ambulacdo no teste do campo aberto
em camundongos. Os valores estdo expressos comédia t e.p.m. (n=8). *P<0,001 (Teste “t” de
Student para amostras independentes).

De acordo com os resultados observados no grafios &nimais tratados com 500
mg/kg (4,0 £ 0,6) e 800 mg/kg (2,6 = 1,0) do EEHo malteram a quantidade de vezes que
0s animais se limparam, quando comparados comimaiartratados com o controle (2,2 £
0,8).
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Grafico 3. Efeito de EEHc nas doses de 500 e 800 mg/kg §giide a variagdo da limpeza no teste do campo
aberto em camundongos. Os valores estdo expremsmsameédia + e.p.m. (n=8). (Teste “t” de Studerap
amostras independentes).

No parametro exploratorio de levantar, foi obseovatha reducéo significativa no
comportamento de levantar apds administracdo docEtald doses de 500 mg/kg (10,1 +

3,5) e 800 mg/kg (15,0 £1,5), em relacdo aos caongus tratados com o controle (41,2 +
2,8) (grafico 4).
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Grafico 4. Efeito de EEHc nas doses de 500 e 800 mg/kg Eghbje o comportamento de levantar no teste
do campo aberto em camundongos. Os valores espiiessrs como a média + e.p.m. (n=8). ***P<0,001
(Teste “t” de Student para amostras independentes).

A quantidade de bolos fecais dos animais dos grtadados com o EEHc nas
doses de 500 mg/kg (0,1 £ 0,1) e 800 mg/kg (0063} reduziram de forma significativa

em relacéo aos grupos que receberam o controle: (Bf) (grafico 5).
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Gréfico 5. Efeito de EEHc nas doses de 500 e 800 mg/kg Eqhbje a defecacdo no teste do campo aberto
em camundongos. Os valores estdo expressos corédia ie.p.m. (n=8). *P<0,05, **P<0,01 (Teste Mann-
Whitney).
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6.3. AVALIACAO ESPECIFICA DA ATIVIDADE SOBRE O SIST EMA NERVOSO
CENTRAL E PERIFERICO

6.3.1. Estudo da Atividade Ansiolitica
6.3.1.1. Teste do Labirinto em Cruz Elevado

Os resultados apresentados nos graficos 7 e 8 démwongue 0s animais tratados
com o EEHc na doses de 500 mg/kg e 800 mg/kg naocaedm significativamente o
namero de entradas (1,8 + 1,1; 4,8 +1,4; respeuivde) (6A) e o tempo de permanéncia
(12,2 + 9,2; 40,5 + 13,5 s; respectivamente) negds abertos (6B) em relacdo ao grupo
de animais que recebeu o controle ( nUmero dedasr8,7 + 0,9 e tempo de permanéncia,
43,0 £ 11,9 s). O tratamento dos animais com assdasima citadas (500 e 800 mg/kg)
também néo interferiu significativamente no numdeo entradas (7,0 £1,4; 8,7 = 1,7;
respectivamente) (7A) e no tempo de permanénciabrags fechados (220,7 = 14,1;
176,7 £ 30,4 s; respectivamente) (7B), em comparagdgrupo o controle (nUmero de
entradas, 8,0 £ 1,1 e tempo de permanéncia, 17Y98G:S).

O diazepam, na dose de 0,5 mg/kg, aumentou sigtifanente o numero de
entradas (7,7 = 1,3) e o tempo de permanéncia 18939,0 s) nos bracos abertos,
enquanto que nos bracos fechados, ndo ocorrewagtersignificativa no numero de
entradas (8,3 = 2,5) e no tempo de permanéncigg#079,0 s).
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Gréfico 6. Efeito de EEHc nas doses de 500 e 800 mg/kg (em)camundongos, no teste do labirinto em
cruz elevado (bracos abertos). (A) Numero de eatrad(B) Tempo de permanéncia (s) Os valores estao
expressos como a média + e.p.m. (n=6). *P<0,05téT& de Student para amostras independentes).
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Gréfico 7. Efeito de EEHc nas doses de 500 e 800 mg/kg (em)camundongos, no teste do labirinto em
cruz elevado (bragos fechados). (A) Nimero de dagr& (B) Tempo de permanéncia (s) Os valores estdo
expressos como a média + e.p.m. (n=6). (Testee't3 Gtudent para amostras independentes).
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6.3.2. Estudo da Atividade Anticonvulsivante
6.3.2.1. Teste das Convulsdes Induzidas pelo Elethmque Auricular

Neste teste, nenhuma das doses do EEHc adminstrada camundongos
proporcionaram efeito protetor contra as convulsdegzidas pelo eletrochoque auricular.
Portanto, 100% dos animais dos grupos tratados apmoses de 500 e 800 mg/kg do
EEHc apresentaram convulsdo tbnica. Apesar do EE&dgroteger os animais contra as
convulsdes, nao houve registro de mortes em toslgsupos testados (tabela 1).

Conforme ilustrado no grafico 8, o EEHc nas doses@D mg/kg (18,5 + 0,5 s) e
800 mg/kg (16,8 = 0,7 s) ndo alterarou a durac&ocdavulsbes em relacdo ao controle
(17,0+£0,55s).

A fenitoina, usada como droga padrao, na dose dad¢Zkg, protegeu os animais
das convulsGes em 83 % e da morte em 100%, apaesentima diminuicdo na duracao

das convulsdes de 0,8 + 0,8 segundos.

Tabela 1. Percentual de ataques convulsivos ténicos e maat#di observados nos camundongos tratados
com veiculo, com o EEHc e com fenitoina (padrachuhe o teste de convulsées induzidas por eletoueho
auricular.

Grupo /dose mg/kg % de animais que % mortes
apresentaram
convulsdes tdnicas
Controle 100,0 0,0
EEHc 500 100,0 0,0
EEHc 800 100,0 0,0

Fenitoina 25 16,7 0,0
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Grafico 8. Efeito de EEHc nas doses de 500 e 800 mg/kg (np.duracdo das convulsdes induzidas pelo
eletrochoque auricular maximo em camundongos. @sesestao expressos como a média + e.p.m. (n=6).
***P< 0,001(Teste “t” de Student para amostras petelentes).

6.3.3. Estudo da Atividade Sedativa-Hipnaética

6.3.3.1. Teste de Potencializacdo do Tempo de Sdnduzido pelo Tiopental

Neste teste, os resultados mostraram que o EEHEdtivo em aumentar o tempo
de recuperacéao do reflexo postural (tempo de shompanimais (grafico 9). Com 500 e 800
mg/kg, observou-se um tempo total de sono em nmsnd&e 53,4 + 11,0 e 58,5 £ 5,5,
respectivamente, sendo observado diferencas é@statiente significativas com relagdo ao
controle (11,1 £ 2,9). No entanto, as doses testamaEEHc ndo alteraram de forma
significativa o tempo que os animais levaram paedgr o reflexo do endireitamento
(tabela 2). O diazepam na dose de 5 mg/kg foi cayjmemo esperado, de aumentar o0 tempo
de duracdo (112,0 + 3,2 min.) e reduzir o tempdati&ncia do sono (1,Z 0,6 min.)
induzido pelo tiopental.
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Tabela 2. Tabela comparativa exibindo o efeito de EEHc @azapam sobre o tempo de laténcia do sono

induzida pelo tiopental e o0 tempo de duracdo do som minutos.

Grupo /dose mg/kg Tempo de laténcia do Tempo de duracao do
sono (min) sono (min)
Controle 3,2+0,3 11,1+ 2,9
EEHc 500 2,3:04 53,4+ 11**
EEHc 800 2,5+0,7 58,5+ 5,5%**
Diazepam 5 1,7+ 0,6 ** 112,0 £ 3,2 ***

Os valores estao expressos em média + e.p.m. (f88).0,01, *** P<0,001

6.3.4. Estudo da Atividade Antinociceptiva
6.3.4.1. Teste das Contor¢des Abdominais Induzidasr Acido Acético

De acordo com os resultados demonstrados no grafitmdos os grupos tratados
com EEHc apresentaram reducéo significativa do ndirde contor¢cdes abdominais nos
camundongos, quando comparadas ao grupo que reoebeiculo (12,0 £ 2,3). Desta
forma, os animais que receberam a dose de 500 ragfegentaram uma média de 0,3 £
0,2 contorcdes e os que receberam 800 mg/kg, 2,3;#enquanto o grupo de animais que

foram tratados com morfina na dose de 6 mg/kg péesantou contor¢bes abdominais.
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Gréfico 9. Efeito de EEHc nas doses de 500 e 800 mg/kg 6.mdrfina dose de 6 mg/kg, em camundongos,
no nimero de contor¢cdes abdominais induzidas médm @cético. Os valores estdo expressos como améd
+ e.p.m. (n=8). *P<0,01, **P<0,001 (Teste “t” d&tudent para amostras independentes).

6.3.4.2. Teste da Placa Quente

Os resultados expressos no grafico 10, revelammgsgrimeiros 30 minutos apos
administragcdo do EEHc nas doses de 500 mg/kg @2,6 s) e 800 mg/kg (6,7 = 1,3 s)
ndo houve variacdo significativa na laténcia aérmedb térmico quando comparados ao
controle (9,6 + 1,7 s). Apos 60 minutos, a dose@d@ mg/kg (12,0 £ 1,7 s) aumentou
significativamente a laténcia ao estimulo em redagé controle (6,3 £ 0,9), enquanto a
dose de 800 mg/kg (7,3 £ 0,9 s) ndo alterou o tedgppermanéncia dos animais na placa
quente (gréfico 11). Ap6s 120 minutos de tratamemdo ocorreu diferenca significativa
na laténcia entre os grupos testes e o contratepssuas médias 11,9 + 2,6 s (500 mg/kg),
6,2 £ 0,9 s (800 mg/kg) e 9,3 £ 2,0 s (controleafigo 12).

A morfina na dose de 10 mg/kg, usada como padréte neste, mostrou aumento
significativo da laténcia (12,5 £ 0,8 s) no tempo &D minutos apds a administracdo da
mesma. No entanto, a morfina ndo apresentou varggaificativa na laténcia em relacao
ao controle nos tempos de 30 e 120 minutos aptestantento ( 13,4 + 2,6 € 8,9 £ 0,5 s,

respectivamente).
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Grafico 10. Efeito de EEHc nas doses de 500 e 800 mg/kg &.mprfina na dose de 10 mg/kg, no teste da
placa quente, 30 minutos apés o tratamento dosasii@s valores estdo expressos como a médiam.e.p.
(n=8). *P<0,05, **P<0,001 (Teste “t” de Studentrpamostras independentes).
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Grafico 11. Efeito de EEHc nas doses de 500 e 800 mg/kg &.mprfina na dose de 10 mg/kg, no teste da
placa quente, 60 minutos apés o tratamento dosa@i@s valores estdo expressos como a médiam.e.p.
(n=8). *P<0,05, **P<0,001 (Teste “t” de Studentrpamostras independentes).
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Grafico 12. Efeito de EEHc nas doses de 500 e 800 mg/kg @.mprfina na dose de 10 mg/kg, no teste da
placa quente, 120 minutos ap0s o tratamento dosa@i Os valores estdo expressos como a médiant.e.p
(n=8). *P<0,05, **P<0,001 (Teste “t” de Studentrpamostras independentes).

6.3.4.3. Teste da Formalina

Na primeira fase do teste, ocorrida nos cinco grmseminutos apds a injecao
subplantar da solucdo de formalina, os camundotigtados com o EEHc apresentaram
diminuicdo no tempo de lambida da pata de formafggtiva: 500 mg/kg (59,0 £+ 4,8 s) e
800 mg/kg (54,2 £ 8,3 s), em relacdo ao grupo otnif102,0 + 3,3 s). O grupo padrao
tratado com morfina na dose de 10 mg/kg tambénznedie forma significativa o tempo

de lambida das patas (33,0 + 4,3 s), de acordoosodados mostrados no grafico 13.
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Gréfico 13. Efeito de EEHc nas doses de 500 e 800 mg/kg &.mprfina na dose de 10 mg/kg, na primeira
fase do teste da formalina. Os valores estdo esgg&®mo a média + e.p.m. (n=8). ***P<0,001 (T&stde
Student para amostras independentes).

O tratamento dos animais com o EEHc na dose de ¢@0n(173,3 + 50,9 s) ndo
diminuiu significativamente o tempo de lambida detapna segunda fase do teste da
formalina quando comparada ao controle (226,5 £ 84,No entanto, a dose de 800 mg/kg
(32,4 £ 21,15 s) do EEHc reduziu significativamenmtiempo de lambida da pata, de forma
semelhante ao resultado apresentado pelo grupoldrabm a morfina (42,7 £ 24,5 s), em

relacdo ao controle (grafico 14).
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Gréfico 14. Efeito de EEHc nas doses de 500 e 800 mg/kg é.morfina na dose de 10 mg/kg, na segunda
fase do teste da formalina. Os valores estdo esgg&®mo a média + e.p.m. (n=8). ***P<0,001 (T&stde
Student para amostras independentes).
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6.4. AVALIACAO DA PARTICIPACAO DO SISTEMA OPIOIDE N O
MECANISMO DE ACAO

6.4.1. Teste da Formalina apds Tratamento com Antagista Opidide

Na primeira fase do teste da formalina, os camugalpreé-tratados com naloxona,
antagonista de receptores opiodides, e em seguidaddeEHc na dose de 800 mg/kg (34,5
+ 13,7 s) apresentaram menor tempo de lambida kagireao grupo controle (102,0 + 3,3
s), ndo havendo, portanto, bloqueio dos seus sfedoiceptivos (grafico 15).

O grupo padrao tratado com morfina na dose de 1@gngpds administracdo da
naloxona, ndo apresentou diminuicao (89,1 + 7 &ig)ificativa do tempo de lambida da
pata, uma vez que esta droga atua através deaszeppidides.
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Grafico 15. Efeito de EEHc na dose de 800 mg/kg (i.p.) e marfia dose de 10 mg/kg, na primeira fase do
teste da formalina ap0ds pré-tratamento com nalorandose de 6 mg/kg. Os valores estdo expressas &om
média + e.p.m. (n=8). ***P<0,001 (Teste “t" de Stud para amostras independentes).

De acordo com os resultados expostos no grafico BEi;Hc na dose de 800 mg/kg
promoveu a reducdo do tempo de lambida da pataeganda fase do teste, quando
comparado ao controle (226,5 + 29,1 s), apreseatanth média de 8,8 £ 8,8 s, mantendo
seus efeitos nociceptivos de forma semelhante esmdtados obtidos por essa dose do
EEHc sem o tratamento com naloxona.

N&o houve reducao significativa do tempo de lambitlae o grupo tratado e o da

morfina (150,1 + 34,8 s) nesta fase do teste.
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Grafico 16. Efeito de EEHc na dose de 800 mg/kg (i.p.) e marfin dose de 10 mg/kg, na segunda fase do
teste da formalina apds pré-tratamento com nalorandose de 6 mg/kg. Os valores estdo expressas &om
média + e.p.m. (n=8). **P<0,001 (Teste “t” de Stuml para amostras independentes).
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7. DISCUSSAO

A investigacdo de plantas medicinais a partir ddsrinacdes fornecidas pela
medicina popular e fitoterapia tem ganhado espacgpesquisa cientifica, com o objetivo
de desenvolver novas drogas efetivas que ndo apeesefeitos tOxicos ou possuam baixa
toxicidade (TAYLOR et. al., 2001). Apesar da espéddi crispa ndo possuir indicacéo
popular, com exce¢do do seu uso em infec¢des tio reapiratorio, ela foi selecionada
para o estudo por ser uma planta da qual foraradsslalguns flavondides com atividade
comprovada (COSTA, 2006), como também, pela aptes@m de metabdlitos
biologicamente ativos por parte de alguns membeosud familia, tais como triterpenos
(AHMED; KAZMI; MALIK, 1990), flavonoides (SILVA etal., 2005a, 2005b), 6leos
essenciais (AMES; MACLEOD, 1990), lactonas sesquéeicas (SHARMA; AHMAD,
1989) e é&cidos graxos (CARMODY; DEJONG; SMITH, 19MICKERY, 1980;
SCHIMID; PATTERSON, 1988; NAKATANI; FUKUNAGA; HASE1986)

Os estudos farmacoldgicos com o extrato etandlebl.dcrispa (EEHC) no SNC
compreenderam inicialmente a avaliacdo dos efettbgcos, através da triagem
farmacoldgica comportamental preliminar, e da deitgacédo da Dby Em seguida, foram
realizados testes gerais e especificos voltadas @aavaliacdo da atividade ansiolitica,
anticonvulsivante, sedativa-hipnética e antinodie@p com énfase nesta ultima atividade.

Na triagem comportamental realizada com o EEHc doses até 2000 mg/kg,
administradas pela via i.p., houve pouca alterag@&oparametros observados, e ndo foram
verificados sinais toxicos e nem morte dos animass 72 horas apés o tratamento com o
extrato em estudo.

Durante as primeiras quatro horas de observacammuaiportamento dos animais
constatou-se apenas a presenca de um pequenoegosnsd palpebral e uma leve reducéo
na ambulacdoA ambulacdo diminuida em camundongos é talvez al sirais comum
apresentado por animais que receberam a admi@istde uma substancia que possuli
efeito depressor do SNC, porém, é muito precosifiear uma droga como depressora,
utilizando apenas esse parametro para classificer droga. JA a ocorréncia de ptose
palpebral € descrita em algumas classes de dregassdoras como 0s neurolépticos e 0s
analgésicos de acao central (ALMEIDA; OLIVEIRA, BX).

A amostra vegetal nas doses e condi¢cdes avaligitageasultou em mortes dos
animais testados. Este fato impossibilitou a daeteagdio da Dy Segundo Souza Brito
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(1994), a dose utilizada para extratos brutos eagdans farmacolégicas ndo devem
ultrapassar 1000 mg/kg. Dessa forma, o EEHc paasear investigado quanto a sua
atividade psicofarmacologica utilizando as doseSGfee 800mg/kg, administradas por via
I.p., escolhidas por que os efeitos depressores obsarf@dm bem visiveis nas doses de
500 e 1000 mg/kg, administradas pela via i.p.

A triagem farmacoldgica preliminar € uma metodadogimples, mas que
possibilita a deteccdo de efeito central apresentsda substancia analisada. Portanto,
foram realizados outros dois testes gerais parahanekaracterizacdo do perfil
psicofarmacolégico do EEHc, a saber: o teste da lyaratdria rota-rod e o teste do campo
aberto.

O teste do rota-rod avalia o efeito de relaxamemiscular ou de incoordenacao
motora provocado pelas drogas. Quanto mais intlmso efeito, menor sera o tempo em
gue o animal consegue se equilibrar sobre a baatdga (CARLINI; BURGOS, 1979;
MATTEI; FRANCA, 2006). Trata-se de um método napessfico, sendo utilizado para
descartar a possibilidade de resultados falsoiposjtuma vez que avalia a integridade do
sistema motor, permitindo detectar o enfraquecimemurologico, incluindo ataxia,
sedacdo ou relaxamento muscular, efeitos caraatesigia neurotoxicidade (DUNHAM;
MIYA, 1957; MATTEI; FRANCA, 2006; PULTRINI; GALINDQ COSTA, 2006).

A falta de coordenacéo motora no teste do rotaéracha caracteristica de agentes
farmacoldgicos, como os relaxantes musculares Edmes ou de drogas que diminuem a
atividade do SNC, tais como neurolépticos, angioBt sedativos e hipnoticos (SEN;
CHAUDHURI, 1992; PULTRINI; GALINDO; COSTA, 2006; DESOUSA et al., 2007).
Os animais tratados com o EEHc ndo apresentaramagdes significativas no tempo de
permanéncia na barra giratoria quando comparadagugm tratado com o veiculo, ndo
interferindo com a coordenacdo motora dos aningaéfi¢o 1). Descartando-se, assim, a
possibilidade de um efeito miorelaxante ou neutiotdx

Em seguida, realizamos o teste do campo aberte.t&ste é apropriado para medir
nao apenas comportamento de ansiedade, mas taned@géis ou atividade exploratoria
do animal (PRUT; BELZUNG, 2003). Neste teste, forainservados 0s seguintes
parametros: ambulacdo, numero de comportamentosledantar, o numero de
comportamentos de autolimpeza e defecagdo (nunedvolds fecais).

A ambulacdo em um novo ambiente representa a atigitbcomotora do animal. O

namero total de cruzamentos avalia a atividade oeafria do animal, que pode ser
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afetada por farmacos com acdo no SNC ou relaxantesulares periféricos. Neste
parametro, o EEHc nas doses de 500 e 800 mg/kgitesignificativamente a ambulagéo
dos animais tratados (grafico 2). Segundo MasuriaV&a Carlini (1971), a mobilidade &
funcado do grau de excitabilidade do SNC e uma digéo desse parametro € sugestiva de
uma atividade sedativa (OZTURK et al., 1996; FRAN&Ql., 2005). Caso a ambulacéo
estivesse aumentada, poderiamos correlacionaito éeeEEHc com um efeito ansiolitico.

O comportamento de autolimpeza € um indice de ag@ptcomportamental a uma
situacao de estresse. Em situacfes de medo oulasjeesse comportamento geralmente
aumenta (SHAW et al., 2007) com a finalidade deuzada excitagcdo apds a situagéo
estressante, contribuindo para a manutencao dadstese (DELLIUS, 1967; COLBERN
et al.,1978;; JOLLES; ROMPA-BARENDREGT; GISPEN79). O EEHc nao alterou, de
forma significativa, este comportamento em nenhuaias doses testadas em relacdo ao
controle (gréfico 3). Este fato corrobora com aspod correlacdo de que o EEHc néo
apresenta uma atividade ansiolitica.

A quantidade de levantar, que corresponde ao nudek@zes que o animal eleva
as patas dianteiras ficando apoiado apenas sobpsi@s posteriores, € um aspecto de
comportamento exploratério e geralmente diminuingiwaum animal é colocado em um
ambiente novo ou estressante, podendo aumentada@oamimal esta sob efeito de drogas
ansioliticas (JOHANSSON; AHLENIUS, 1989; SHAW et, &007). Tal como o resultado
observado na ambulacédo, o EEHc provocou uma digénusignificativa no nimero de
vezes que 0s animais levantaram, nas doses de &0 rag/kg (grafico 4). Vale ressaltar
que a inibicdo de ambos, ambulacdo e numero detlya&stao relacionadas as drogas que
possuem acéo sedativa (PRUT; BELZUNG, 2003; HUANGlg 2007), e tais efeitos
foram observados em nossos testes.

A defecacao foi reduzida significativamente nosras que receberam as doses de
500 e 800 mg/kg do EEHc, quando comparados ao gmumtoole (grafico 5). A defecacao
também é um bom indicador de emocionalidade dasais]j pois estudos mostram que a
alta emocionalidade esta relacionada com o aundmtdefecacédo, enquanto que drogas
ansioliticas reduzem a defecacdo (ANGRINI; LESLISHEPHARD, 1998; SHAW et al.,
2007).

De acordo com os resultados até aqui apresentadosriagem farmacoldgica
comportamental e do teste do campo aberto, hareiade que o EEHc apresenta efeitos

farmacoldgicos no SNC. Podemos sugerir uma possitreidade sedativa do EEHc
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observada no teste do campo aberto, no qual apepasgametro da autolimpeza nao foi
alterado.

A fim de elucidar a que classe de psicotropicosE&E pertence, partimos para
uma avaliacdo especifica da sua atividade cetragas que reduzem a atividade do SNC
sdo do grupo dos psicolépticos e, dentre eles,nposlecitar algumas classes como 0s
ansioliticos, anticonvulsivantes, sedativo-hipragie antinociceptivos.

Iniciamos a verificacdo das atividades especifiltasEEHc com os testes de
avaliacao da atividade ansiolitica, utilizando alglo animal do labirinto em cruz elevado.

A maioria dos modelos experimentais para avalieormportamento de ansiedade,
utilizando animais de laboratorio, baseia-se, fpaimente, em situacdes conflitantes,
como colocar animais em um ambiente estranho é&sdnte”) ou em frente a um
predador, o que pode gerar algumas alteracbes ctanmmntais, acompanhadas de
alteracdes fisioldgicas. Assim, 0 que se reproche animais € um estado semelhante a
ansiedade no homem, medida através de sinais @etgritais como a atividade
exploratoria e locomotora reduzida (BLANCHARD et, al993; LEITE; SIQUEIRA,
2006).

O teste do labirinto em cruz elevado é um dos nosd@himais mais usados, sendo
considerado um modelo etiologicamente valido, uea que usa um estimulo natural —
medo de um espago novo aberto e medo do equilimima plataforma suspensa
relativamente estreita — que pode induzir ansiedade humanos (DAWSON;
TRICKLEBANK, 1995; GRUNDMANN et al.,, 2007). Este ste consiste num dos
métodos mais extensivamente validados para a miadge drogas com efeito ansiolitico
(ZANOLI et al., 2007), e baseia-se no fato de gaeaedores evitam se expor as areas
abertas no labirinto, as quais se supfem seremawaisivas, mostrando uma preferéncia
pelas areas fechadas protegidas por paredes (WEIAS 1998; CHEN et al., 2006). Por
isso ele é utilizado para investigar os efeitosaditisos ou ansiogénicos das substancias,
uma vez que substancias ansioliticas levam o ardraamentar o nimero de entradas e o
tempo de permanéncia nos bracos abertos, e asastibst ansiogénicas induzem um
aumento dos referidos parametros nos bracos fesHadBTER, 1987; PELLOW et al.,
1985; GRUNDMANN et al., 2007).

Neste teste, ndo ocorreu nenhuma alteracao signtcno comportamento dos
animais decorrente da administracdo do EEHc nassdies 500 e 800 mg/kg, ou seja, ndo

houve alteracbes no niumero de entradas e no teenperthanéncia dos camundongos nos
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bracos abertos e fechados (grafico 6 e 7), desclarta hipotese de um possivel efeito
ansiolitico.

Na realizacdo deste teste, utilizamos o diazepamocdroga padrédo de efeito
ansiolitico. Os animais tratados com o diazepameatsmnam significativamente o nimero
de entradas e o tempo de permanéncia nos brago®sabenquanto que nos bracos
fechados ndo foram observadas mudancas signiisatios dois parametros avaliados.
Portanto, o teste do labirinto em cruz elevadoss®u resultados que nao correlaciona o
EEHCc ao perfil de uma droga ansiolitica.

A avaliacdo da atividade anticonvulsivante do EEblaealizado através do teste
das convulsbes induzidas pelo eletrochoque auricBlaum modelo muito utilizado na
identificacdo de drogas anticonvulsivantes indisada tratamento das crises epilépticas
generalizadas ténico-clonicas ou “grande mal epdép(LOSCHER; 1998; OLIVEIRA et
al, 2001).

Este teste baseia-se na observacdo de que a esfimulpor meio de pulsos
elétricos repetitivos e usando parametros adequaglosapaz de induzir um padrao
caracteristico de atividade epiléptica em difere&ruturas neuronais que, auto mantida,
é comumente denominada como pés-descarga (QUINTANEOR et al., 2002). O teste
do eletrochoque identifica agentes ativos contravaisdes tonico-clonicas generalizadas,
devido ao bloqueio da propagacdo das convulstesSQHER; SCHMIDT, 1988;
BLANCO et al., 2007).

A fenitoina foi a droga padrdo de escolha, sentlmante eficaz em reduzir a
intensidade e a duracdo das convulsfes induzidagamente em camundongos. Ela atua
blogueando a excitabilidade da membrana, por uni apbre os canais de sodio
dependentes de voltagem (RANG et al., 2007).

Os resultados obtidos neste teste evidenciararmenleuma das doses do EEHc
administradas nos camundongos proporcionaram efeitetor contra as convulsdes
induzidas pelo eletrochoque auricular, uma veztgdes os animais tratados com o EEHc
apresentaram convulsdes ténicas e o tempo de dudasiias foi semelhante ao tempo de
convulsao observadas no grupo controle que recapenias o veiculo. Nao houve morte
dos animais que receberam o EEHc ou o veiculoi¢gr&f e tabela 1). Portanto, o EEHc
nao exerce efeito de forma semelhante ao de dagasonvulsivantes utilizadas para o
tratamento de crises epilépticas. Em nossos résgltapenas 16,7% dos animais tratados

com fenitoina apresentaram convulsdes, apresentamdo diminuicdo significativa na
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duragdo das convulsées. Nenhum dos animais tratedms fenitoina morreu, o foi
observado também nos animais dos grupos experirmentantrole.

Para avaliacdo da atividade sedativa-hipnética,lizeeaos o0 teste da
potencializacdo do tempo de sono induzido pelcetitgd com o objetivo de investigar se o
EEHc tem acdo neuro-sedativa, ou ainda se possiili ¢ droga hipnotica (SANTOS;
RAO; SILVEIRA, 1996), ja que € bem estabelecido qupotencializacdo do tempo de
sono dos animais € devido a uma acdo sedativatigpngdtribuida ao envolvimento de
mecanismo centrais na regulacdo do sono e moduldgacsistema GABAEérgico
(N'GOUEMO; NQUEMBY-BINA; BALDY-MOULINIER, 1994; STHNBACH; AKK,
2001; SIVAM; NABESHIMA; HO, 2004; AGUIRRE-HERNANDEZet al., 2007;
SARKER et al., 2007).

O tiopental é um farmaco sedativo-hipnético dasdados barbitdricos, que atua
como agonista dos receptores GABA também aumentam as respostas dos receptores
GABA. Estes farmacos aumentam o tempo de abertosareceptores GABA que séo
canais de cloreto (Q) permitindo, assim, influxo maior desses ionsuitando em uma
hiperpolarizacédo celular e inibicdo da transmissérvosa. A transmissdo GABAérgica
intensificada pelos barbitlricos no tronco encefaltausa sedagdo, amnésia e perda da
consciéncia (KATZUNG, 2003; FORMAN et al.; 2009).

Neste teste, observou-se que o EEHc, nas dose30de 800 mg/kg, foi capaz de
promover significativamente a potencializacdo dope de sono dos animais, ou seja,
aumentou o tempo de sono induzido pelo barbitufém.entanto, ndo alterou de forma
significativa o tempo que os animais levaram paedgr o reflexo do endireitamento
(laténcia do sono) (tabela 2). Esse achado é simia observados por Fujimori (1995),
que propds que o aumento no tempo de hipnose édiia Gtil de atividade depressora
no SNC. Estes dados sugerem que o EEHc possui gd@a @epressora do SNC
possivelmente hipnética, uma vez que, geralmembgjad depressoras do SNC reduzem a
laténcia para adormecer e/ou aumentam a duracéogm de sono (NEVES et al., 2007).

O diazepam foi utilizado como droga padrdao nespexmento e, como esperado,
aumentou o tempo de duracdo e reduziu o tempo téacla do sono induzido pelo
tiopental.

Finalmente, foi realizada a avaliacdo da possiteidade antinociceptiva do
EEHC. Os modelos de escolha foram o teste das rcoe® abdominais induzidas pelo

acido acético, que produz estimulo nociceptivo égquonem nivel periférico; o teste da
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placa quente, que utiliza a temperatura como agertieeptivo fisico e permite investigar
a atividade central (ZHANG et al., 2009; OLIVEIR2009); e o teste da formalina, um
modelo animal com estimulacdo de nociceptores gaelta em um modelo bifasico de
comportamentos indicativos de dor (YANO et al, 2006

A morfina, analgésico de acdo central, prototipoctissse dos opidides, foi o
farmaco utilizado como padrdo nos testes realizgols verificacdo da atividade
antinociceptiva (ALMEIDA; BARBOSA-FILHO, 2006). Osagonistas de receptores
opidides constituem a principal classe de farmaddzada no controle agudo da dor
moderada a intensa, e os locais de acdo analg@sigareendem o SNC e as terminacdes
periféricas aferentes primarias (GRIFFIN; WOOLF)2D

Dentre os modelos de nocicepcéao utilizados neasbaltro, o teste das contorcdes
abdominais induzidas pelo o acido acético € um fasienples, rapido e confiavel para
avaliar a atividade antinociceptiva das substan@&8NDE et al., 1999). Emboranao seja
um meétodo de antinocicepcdo especifico, ele € itapta porque é um método preliminar
de triagem, mostrando o efeito de antinocicepcédal E€OLLIER et al., 1968). Este teste
€ caracterizado por ser uma metodologia de altsilskaiade, sendo sensivel a drogas
centrais e periféricas (VAZ et al.,, 1996; VOGEL; &8L, 1997; RAMEZANI;
HOSSINZADEH; DANESHMAND, 2001) e também a variasoghis analgésicas e
antiinflamatérias ndo-esteroidais, e semelhant@®idina e outros analgésicos que atuam
centralmente (KOSTER et al.,, 1959; BLANE, 1967; BUBERG; WOLF; DAYTON,
1965).

O &cido acético, na concentracdo usada, induz aindiireta que ocorre em
consequéncia de uma inflamacdo aguda no perit®REDA et al, 2001). A inflamacé&o
ocasiona a liberacdo de prostaglandinas, o sufecigara provocar espasmos traduzidos em
contorcao (LAPA et al., 2003; CUNHA et al., 2003IRANDA et al.,, 2001). Acredita-se
que o acido acético atua indiretamente causandbeeatdo de mediadores enddégenos
envolvidos na modulagcédo da nocicepcao, incluindwaaicinina, serotonina, histamina e
prostaglandinas (WHITE, 1964; LElI GUO, 2008).

A resposta nociceptiva ao acido aceético pode emvalma estimulacdo direta das
fibras aferentes nociceptivas, devido a uma reddgdpH ou uma sintese de mediadores
da inflamacao, a exemplo dos metabdlitos do &didguaddénico pela via da cicloxigenase,
com consequente biossintese de prostaglandinas REANAKAMURA; FERREIRA,
1988; FRANZOTTI et al., 2000). Além disso, a nopic&o induzida pelo acido acético
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depende da liberacdo de citocinas como iLTINF-a e a IL-8, a partir de macréfagos e
basofilos residentes na cavidade abdominal e, ejumim com outros mediadores, podem
induzir a nocicepcao caracteristica observada nessegelo (RIBEIRO et al, 2000;
BASTOS et al., 2006).

Os resultados obtidos neste experimento demonsirgue o EEHc reduziu o
namero de contor¢cdes abdominais apresentadas peiogis, de forma ainda mais
acentuada na dose de 500 mg/kg do que na doseOdm@Bg em relacdo ao controle
(grafico 9), indicando que este efeito ndo € degeeddente. Estes resultados sugerem que
0 EEHc apresenta atividade antinociceptiva e/cariesinibindo a liberagcdo de mediadores
inflamatorios ou citocinas. A morfina impediu o eg@mento de contorgcbes abdominais
nos animais, como esperado.

Em seguida, realizamos o teste da placa quent& npelhor especificar a atividade
antinociceptiva do EEHc observada no teste da®oggs abdominais induzidas por &cido
aceético, visto que este trata-se de um teste sdm@sdrogas de acdo central e periférica.

O teste de placa quente é utilizado para avalaivedade analgésica mediada por
mecanismos centrais, pois o calor € frequentemdilizado como um estimulo néxico,
em modelos de dor aguda (ANTONIOLLI; VILLAR, 2008ste teste € uma metodologia
reconhecida por ser sensivel a drogas que atuanmivainsupraespinhal (CAMPOS et al.,
2002; FRANCA et al., 2001; PEANA et al., 2003). B umodelo animal que avalia a
atividade antinociceptiva de farmacos opidides, m#sas drogas com atividade central,
tais como sedativas e hipnéticas, também apresemtatividade no modelo da placa
guente (HIRUMA-LIMA et al., 2000).

Nesse modelo de nocicepcao, a atividade antindoreedo EEHc foi observada
apenas 60 minutos poés-tratamento, no grupo de aniquee receberam a dose de 500
mg/kg. A dose de 800 mg/kg ndo modificou signifi@nente a laténcia ao estimulo
térmico nos trés periodos de tempo observados$5(B6,120 min.) apos o tratamento dos
animais, quando comparados ao grupo controle ¢(@sfil0, 11 e 12). Novamente,
observa-se um efeito que ndo é dose dependentevemgue a dose de 500 mg/kg
promoveu aumento na laténcia e a de 800 mg/kg nmé@mqveu nenhum efeito
antinociceptivo.A morfina aumentou o tempo de la#@nno qual animal lambia a pata ou
saltava, somente no periodo de 60 minutos apdadsnmistracao.

Este teste ndo foi suficiente para afirmar ou démca hipotese de que o EEHc

possui atividade antinociceptiva de acdo centrah uez que, apenas a dose de 500 mg/kg
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foi eficaz em aumentar a laténcia ao estimulo @wmapds 60 minutos da sua
administragdo nos camundongos. Porém, era espguada morfina aumentasse o tempo
de laténcia nos trés periodos de tempo observamtasep um farmaco de acéo central, no
entanto, isto ocorreu apenas aos 60 minutos pias¥teato.

Na tentativa de esclarecer sobre a atividade antieptiva do EEHc, realizamos
em seguida o teste da formalina. Este teste € udelmseguro e valido de nocicepgéo
sensivel a varias classes de drogas analgésidasmalina produz uma resposta bifasica
distinta onde drogas analgésicas podem atuar disrente na primeira e segunda fase do
teste (MORTEZA-SEMNANI et al., 2002).

O teste de formalina talvez seja o modelo de daical mais utilizado, no qual a
primeira fase parece ser resultante da estimulag@mica direta dos nociceptores,
enquanto a segunda fase € dependente da inflanpg&érica e modificacbes no
processamento central (TJOLSEN et al, 1992, CAPCGNIB)ISI, 2004 ).

O teste da formalina permite evidenciar duas falkesensibilidade dolorosa: a
primeira fase que ocorre durante 0os primeiros cmgwtos apos a injecado da formalina e
resulta de estimulo quimico direto de fibras afim@mociceptivas mielinizadas e néo
mielinizadas, sobretudo a fibra C, sendo sensitiatipalmente a drogas que agem em
nivel central, como a morfina (HUNSKAAR; FASMAR; HB, 1985, FERREIRA et al.,
2006, AMARAL et al. 2007; GONCALVES et al. 2008).egultados experimentais
demonstram que a substéancia P e a bradicininaiparti da primeira fase (VANEGAS;
SCHAIBLE, 2004).

A segunda fase ocorre entre 15 a 30 minutos apfsrnaalina. Mediadores
inflamatorios formados nos tecidos periféricos, coas prostaglandinas, serotonina,
histamina e bradicinina, induzem mudancas funcgonas neurénios do corno dorsal que,
ao longo do tempo, promovem a facilitacdo da trassdo em nivel espinhal. Esta
evidéncia sugere que o processo de inflamacacépedfesta envolvido na segunda fase
(HUNSKAAR; FASMAR; HOLE, 1985; FRANCA et al, 200QLIVEIRA; SOUZA,
ALMEIDA, 2008).

Entre a primeira e a segunda fase do teste da lioapha um periodo de repouso
chamado de “interfase” que ocorre devido a umaagdie de processos inibitdrios néo
regulados por mecanismos que envolvem o GABA, ja ggonistas gabaérgicos de
receptores tipo A inibem a diminuicdo de manifeacde dor durante esse periodo
(HENRY et al., 1999; LIRA, 2001).
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Drogas de agdo central, tais como os analgésiééslep inibem ambas as fases do
teste da formalina, entretanto, drogas de acadéped, como os anti-inflamatorios
somente s&o eficazes na segunda fase (SHIBATA, di989; MINO et al., 2002).

O tratamento dos animais com o EEHc reduziu dedasignificativa o tempo de
lambida da pata na primeira fase do teste, tantdosa de 500 mg/kg como na dose de
800mg/kg, de forma semelhante aos animais tratealbsmorfina em relacdo aos animais
do grupo controle (grafico 13). Na segunda fasetedbe, a dose de 500 mg/kg né&o
apresentou atividade antinociceptiva, porém a dbse800 mg/kg apresentou efeito
antinociceptivo semelhante ao da morfina (grafi¢h Portanto, os resultados sugerem que
a atividade antinociceptiva do EEHc apresente umpomente central, visto que, o efeito
antinociceptivo foi observado nas duas fase dorerpato. Podemos ressaltar ainda que,
neste resultado, o efeito foi dose dependentee@tpuentdo néo tinha sido observado.

Para detalhar o estudo da atividade antinociceptipeesentada pelo EEHc,
realizamos a investigacdo de um possivel mecanignagao envolvendo a participacdo do
sistema opidide. Com este intuito, os animais foemmetidos novamente ao teste da
formalina, depois de previamente tratados com axpabh (antagonista opidide néo-
seletivo). A naloxona foi administrada quinze masuantes da administracédo do EEHc na
dose de 800 mg/kg e da morfina. Escolnemos essadioEEHCc por esta ter apresentado
melhor efeito antinociceptivo no teste da formalina

Nas duas fases do teste, o EEHc na dose de 800y nagliesentou reducéo
significativa no tempo de lambida do animal, poré@mmorfina, por ser um agonista de
receptores opidides, teve seu efeito revertido pallaxona (graficos 15 e 16). Desta forma,
o resultado indica que o EEHc ndo exerce seusfpdr meio da ativagao dos receptores
opidides.

Com base nesses resultados, fica evidenciado qi#E=Hc apresentou efeito
antinociceptivo no SNC, quando administrado poriyaa porém, tal efeito ndo envolve o
sistema opidide no controle da dor em nivel central

Estudos com substancias que ndo atuam no sisteib@eopara promover um
efeito analgésico sdo associadas com uma atuagd® 0 sistema da adenosina
(MIRANDA et al.,, 2001). Portanto, novos ensaios camagonistas especificos sdo
necessarios para esclarecer os mecanismos enwle@in a antinocicepgdo obtida com

este extrato.
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Os resultados obtidos neste trabalho sdo um estipawh continuarmos a testar o
extrato e suas fracbes em testes especificos q@asiea atividade antinociceptiva, e

também continuar a realizar mais testes para iigaesima possivel atividade sedativa.



Conclusoes
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8. CONCLUSOES

Diante da analise dos resultados obtidos no pressttudo, nas doses utilizadas e

via testada, conclui-se que o EEHCc:

* Apresentou uma baixa toxicidade, baseado na oligmvaurante a triagem
farmacolégica comportamental e nas 72 horas subs&Ep) ndo havendo mortes
nas doses até 2000 mg/kg via i.p.;

 Na&o diminuiu o tempo de permanéncia na barra gieatdo teste do rota-rod,

descartando-se efeito miorrelaxante ou neurotdxico;

» Apresentou caracteristicas de drogas com perfitsedhipnadtica, evidenciadas no

teste do campo aberto e da potencializacdo doisdorido pelo tiopental;

* No teste do labirinto em cruz elevado, apresergsultados que nao o correlaciona
a um perfil de droga ansiolitica;

* Na&o exerce efeito de forma semelhante ao de dmag@sonvulsivantes utilizadas
para o tratamento de crises epilépticas, como isexwado com a realizacdo do

teste das convulsdes induzidas pelo eletrochoqueuar;

» Apresentou efeito antinociceptivo revelado nosetestas contor¢coes abdominais

induzidas pelo acido acético, da placa quenteferdaalina;

* No teste da formalina, teve seu efeito antinocigeem nivel central confirmado,

uma vez que, reduziu o tempo de lambida da patdusssfases do teste;

* No teste da formalina, apds tratamento com nalgxuoda houve reversao do efeito
analgésico induzido pelo EEHc na dose de 800 mgikiigando que o efeito seria

mediado por uma via ndo-opidide.



(Perspectivas
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9. PERSPECTIVAS

Baseado nos resultados apresentados e nas coschidiias no presente estudo da
acdo psicofarmacoldgica do EEHc, surgiram persgectfuturas para complementar a

caracterizagcdo das propriedades farmacoldgicaa dsgécie vegetal, entre elas:

» Continuar a estudar os efeitos promissoreld.d@ispa em um projeto de doutorado
aprovado, a ser iniciado ainda este ano;

» Detalhar o estudo da atividade antinociceptivaenlado se o efeito analgésico é
revertido pelo emprego de antagonistas dos re@ptia adenosina, a fim de se

obter dados sobre a via envolvida nesta atividadeEHc;

» Aprofundar o estudo através do uso de metodolagjizda mais especificas que

possam investigar com detalhes os efeitos ansmi$edativos;

* Realizar os testes psicofarmacolégicos comparativas o extrato e as fragdes de
duas espécies de Malvaceaes, crispa e H. tiubae, utilizando duas vias de

administracao (v.o. e i.p.);

* Realizar estudos vivo ein vitro sobre a acdo antioxidante das espédiasispa e
H. tiubae.
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ANEXO I. Protocolo experimental

) Quantificacdo dos efeitos
ATIVIDADE FARMACOLOGICA (0) sem efeito, (-) efeito diminuido, (+) efeitona@entado, (++)
efeito intenso

até 30° 1h 2h 3h 4h

1-SNC

a — Estimulante
Hiperatividade
Irritabilidade
Agressividade

Tremores

Convulsdes

Piloerecéo

Movimento intenso das vibrissas
Outras

b — Depressora

Hipnose

Ptose palpebral

Sedacao

Anestesia

Ataxia

Reflexo do endireitamento
Catatonia

Analgesia

Resposta ao toque diminuido
Perda do reflexo corneal
Perda do reflexo auricular
¢ — Outros comportamentos
Ambulacao

Bocejo excessivo
Limpeza

Levantar

Escalar

Vocalizar

Sacudir a cabeca
Contor¢bes abdominais
Abducéao das patas do trem posterior
Pedalar

Estereotipia

2 - SN AUTONOMO
Diarréia

Constipacéo

Defecacao

Respiracéo forcada
Lacrimejamento

Micgéo

Salivacdo

Cianose

Tono muscular

Forca para agarrar

3 - MORTE

Qu?dro 1): Protocolo utilizado na Triagem Farmaack@omportamentaFonte: ALMEIDA
et al., 1999).



