REBECA SANTOS MARQUES DE CARVALHO

INVESTIGACAO DA ATIVIDADE FARMACOLOGICA CENTRAL DOS
EXTRATOS AQUOSO E HIDROALCOOLICO, DA FRACAO BUTANOLICA
E DO VERBASCOSIDEO DE Lippia alba(MILLER) N. E. BROWN (FALSA
MELISSA) — VERBENACEAE.

Florianopolis
2006



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
POS-GRADUAGCAO EM FARMACOLOGIA

REBECA SANTOS MARQUES DE CARVALHO

INVESTIGACAO DA ATIVIDADE FARMACOLOGICA CENTRAL DOS
EXTRATOS AQUOSO E HIDROALCOOLICO, DA FRAGAO BUTANOLICA
E DO VERBASCOSIDEO DE Lippia alba(MILLER) N. E. BROWN (FALSA
MELISSA) — VERBENACEAE.

Dissertacdo de Mestrado apresentada ao Curso
de Pods-graduacdo em Farmacologia da
Universidade Federal de Santa Catarina, como
requisito parcial a obtencéo do titulo de Mestre

em Farmacologia.

Orientadora: Prof.? Dr.? Thereza Christina

Monteiro de Lima

Florianopolis
2006



MARQUES DE CARVALHO, Rebeca Santoslnvestigacdo da atividade
farmacoldgica central dos extratos aquoso e hidroalcodlico, da fracdo butaiua
e do verbascosideo deéippia alba (MILLER) N. E. Brown (falsa melissa) —

Verbenaceae Florianopolis, 2006, 9. Dissertacdo (Mestrado em Farmacologig) —

Curso de Pdés-Graduacdo em Farmacologia, Universidade Federal de Sanra.Cat

Orientador: Profa. Dra. Thereza Christina Monteiro de Lima

Defesa: 16/02/2006

O presente trabalho investigou os possiveis efeitos centrais da®®xguoso (EA
e hidroalcodlico (EH), da fragdo butandlica (FB) e do verbascosideod@/Eppia

)

alba. Camundongos adultos foram previamente tratados por via oral (v.0.) copm EA

EH ou FB, ou via intracerebroventricular (i.c.v.) com VE; e 1 h (v.0.) onirb
(i.c.v.) apos, submetidos aos modelos: sono etéreo (SE), sono barbituric
temperatura retal (TR), convulsdes induzidas por pentilenotetrazdZjCRbirinto
em cruz elevado (LCE), rota-rod (RR), arame (AR) e suspensacaqela (TST);
fim de avaliar possiveis atividades sedativa, ansiolitica, anticsivante e/ol
antidepressiva. Todas as preparacoes testadas foram capasekiziea TR do
animais (EA — 2 g/kg, EH - 0,3 e 1 g/kg, FB — 0,1 e 0,3 g/kg; VE — 0,12, 124
pg/sitio). Apenas FB (0,3 g/kg) e VE (0,12, 1,2 owgysitio) potencializaram o S
ou SE, respectivamente; e reduziram a letalidade (FB — 0,3 \gkg;12 pg/sitio)
durante as CPTZ. No LCE, o VE reduziu o numero de entradas nos bratgadoR
(0,12 e 12ug/sitio), imersdes de cabeca e comportamento de levantgig(sj#io).
N&o observou-se efeito algum nos demais modelos e preparacadagde€t VE (1
pg/sitio) e o diazepam (1 mg/kg i.p.) foram capazes de produjuizweno AR,
indicando um sinergismo entre esses compostos.

Sugere-se um efeito depressor central para a FB e o VEdexttaL. alba
sendo que o VE parece contribuir para o efeito central da FB, emiagsaestudo
sejam necessarios para elucidar este efeito e a possikehcéo entre os outr
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constituintes da fracao e esta substancia.




“A droga que melhor altera a mente € a verdade”
Lily Tomlin
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RESUMO

INVESTIGACAO DA ATIVIDADE FARMACOLOGICA CENTRAL DOS
EXTRATOS AQUOSO E HIDROALCOOLICO, DA FRACAO BUTANOKIA E
DO VERBASCOSIDEO DELippia alba (MILLER) N. E. BROWN (FALSA
MELISSA) — VERBENACEAE.

O presente trabalho teve por objetivo estudar os efeitos centragextda®s aquoso

(EA) e hidroalcodlico (EH), da fracdo butandlica (FB) e do verb&deoqVE) de
Lippia alba Camundongos adultos foram tratados por via oral (v.0., 1 h) com o EA,
EH ou FB, ou por via intracerebroventricular (i.c.v., 5 min) com VE d&aaas no

sono etéreo (SE), sono barbiturico (SB), temperatura retal (TR), séeguhduzidas

por pentilenotetrazol (CPTZ), labirinto em cruz elevado (LCE)getest rota-rod
(RR), teste do arame (AR) e teste de suspensado pela caudp g@i@Tavaliar
possiveis atividades sedativa, ansiolitica, anticonvulsivante ou antglepre®s
resultados mostraram que no modelo da TR todas as preparac@ks tpstduziram
hipotermia significativa em pelo menos uma das doses testadas (EA - 2H/4&@, &

e 1g/kg, FB - 0,1 e 0,3 g/kg; VE — 0,12, 1,2 qudi&itio). Nos demais modelos
comportamentais apenas o tratamento com a FB (0,3 g/kg) ou VE (0,12, 1,2 e
12ug/sitio) foram capazes de potencializar o SB ou SE, respeeinta; reduzir a
letalidade (FB — 0,3 g/kg; VE — 18&)/sitio) durante as convulsdes induzidas por PTZ.
No LCE, apenas o VE reduziu o numero de entradas nos bracos fechados (0,12 e
12ug/sitio), as imersdes de cabeca e comportamentos de levantpg/€iib). No
entanto, ndo foi observado efeito algum nos testes do RR, AR ou TSiogasaas
preparacdes testadas. O tratamento com VHg($#io) e DZP (1 mg/kg i.p.) foi
capaz de produzir prejuizo no AR, indicando um provavel efeito sinérgimm @nt
compostos. Os resultados obtidos sugerem um efeito depressor ceati@lHBae o

VE delL. alba sendo que o VE parece contribuir para o efeito da FB. Outros estudos
devem ser conduzidos no intuito, tanto de isolar e testar mais subst@iesita
espécie, como de elucidar os mecanismos envolvidos nos seus efeitos centrais.
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ABSTRACT

EVALUATION OF THE CENTRAL ACTIVITY OF THE AQUEOUS AND
ETHANOLIC EXTRACTS, BUTANOLIC FRACTION AND THE ACTI\E
PRINCIPLE VERBASCOSIDE OBTAINED FROM.ippia alba (MILLER) N.E.
BROWN (FALSA MELISSA) — VERBENACEAE.

In the present work we hawtudied the central activity of the aqueous (EA) and
ethanolic extract (EH), the butanolic fraction (FB) or thevactirincipleverbascoside
(VE) obtained fromLippia alba. Adult mice were treated by p.o. (EA, EH, FB) or
i.c.v. route (VE) and after 1 h or 5 min., respectively, they were stdahio several
validated experimental models such as the barbiturate-inducedngld§®), ether-
induced sleeping (9E rectal temperature (TR), pentylenetetrazol-induced
convulsions (PTZ), elevated plus-maze (LCE), rota-rod (RR), wigkfg) and tail
suspension tests (TST) to evaluate the putative sedative, anxialyticonvulsant
and antidepressant-like effects. All preparations used (EA — 2 BMg- 0.3 or 1
g/kg, FB — 0.1 or 0.3 g/kg; VE — 0.12, 1.2 or (ig/site) have shown a significant
effect at least in one of the doses used in the TR. In other modBI$B (0.3 g/kg)
and VE (0.12, 1.2 e 1gg/site) increased the duration of the barbiturate- or the ether-
induced sleeping time, respectively; and reduced the lethalitgrofulsions induced
by PTZ (FB — @B g/kg; VE - 12ug/site). In the LCE, only VE reduced the entries into
the enclosed arms .2 or 12 pg/site), head-dipping and rearing.d1ug/site).
However, no effects were observed in Ri®, AR or TST, for all preparations. On the
other hand, treatment with VE (1@/site) and DZP (1 mg/kg i.p.) have impaired the
animals’performance in the horizontal-wire test, showing argystee effect on this
model. Our results suggest a sedative effect for the butamatitoh ofL. alba as
well as for its isolated substance verbascoside. Thus, the VE mighpbegant to the
central depressant effect of FB. However, further experimamtsneeded to isolate
and testing its other active principles and to understanding the yingemechanism

of action for the central effects bf alba



Rebeca Santos Margques de Carvalho Lista de Figuras

LISTA DE FIGURAS

Figural Aspecto das folhas e inflorescéncias ldppia alba (Mill.) N. E.

Bl e 2....
Figura2 Distribuicdo geogréafica da alba...........ccccuvvveveiiieiiiiiis 3
Figura3 Estrutura molecular do verbascosideo isoladbipigia alba............ 13

Figura4 Representacdo esquematica da particAo da solugdo extrativa com
solventes em ordem crescente de polaridade............cccccccvveeeeennn. 22.....

Figura5 Representacdo do processo de isolamento de substancias a partir da

Figura6 Laténcia e duragdo do sono induzido por barbitdrico, 1 h apdés o
tratamento com 0 EA dappia alba.........cccccceeeiiiiiiiiiiiiie 39
Figura7 Laténcia e duracdo do sono induzido por barbiturico, 1 h apés o
tratamento com 0 EH dappia alba.........cccooeeeeiiiiiiiiiiiiiicn 40
Figura8 Laténcia e duragdo do sono induzido por barbitdrico, 1 h apdés o
tratamento com a FB dgppia alba...........ccoooiiis 41
Figura9 Duracdo do sono induzido por barbittrico, 5 min apds o tratamento
com 0 VE dd.ippia alba.........coooeeiiiiiiiiiiiiiici e 42
Figura 10 Laténcia e duragdo do sono induzido por éter 1 h apos o tratamento
comaFBdad. alba..........ccccooiiiiiiiiiiin L A
Figura 11 Laténcia e duracdo do sono induzido por éter, 5 min apds o
tratamento como VE de alba............coooviiiviiiiiiiiciciieeeeeee 45
Figura 12 Variagdo de Temperatura retal (°C) 1 h apos o tratamento com o EA
deL. alba......oooo Al..
Figura 13 Variagdo de Temperatura retal (°C) 1 h ap6s o tratamento com o EH
deL. AlDa.....coo Al..
Figura 14 Variagdo de Temperatura retal (°C) 1 h apos o tratamento cdn a F
deL. alba......cooo 48..
Figura 15 Variagdo de Temperatura retal (°C) 5 min apds o tratamento com o
VE deL. @lbDa......ii e 48..



Rebeca Santos Margques de Carvalho

Lista de Figuras

Figura 16

Figura 17

Figura 18

Figura 19

Figura 20

Figura 21

Figura 22

Figura 23

Figura 24

Figura 25

Figura 26

Figura 27

Laténcia e duracdo da primeira convulsdo durante as convulsdes
induzidas por pentilenotetrazol (80 mg/kg i.p.), 1 h apds o tratamento
comO EHdd. alba.........oooiiiii 50
Severidade das convulsdes e letalidade durante as convulsdes
induzidas por pentilenotetrazol (80 mg/kg i.p.), 1 h apds o tratamento
comO EHdd. alba.........ooooiiii 51
Laténcia e duracdo da primeira convulsdo durante as convulsdes

induzidas por pentilenotetrazol (80 mg/kg i.p.), 1 h apds o tratamento
comaFBda. alba........cccooiiiiiiiii 52.
Severidade das convulsGes e letalidade durante as convulsdes
induzidas por pentilenotetrazol (80 mg/kg i.p.), 1 h apds o tratamento
comaFBda. alba........cccooiiiiiiiii 53.
Laténcia e duracdo da primeira convulsdo durante as convulsdes
induzidas por pentilenotetrazol (80 mg/kg i.p.), 5 min ap6s o
tratamento com o VE de alba...........cooooiiiiiiiiiiiiiicc e 54

Severidade das convulsfes e letalidade durante as convulsdes

induzidas por pentilenotetrazol (80 mg/kg i.p.), 5 min apds o
tratamento com o VE de alba............ooooiiiiiiiiiiiiiicc e 55
Laténcia e duracdo da imobilidade no teste da suspensao pela cauda,
1 h apods o tratamento com o EHIdalba.............ccevvvvviiiiiiiiinnnnnn. 57
Laténcia e duracdo da imobilidade no teste da suspenséao pela cauda,
1 h ap6s o tratamento com a FBLdalba............ccccooooeeeeiiiiiinnn, 58
Laténcia e duracdo da imobilidade no teste da suspensao pela cauda,
5 min apos o tratamento com o VEWdalba................ccccciiiiiinnnn, 59
Porcentagem de tempo e de entradas nos bragos abertos e numero de

entradas nos bracos fechados do LCE, 1 h apds o tratamento com o
EH deL. @lba.....ccoooo 61.
Comportamentos observados no LCE, 1 h apds o tratamento com o
EH deL. AlbDa....ceeeiiiiiiiiiiii e 62
Porcentagem de tempo e de entradas nos bragos abertos e nimero de
entradas nos bracos fechados do LCE, 1 h apds o tratamento com a



Rebeca Santos Margques de Carvalho Lista de Figuras

Figura 28

Figura 29

Figura 30

Figura 31

Figura 32

Figura 33

Figura 34

Figura 35

Figura 36

Figura 37
Figura 38

=N e [ I [ o - 63..
Comportamentos observados no LCE, 1 h ap6s o tratamento com a
FB deL. alba......cooounii e 64..

Porcentagem de tempo e de entradas nos bragos abertos e numero de

entradas nos bracos fechados do LCE, 5 min ap0s o tratamento com

OVE deL. alba.......coouiii e 65.
Comportamentos observados no LCE, 5 min apds o tratamento com
OVE deL. alba........ouuuiiiiiiiie e 66.

Tempo de permanéncia na barra giratoria do rota-rod, 1 h apés o
tratamento com o EH de alba..........coooooiiiiiiiiiiiic 63
Porcentagem de éxito no teste do arame, 1 h apds o tratamento com
OEHdeL. alba........ccuiiiiiiii 68.
Tempo de permanéncia na barra giratoria do rota-rod, 1 h apés o
tratamento coma FB de alba.............ooooiiiiiiiiiiiici 69
Porcentagem de éxito no teste do arame, 1 h apds o tratamento com a
FB deL. alba......ccoooiiiiiiiiiie e 69..
Tempo de permanéncia na barra giratéria do rota-rod, 5 min apés o
tratamento com o VE de alba...........cooooiiiiiiiiiiiiii e 70
Porcentagem de éxito no teste do arame, 5 min apds o tratamento
cOmMOVE da. alba.........oooiiii 70
Representacédo do protocolo de sinergismo VE e DZP................. 71....
Desempenho no teste do arame, apos o tratamento com o diazepam 1
mg/kg i.p. (DZP 1), verbascosideo dg/sitio i.c.v. (VE), VE e DZP

1, ou diazepam 1,5 Mg/Kg (DZP 1,5).....cccuveveeeeiiiiiiiieeeeiiiiiiieeeeen 2.



Rebeca Santos Marques de Carvalho Lista de Quadros

LISTA DE QUADROS

Quadro 1 Resumo dos estudos farmacolégicos da atividade centilapgd=
21| 0= PP PPPUPPPPPPPRR 6...
Quadro 2 Resumo dos estudos farmacoldgicos do verbascosideo............... 16......
Quadro 3 Resultados obtidos nas colunas de fracionamento das sub-fracdes
isoladas da frag@o butanOliCa..........ccccceeeeeiiiiiiiiiiiee 25....
Quadro 4 Grau de severidade atribuido ao comportamento, no modelo das
convulsdes INduzidas POr PTZ........oouveviiiiiiiiiiiieeee e 33...
Quadro 5 Quadro resumo dos resultados obtidos nos experimentos............ 73....



Rebeca Santos Marques de Carvalho Lista de Abreviactes

LISTA DE ABREVIACOES

AR Modelo do arame
CCD Cromatografia em camada delgada
CPTZ Modelo das convulsdes induzidas por cloridrato de pentilenotetrazol

DzP Diazepam

EAB Entradas nos bracos abertos do labirinto em cruz elevado
ECM Eletrochoque transcorneal maximo

EF Entradas nos bragos fechados do labirinto em cruz elevado
FB Fracdo butandlica ddppia alba

EA Extrato aguoso deippia alba

EH Extrato hidroalcodlico deippia alba

GABA  Acido gama-aminobutirico

I.C.V. Via intracerebroventricular

IMI Imipramina

i.p. Via intraperitoneal

kg Quilograma

LCE Labirinto em cruz elevado

mg Miligrama

NO Oxido nitrico

PTZ Cloridrato de pentilenotetrazol

RR Modelo do rota-rod

SB Modelo do sono barbitdrico

SE Modelo do sono etéreo

SNC Sistema nervoso central

TA Tempo de permanéncia nos bracos abertos do labirinto em cruz elevado
TF Tempo de permanéncia nos bracos fechados do labirinto em cruz elevado
TR Modelo da temperatura retal

TST Modelo da suspenséo pela cauda

Mg Micrograma

VE Verbascosideo

V.0. Via oral



Rebeca Santos Marques de Carvalho Sumario

SUMARIO
1 INTRODUGAO ..ottt a et st eae e e ens 1.
1.1 Lippia @lba. ..o 3...
1.11 Composicao quimica dpia alba...........ccooeeeiiiiiiiiii 4
1.1.2 Atividades Farmacologicas dippia alba............ccvvvvviveeiiii, 5
1.1.2.1  ALIVIdAAES NO SNC... ..ttt 7....
1.2 VerbasCoSIdeQ. ..........oooi i 12..
2 OBUJETIVOS ...t e e et e e eaa e 18.
3 MATERIAL E METODOS .....ovviviieeeeeeeeee e 19
3.1 Obtencgéo dos Extratos Vegetais/ Substancia isolada...................... 19
3.1.1 Reagentes, solventes € SOIUGOES. ........covvvviviiiiiiiiiii 19
3.1.2 Material DOTANICO. ......uuueeeiie e 20.
3.1.2.1 Coleta do Material..........cooeeiiiiiiiiiiiiiiii e 20.....
3.1.2.2 PreparaGao dOS eXIratOS...........ovviiiiiiiiiiiiiiiiiieieieee et e e e e e e e e e e e 20......
3.2 Avaliacdo da Atividade FarmacoldgiCa...........cccceeeeeeeiiiieiiiciiiiiee, 26
3.2.1 N 0111 F= 1 TR PPP P PUPPPPPPR 26...
3.2.2 FArmacos € SOIUGAES ........coeeviiiiiiiiicii et 27.
3.2.2.1 PreparaGao dos fArmMaCOS...........ooviiiiiiiiiiiiiiiiiirie e 28......
3.2.2.2 Administrag@o doS fArMAaCOS............ceeeieiiiiiiiiiieeeeiiee e 28.....
3.2.3 Procedimentos experimentais € equipamentQs..........ccoeeeeeeeeveveeennns 29
3.2.3.1  SONO0 barDItUriCO. ....ccvviiiiiiieieee e 29.....
3.2.3.2  SONO BLEIEO. ...uuutiiiiiiiiiiieie ettt et e e e e e e e e e e e e 30......
3.2.3.3 Temperatura retal...........oooeiiiiiiiiiiiie e 31.....
3.2.3.4 Convulsdes induzidas por pentilenotetrazol............cccceeeeiiiiiiiiinninnns 31...
3.2.3.5 Teste da suspensao pela cauda..............oooeiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeen 33........
3.2.3.6 Labirinto em cruz elevado.............ccccuuiiiiiiiiiiiiiiieeee e 33....
3.2.3.7  ROLA-TOU. ... it a e 35.....

3.2.3.8  TESIE O AIAMI. .. e oo 36......



Rebeca Santos Marques de Carvalho Sumario

3.24  ANAlISE eStatiSCA .....ccvieeiieieiiiiii e 37.
4 RESULTADOS. ... ottt e e e e e s 38.
4.1 Atividade hipno-SedatiVa.............ueeiiiiiiiiee e 38
4.1.2  Hipnose induzida por pentobarbital.............cccccoeiniiiiiiii 38
4.1.3 Hipnose induzida por eter etiliCO............uvveiiiiiiiiiiiiiiiiiiee 43
4.2 TeMPEratura retal...........uuueeueeiiiieee e e e e eeeeaaeend A6.
4.3 Atividade antiCONVUISIVANTE..........ccoooiiiiiiiiieiiiiiie e 49
4.4 Atividade antidepreSSIiVa.........ccuuvviiiiiiiiiiiiiieieeee e 56
4.5 Atividade anSiolitiCaL..........ooovviiiie e 60
4.6 Atividade sedativa/ relaxante muscular...........ccccoeeeiiiiiiiiiiiiiiiiicieenn, 67
4.7 Efeito SiNérgico do VE € DZP..........cuuvviiiiiiiiiiiieeeeee e 71
5 DISCUSSAOQ.......cueiiiimiierieeseeieieienetseses s sse s sesesesenene s e, 74..
6 CONCLUSOES........ooiiiiiiieiiieerisisesie ettt 85..

REFERENCIAS ... oo ettt ettt 86...



Rebeca Santos Marques de Carvalho Introducao

1 INTRODUCAO

As plantas sdo usadas desde tempos remotos para curar e pronadixéo de
doencas, tendo sido consideradas a fonte mais importante de medicgraemimser
humano. No século vinte, a partir da década de quarenta, estafamtigale terapia
comecgou a perder importancia e a ser substituida gradativamentegicamentos
sintéticos, sendo esquecida e apontada por alguns como “nao-cientificauti®
lado, o uso tradicional, folclorico ou popular de inUmeras espéciesaiegenduziu
pesquisadores a buscar substancias com propriedades terapé&idicaa-se que
cerca de 25 % das drogas comercializadas atualmente forden airendiretamente
originadas de plantas (DE SMET, 1997), sendo algumas com atividadstem&i
Nervoso Central (SNC), tais como cafeina, epinefrina, canabindigésides e
reserpina. No entanto, na maioria das plantas com atividade no Ski@st&ncias
ativas ainda ndo séo conhecidas ou se encontram em fase dedestdsfinicdo do
perfil farmacoldgico de extratos brutos, estando distantes derpaoedicacia e
seguranca dessas preparacdes e compostos para o uso humano (CARLINI, 2003).
Dentre as plantas como tendo atividade central, encontrd-ggpia alba (Miller)
(figura 1), planta popularmente conhecida como falsa melissa, idreaa, melissa,
alecrim-do-campo, salvia e salvia-da-gripe (PIO CORREA, 19843uAs folhas sdo
usadas na medicina popular, na forma de cha, xarope e para inatagéasedativas,
estomaquicas, antiespasmaodicas e, no sul do Brasil, principalmenttagios gripais
(PASCUAL, 2001b). O cha das folhas é também amplamente utilizadediaina
popular como tranquilizante e para disfun¢cdes gastrintestinais TMENal., 1992;
PIO CORREA, 1984).

Ha poucos trabalhos que demonstrem a atividade farmacoldgicaedpstaie. A
maioria dos estudos enfoca as atividades antimicrobiana, repeleefeito larvicida
do oleo volatil e de diferentes extratos preparados a partir desdévespécies de
Lippia, e os trabalhos de isolamento de substancias e de estudos detalhando seus
efeitos farmacoldgicos sédo escassos, fazendo-se necessariamaion investigacao
cientifica para se validar o uso popular da planta (PASCUAL, 20Qkoprincipais
trabalhos desenvolvidos até 0 momento avaliando seus efeitos centoaisanese

publicados, em sua maioria, como resumos em congressos e nao elucidam
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completamente os efeitos Hgppia albano SNC, embora existam evidéncias de suas
atividades sedativa e anticonvulsivante (DE LIMA et al., 2001; SOARIDS1;
ZETOLA et al., 2002). Faltam trabalhos, portanto, que identifiquem aes
biologicamente ativas e 0s constituintes responsaveis pelos efeitos centrais.

Figura 1 — Aspecto das folhas e inflorescénciad ibgia alba(Mill.) N. E. Br. (Foto:
Mareni Farias).
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1.1Lippia alba

Pertencente a familia Verbenacebagpia alba (Mill.) N. E. Br. € uma espécie
originaria da América do Sul, ocorrendo em todo o Brasil (CORREA, MERITZ

et al., 1992), habitando as regides tropicais e sub-tropicais, estantéénmtam
amplamente distribuida no México, América Central, América dotrdpical e
subtropical até a Argentina (figura 2) (GUPTA, 1995). Estaaispesta sujeita a
grandes variacdes morfoldgicas, anatbmicas e fitoquimicas,uegdd do meio
ambiente onde se encontra (CORREA, 1992; GOMES et al., 1993).

Figura 2 — Distribuicdo geografica da alba(MISSOURI, 2006)

A literatura cita diversas sinonimias pard.igpia alba Lantana albaMill., L.
geminata(H.B.K.) Spreng.L. lavandulaceaWilld., L. lippioidesHook & Arn., L.
mollissimaDest., Lippia asperifoliaA. Rich.,L. citrata Cham.,L. crenataSessé &
Moc., L. geminataH.B.K., L. havannensisTurcz., L. panamensislTurcz., Verbena
globiflora L'Her., V. odorata(Pers.) SteudZapania globiflora(L’Her) Willd., Z.
lantanoided.am.,Z. odorataPers. &. odoratissimecop. (GUPTA, 1995).
Botanicamente, &ippia albaé descrita como uma planta perene, erecta, arbustiva,
alcancando até 2 m de altura e com odor caracteristico de linmenda. Suas folhas
sao opostas e alternadas, ovaladas e oblongas, 2-7 cm de comprimem@rgens

serrilhadas. As inflorescéncias séo axilares, solitaniasas vezes ocorrem aos pares,
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corolas de coloracéo variando do azul ao rosado, lilas ou violeta, podendmtaenbé
branca ou amarelada na superficie interna (GUPTA, 1995).

No Brasil, varias espécies do géndrnppia sdo utilizadas na medicina popular
(CRAVEIRO, 1981). AL. alba, L. sidoides e L. gracilisonstaram da primeira lista
de plantas medicinais da Central de Medicamentos do Ministéricaualde Scomo
espécies a serem investigadas quanto ao seus efeitos farntasotpxicoldgicos e
a sua composicao quimica. Com relacdo aos usos para a planta,@atemtan ndo
foram encontradas referéncias cientificas suficientes quargrovar sua eficacia e

utilizacdo segura para todas as indicacdes populares.

1.1.1 Composicéo quimica da Lippia alba

Encontram-se na literatura alguns trabalhos buscando identifisalae substancias

de espécies deippia, como o linalol, presente no 6leo volatii e um dos mais
importantes compostos na industria de flavorizantes (MACAMBIRA gt 1986;
SIANI et al., 2002). Estudos sobre o género destacam a presengastiintes do
6leo volétil e decompostos flavonoidicos (SOARES, 2001; SIANI et al., 2002;
TAVARES et al., 2005; THOMAS-BARBERAN et al., 1987). A constituigdms
Oleos volateis de espécies ldppia tem sido estudada por alguns grupos brasileiros
(CRAVEIRO, 1981b; MATOS, 1994; TAVARES et al., 2005) e a utilizacdo de
técnicas cromatogréficas permitiu isolar seus componentes. Em umia eighdgpia
colombiana foram identificados predominantemente: carvoneno, limonefle e
bourboneno, além de outros compostos em menor propor¢cdo (STASHENKO, 2004).
No Brasil, ja foi identificada uma série de constituintes (¥BRIRO et al., 1981a;
TAVARES et al., 2005) do oleo volatili nas espécies do gérigppia e,
especificamente naippia alba, linalol, limoneno, geranial, geraniol, carvorf,
cariofileno, piperitona, p-cimeno, citral, mirceno \eterpineno, dentre outros.
Também se verificou a presenca de saponinas (GOMES et al., 1990 eEs298)s
fitoquimicos preliminares detectaram a presenca de acidas, firompostos
aminados, esteroides e/ou triterpenos, fenois e heterosideos antod@dasS et

al.,, 1993), sem, entretanto, fornecer informagcbes sobre o0 isolaments dest

compostos.
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1.1.2 Atividades Farmacoldgicas da Lippia alba

Tém-se buscado elucidar as atividades farmacoldgicatippaa alba e, até o
momento, ja foram demonstradas acdes analgésica (COSTA, 198RESDA001),
protetora de mucosa gastrica (PASCUAL et al., 2001a), antioxi@@m&SHENKO,
2004) e antimicrobiana (SOARES, 2001; HOLTEZ et al., 2002; ANDRIGHETT
FROHNER et al., 2005), conforme descrito mais detalhadamente abdémo. d&

varios efeitos no Sistema Nervoso Central (quadro 1).
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Atividades daLippia albasobre o SNC

t

Preparacéo Doses e vias Modelos Efeito Referéncias
Testada
Extrato 30, 100 e 300 C. A., Rota-rod, Sedativo KLUEGER et
Aquoso mg/Kg, v.0. e i.p. Sono barbitdrico, (i.p.) al., 1997
LCE, T.R.
Infuso 30 mg/Kg, i.p. C. A., Rota-rod, Depressor do SNC KLUEGER e
Sono  barbitdrico, al., 1996
LCE
30, 100 e 300 C. A., Rota-rod, Depressor do SNC KLUEGER et
mg/Kg, v.0. e i.p. Sono barbitdrico,  (i.p. e v.0.) al., 1997
LCE, T.R.
Destilado 30 mg/Kg, i.p. C.A., LCE Sem efeito KLUEGER ¢
al., 1996
30, 100 e 300 C. A., Rota-rod, Sem efeito KLUEGER et
mg/Kg, v.0. e i.p. Sono barbitdrico, al., 1997
LCE, T.R.
Oleos Volateis 10, 25, 50, 100 e Rota-rod, LCE, Ansiolitico e sedativo VALE et al.,
(quimiotipos I, 200 mg/Kg, i.p. T.R. 1999
el 50, 100, 200, 400, Convulsdes Anticonvulsivante VIANA et al.,
800 mg/Kg, i.p. e induzidas por PTZ 2000
V.0.
Constituintes 5, 25, 50, 100, C.A., LCE, Sono Relaxante muscular, GURGEL DO
dos éleos 200 mg/ kg, i.p.  Barbittrico sedativo, tipo VALE et al.,
volateis (citral, ansiogénico 2002
mirceno e
limoneno)
Extrato 100 e 200 mg/Kg, C.A., LCE, Rota- Depressor do SNC, SANTOS et
Etandlico (40 v.o. rod, Sono al., 1998
%, 60 %, 80 % barbitdrico, T.R.
e/ou 90%) 100, 200, 400 Convulsdes Anticonvulsivante SOARES,
mg/Kg, v.o. induzidas por PTZ (PTZ e ECM) 2001
e ECM
200 mg/Kg, v.o. Rota-rod, Sono Sedativo, ZETOLA et
barbitarico , miorrelaxante, al., 2002
Convulsdes anticonvulsivante
induzidas por PTZ,
T.R.
Fracao 30, 100 e 300 C.A., Rota-rod, Sedativo KLUEGER et
Butandlica mg/Kg, v.0. e i.p. Sono barbitarico,  (i.p.) al., 1997
LCE, T.R.
50, 100 mg/Kg Convulsées Anticonvulsivante SOARES,
induzidas por PTZ (PT2) 2001
e ECM
Subfracdes 0,025;0,05e 0,1 Convulsdes Anticonvulsivante DE LIMA et
(SBN4-C e mg/Kg, v.o. induzidas por PTZ al., 2001
SBN4-D) e ECM
0,025;0,05e 0,1 Convulsdes Anticonvulsivante SOARES,
mg/Kg, v.o. induzidas por PTZ (PT2) 2001

e ECM

Quadro 1- Resumo dos estudos farmacolégicos da atividade centrgdmia alba
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Ensaios sobre o potencial analgésico de plantas medicinais mio Bst&&do Paulo,
mostraram que o tratamento com o0s extratos de folhdspgea alba (1 g/Kg),
guando administrados v.0. a camundongos, eram eficazes na reducédo de entorgd
abdominaisWrithing tes) e da retirada da caudai( flick tes) (COSTA et al., 1989).

Em outro estudo utilizando o mesmo modelo, a solugcédo hidroetandlica a 40 %, nas
doses de 30 e 300 mg/Kg (v.0.), foi eficaz na redugcédo de contor¢cdes abslomina
induzidas pelo &cido acético, ndo apresentando, entretanto, resultasfatbsas na
dose intermediaria de 100 mg/Kg. No modelo de dor induzida pela foenals
solugcbes hidroetanolicas (40 e 80 %) ndo foram capazes de inibir as dor
neurogénica, inflamatoéria e o edema de forma significati@AEES, 2001). O citral
presente no Oleo volatil tem sido referido como substancia de agémelete
tranquilizante e antiespasmoddica (CRAVEIRO et al., 1988b). Aléno dess sido
atribuido ao 6leo volatil atividade antioxidante, com efeito similar ao dacaiéderol
(vitamina E) (STASHENKO, 2004).

Pascual e colaboradores (2001a) observaram, ainda, uma atividadergrotet
mucosa gastrica (antiulcerogénica) para o infuso da planta, @mnFat demonstrada
também uma atividade antifingica para cepa€a@edida kruseiembora nao tenha
sido relatado efeito sobre bactérias e demais cepas fungstadas (HOLTEZ et al.
2002). Entretanto, Soares (2001) observou agao antimicrobiana utilizangéarfra
butandlica de solucbes extrativas alcoodlicas a 80 % (obtidas poragé@ae o que foi
confirmado por Andrighetti-Fréhner e colaboradores (2005) para acaarahtanto

com a fragao n-butanol, como com a fragédo acetato de etila.

1.1.2.1 Atividades no SNC

No tocante aos efeitos produzidos no SNC, foram testadas desde giieparais
simples, como o infuso (KLUEGER et al., 1996, KLUEGER et al. 1997fratées
isoladas (SOARES, 2001; DE LIMA et al., 2001). Os testes desoatdiseratura e
gue tém sido utilizados com frequéncia nesses trabalhos sdodeamavimentacéo
ou campo-aberto (CAypen field; labirinto em cruz elevado (LCpJus-mazkg rota-
rod (RR); convulsdo induzida por pentilenotetrazol (CPTZ) ou por dhetqoe
trascorneal maximo (CECM); temperatura retal (TR) e @ tés sono induzido por
barbitdrico (SB).
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» Efeito no sono experimental e na coordenagdo motora:

A principal atividade descrita paraLaalba € a hipnosedativa. O infuso Healba,
quando administrado a camundongos Sui¢cos adultos fémeas, na dose de 30 mg/Kg
(i.p.), foi capaz de reduzir a ambulacdo dos animais e todos os pasamaliados

no LCE, além de aumentar o numero de quedas e reduzir o tempo degesia na
barra giratoria no teste do rota-rod. Mostrou-se, ainda, uma dimindéc#téncia

para a indugdo e um aumento na duragdo do sono induzido por pentobarbital sodico
(KLUEGER et al., 1996). Klueger e colaboradores, em 1997, confirmarefito
hipnosedativo administrando o infusoldealbaa camundongos, nas doses de 30, 100
ou 300 mg/Kg, tanto por via oral como por via intraperitoneal. A dose de @@ m

I.p., reduziu drasticamente a locomoc¢do no modelo do campo aberto rce lptgga

0 sono barbitdrico, além de potencializar o sono e diminuir todos os pargamet

LCE sem, porém, promover alteracdes nos parametros do rota-rod. &eld@i@r
foram observadas alteracbes na locomocéo, ou seja, na atividade, oty
verificou-se um aumento da duracgéo do sono induzido por pentobarbital.

Nos experimentos com extrato aquoso, em camundongos Suicos adultios tpata

v.0. ou i.p. (doses de 30, 100 e 300 mg/Kg), ndo se verificou quaisquer alieracoe
comportamentais para 0s parametros avaliados, enquanto que o t@atguenia

i.p. (300 mg/Kg), reduziu apenas a atividade locomotora no teste do canmnfao-abe
(KLUEGER et al., 1997).

O destilado dé.. albaadministrado a camundongos (30, 100 e 300 mg/Kg, v.0.) ndo
foi capaz de alterar qualquer parametro avaliado nos modelos do aberpm rota-

rod e sono induzido por pentobarbital (KLUEGER et al., 1997). No entanto, na dose
de 30 mg/Kg, via i.p., esta preparagdo reduziu a ambulacédo dos adbn@is apos

o tratamento, sem produzir qualquer outra alteragdo comportamental nio mode
LCE (KLUEGER et al.,1996).

Outros estudos foram realizados com o objetivo de verificar ossf#t 6leo volatil

da L. alba Vale e colaboradores (1999) relataram efeito sedativo nos mattelos
campo aberto e rota-rod, quando testaram os 0leos volateis de tréstigagrdel.

alba, em doses que variaram de 50 a 200 mg/Kg, via i.p. Gurgel do Vale e

colaboradores (2002) confirmaram esse efeito hipnosedativo e relaxastcular
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para os trés constituintes do 6leo volatil (citral, mirceno e limopeem doses que
variaram de 5 a 200 mg/kg via i.p.

Para os extratos etandlicos a 40 %, 60 % e 80 %, Santos e colabo(a98&3s
relataram atividade sedativa dos extratos a 40 % e 80 %, send@epaecao 80

%, com maior concentracao de flavonoides, na dose de 200 mg/Kg v.opdpidsa
aumentar o nimero de quedas no teste do rota-rod, ou seja, reduzir o tempo de
permanéncia na barra giratéria e aumentar a duragdo do sonarkmrbiiem como
reduzir a laténcia para a inducéo do sono. Zétola e colaboradores (@2)aram

estes resultados no modelo de sono barbiturico para a fragdo a 80c#ndodima
atividade sedativa desta preparacao.

Na avaliagcdo da atividade motora pelo modelo do rota-rod, a fregddiea a 80 %
produziu prejuizo motor nos animais, acentuando o numero de quedas e reduzindo o
tempo de permanéncia na barra giratoria, confirmando a atividatiive e/ou
miorrelaxante da espécie vegetal estudada. Segundo Zétola e acak®(2002), a
auséncia de compostos volateis nesta fracdo parece indicar qpestusnnao
volateis seriam os responsaveis pelo efeito sedativo desde ¢igmado. Além disso,

ha correlacéo positiva entre o conteudo de flavondides e o efeitovegdaticando

gue, muito provavelmente, esse efeito seja devido a presenca aesfEsstos. No
entanto, ndo foi encontrada uma correlacdo linear entre o teoriccdal fracdo
etandlica (40 %, 60 % ou 80 %) e o conteudo total de flavondides, embora este
conteudo tenha aumentado com o aumento da concentracdo de etanol na solucéo
(ZETOLA et al., 2002).

Klueger e colaboradorgd997), testando a fracdo butandlica administrada por via
oral em camundongos, ndo encontraram alteracbes na atividade locommtora
modelo do CA, mas houve prejuizo nesta atividade quando a fracéo foi acdmiénis

por via intraperitoneal; porém sem alteracfes comportamentaistarood e sono

barbitlrico, nas duas vias testadas.

» Efeito sobre a temperatura retal:

Segundo Zétola colaboradore002), o tratamento agudo com as fracOes etandlicas
delL. alba(v.0.) a 40, 60 e 80% n&o produziu alteragdes significativas na teurperat
retal de camundongos. No entanto, Santos e colaboradores (1998) relataaam

9
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reducado da T.R. (diferenca de 2 graus centigrados entre grupos contraleas framn

camundongos que receberam extratos etandlichgpda albaa 40 % e 80 %.

» Efeito nas convulsdes experimentais:

Em modelos experimentais de convulsado, foi descrito o efeito anticoraniksipara

os Oleos volateis de trés quimiotipos ldppia alba nas doses de 100, 200 e 400
mg/Kg, i.p., observando-se um aumento no tempo de laténcia para argprimei
convulsdo, quando comparados com o grupo controle. Além disso, animais tratados
com citral (100 mg/Kg, i.p.), beta-mirceno ou limoneno (200 mg/Kg, i.p.),
constituintes quimicos presentes no 6leo volatil da planta, tambépsemiaam um
aumento da laténcia para a primeira convulsdo e da porcentagem devéobia

sendo que sua associagdo com o diazepam potencializou esse @jeitimdse que

citral, beta-mirceno e limoneno seriam, provavelmente, os compostos db Oleo

volatil (VIANA et al., 2000).

Para as fracGes etandlicas, foi observado um aumento da Igb@ngia primeira
convulsdo, mas apenas a fracdo a 40 % o fez de forma sigvéfjcgtiando
comparada ao grupo controle, enquanto nenhuma das fracdes alterouda diarac
primeira convulsdo ou o nuamero de convulsées. A fracdo etandlica a 80 % néao
demonstrou uma clara atividade anticonvulsivante, no modelo das convulsdes
induzidas por pentilenotetrazol (ZETOLA et al., 2002). A atividade anticeivanmte

havia sido descrita por Soares (2001), no entanto, para a solucatvaxtra
hidroalcoolica a 80 % (400 mg/Kg, v.0.) e a 90 % (200 mg/Kg e 400 mg/Kg), &s quai
reduziram a laténcia para a primeira convulsao.

Para a fracdo n-butandlica (50 e 100 mg/Kg) das solugfes extrativascakEadlio %
(obtidas por maceracao), ja foi descrito uma atividade anti-convulsivantodelo

das convuls@es induzida por PTZ, com reducéo significativa do nimero de convulsées
(SOARES, 2001).

As subfragbes SNB4-C e SNB4-D da fragdo n-butandlica forstad@s nos modelos

de convulsao induzidos por PTZ (80 mg/Kg, sub-cutaneo) e eletrochoqueneascor
maximo (ECM - 60 Hz, 50 mA, 0.2 s), e produziram aumento da laténc@aapar
primeira convulsdo, quando administradas por via oral. Os resultados ficaesm

claramente observados no modelo de convulsdes induzidas por PTZ, onde o aumento

10
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da laténcia para a primeira convulsdo foi de até 115 % (SNB4-Gose de 0,1
mg/Kg); estas subfragcbes atenuaram ainda a intensidaderdasgsées induzidas por
eletrochoque transcorneal em até 20 % (DE LIMA et al., 2001). dfisidade foi
confirmada por Soares (2001), obtendo aumento da laténcia para a prongiusao

e diminuicdo do namero de convulsdes, sendo estes efeitos significativdgses
mais baixas (0,025 e 0,05 mg/Kg); e os resultados das convulsdes no mdgeM de

nao foram tao evidentes quanto os do PTZ.

» Efeito na ansiedade experimental:

Experimentos com o infuso (30, 100 ou 300 mg/kg v.0.) ndo mostraram qualquer
atividade ansiolitica desta preparacdo (KLUEGER et al., 1997), semdesmo
observado para o destilado no modelo do LCE (KLUEGER et al., 1996; KLWBBEER
al., 1997).

Segundo Vale colaboradoregl999), os 6leos volateis de trés quimiotipod.dalba
(doses que variaram de 50 a 200 mg/Kg, via i.p.) apresentarams efi@it tipo
ansiolitico no modelo do LCE. No entanto, 0 mesmo grupo (GURGEL DO \&LE

al. 2002) nao observou qualquer efeito ansiolitico; pelo contrario, foi observada uma
tendéncia a um efeito do tipo ansiogénico, nas doses mais elepataxs trés
constituintes do 6leo volatil (citral, mirceno e limoneno), em dosesapsram de 5

a 200 mg/kg por via i.p.

Para o extrato hidroalcodlico a 80 % foi descrita atividade amsiolionde o
tratamento, na dose de 200 mg/Kg v.o. foi capaz de aumentar a freqie€poiradas

nos bracos abertos no LCE (SANTOS et al. 1998). Em contraste,apteagéo
butandlica (v.0. e i.p., em camundongos), ndo foi encontrada qualquer atividade
ansiolitica no modelo do LCE (KLUEGER et al.,1997).

» Efeitos gerais no SNC:

Klueger e colaboradores (1996) propuseram Hfuealba possui uma atividade
depressora inespecifica do SNC, que poderia ser decorrente, possieelde uma
acao fisiolégica periférica, como hipotensdo e/ou hipotermia, o &de@ descrito

para outras espécies vegetais. Entretanto, Guerrero e colabof200@srealizaram

11
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ensaiosin vivo e in vitro para verificar uma possivel acdo vasodilatadora e anti-
hipertensiva de plantas usadas na medicina popular colombiana eamnelgize o
extrato etandlico deippia alba administrado enbolusintravenoso, ndo foi capaz de
reduzir a pressdo arterial média de ratos Wistar normotensstesiados ou ratos
hipertesos anestesiados, embora tenha promovido uma reducdo da respcsia c

ao cloreto de potéassio e a fenilefrina, em anéis intactos dedsoratos. Como citado
anteriormente, para Zétola e colaboradores (2002) ha uma corrattrgéio eontetdo

de flavonoides dos extratos hidroalcodlicos e seu efeito sedativo, indigaego
muito provavelmente, esse efeito seja devido a presenca destes tosm@xs
constituintes quimicos presentes no Oleo volatil da planta, tais caraf) beta-
mirceno e limoneno, o0s quais demonstraram atividade anticonvulsivante, sao
provavelmente os compostos ativos (VIANA et 2000) e poderiam contribuir para
outras acdes centrais das preparacoes diba

Em conclusdo, embora existam evidéncias de uma atividade sedativa e
anticonvulsivante para preparacded.gwia alba faltam trabalhos que identifiquem
inequivocamente as fracdes biologicamente ativas e que elucmiestituintes da

planta responsaveis pelos efeitos centrais, razdo da proposi¢cdo do presehte trabal

12
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1.2 Verbascosideo

O génerdLippia apresenta uma variedade de derivados do acido caféico, e um desses
derivados, o verbascosideo (ou acteosideo), ja foi identificada dmicis (Trevir.),

L. multiflora (Moldenke) e enlL. triphylla (L'Hér.) (para revisdo ver PASCUAEt

al., 2001b). Numa analise quantitativa da fracdo butandlica (FB) déba foram
descritas quatro substancias majoritarias: duas das quaisia iftentificadas: uma
saponina e o fenilpropandide verbascosideo (figura 3). Pelo fato déedspélba

ainda ter a identidade de suas substancias ativas desconhecidasopfusto,
inclusive, que este Ultimo constituinte majoritario seja usado com@adw
fitoquimico para a espécie, uma vez que se encontra presententza ddaforma
constante, ndo apresentando variagdes sazonais (MANCINI, 2005).

Glicose

Porgéo caféica oM
ol é O Y~~~ \ /2'\ /OH“
o Tt M7 T
2 A NN/ HN .
gt g AN T NN %/ AN
4| /L L 5 . on
: HO/ \5/. HO é. \ AGHEOA v eveeversiieniines -

i

?'_%'/

............................. I

Ramnose

Figura 3 - Estrutura molecular do verbascosideo isoladbigigia alba (MANCINI,
2005).

Os feniletandides pertencem a classe dos polifendis hidrossolUveisnsante
distribuidos nas plantas medicinais. O verbascosideo, também denominado
acteosideo, é um glicosideo feniletandide ja isolado e descritoversadi espécies
vegetais comumente utilizadas, sendo algumas com fins terapéutitins, atequais
estdo:Castilleja linariaefolia(PETTIT et al., 1990),.antana camardHERBERT et

al., 1991),Pedicularis lasiophrygJIA et al., 1992)Euphrasia pectinat{ERSOZ et

13
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al., 2000), Stachytarpheta cayennensiSCHAPOVAL et al., 1998),Stachys
officinalis (MIYASE, et al., 1996)Plantago lanceolata L(TAMURA & NISHIBE,
2002), Ballota nigra (DAELS-NAKOTOARISON et al., 2000)Asystasia intrusa
(KANCHANAPOOM et al., 2004),Ligustrum purpurascen$TAM et al., 2002),
Buddleja officinalis(SHENG et al., 2002Qlea europaedOWEN et al., 2003). No
génerolLippia, além daLippia alba (MANCINI, 2005), ja foi descrito nas espécies
Lippia canescengABE et al., 2002) d.ippia dulcis(KANEDA et al., 1992; ABE et
al., 2002).

A literatura tem atribuido a esta substancia, mduiltiplas atividdoielogicas:
antioxidante (WONG et al., 2001); citoprotetora (SHENG et al., 2002; dtl al.,
2003; LI et al.,, 1999; PU et al.,, 2003); antimetastasica (OHNO.e2@02) e
antiproliferativa (ABE et al., 2002; PETTIT et al., 1990), além déndlaimatoria
(SCHAPOVAL et al., 1998).

Mais especificamente, quanto aos efeitos cardiovasculares, oocasida®, na dose
de 1 mM, foi capaz de aumentar a frequéncia cardiaca, forca dagéontassim
como os niveis de monofosfato de adenosina cigticatro (PENNACCHIO et al.,
1996). Lau e colaboradores (2004) descreveram que, na concentracapMe B0
verbascosideo reduziu o relaxamento endotelial dependente de Oxido (Ni@),
induzido pela acetilcolina, bem como os niveis de GMPc induzido pelrao#,
em anéis de aorta de ratosvitro. No entanto, a exposicdo aguda ao verbascosideo
parece ndo afetar a expressdao de RNAm para eNOS em ané&sdot@lio vascular
intacto. O VE prejudica parcialmente o relaxamento endotelialcagotomovido
pelo NO através da inibicdo da producéo de NO dependente de cddaiedeicdo da
mobilizagdo de calcio endotelial dependente de agonista, e subsegieessd da
formacdo de GMP, podendo este efeito contribuir para a atividade lantatdria
descrita para este composto. Tam e colaboradores (2002) demonsizeam
verbascosideo, nas concentracfes de P#BOI/L, acentua a resposta contratil a
fenilefrina, de forma concentracdo dependente, em anéis de artésentérica
isolada de ratos, principalmente através da inibicdo da producéufibeendotelial
de NO e inibicdo da ativacdo de canais demédiadas por NO, sendo este efeito
abolido em anéis desprovidos de endotélio, o que sugere que esteja nocendotéli
alvo de acdo do verbascosideo. Concentracdes mais altas (1@0a80Q) n&o

alteraram as contracdes induzidas pela fenilefrina, uma vez qubascasideer
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se nesta concentragcao, promove um efeito vasodilatador, 0 que anula tesodie

o endotélio; este mesmo trabalho ndo aponta a guanilato ciclaselonta acdo do
verbascosideo.

No tocante aos efeitos antioxidante e citoprotetor, o verbascosid@® (1} foi
efetivo em prevenir a oxidacdo induzida por radicais livres (WONG@&.£2001).
Possivelmente, sua atividade sequestradora de radicais livres poderespenaavel

pelo efeito citoprotetor, o qual é mais eficiente que alguns ashiotés de referéncia,
como o alfa-tocoferol, vitamina C, probucol e resveratrol (CHIO&l.e2004). Lee e
colaboradores (2004) investigaram seu efeito protetor na hepatotoxicidade
experimental em camundongos. O pré-tratamento com o VE, via i.p., ndel@fe-

50 mg/kg, a cada 24 h por 3 dias, evitou 0 aumento da atividade das enzimasealanina
aspartato aminotransferase, de forma dependente da dose. Além dips®, 0
tratamento com esta substancia resultou em diminuicdo signdicdd nivel de
proteinas P450 2El, efeito antioxidante na peroxidacdo lipidica induzida pel
ascorbato-Fe@lem homogenatos de figado, e na atividade oxidativa dos radicais
superoxido. O possivel mecanismo protetor da hepatotoxicidade induzida por
tetracloreto de carbono poderia envolver mecanismos relacionados @pacalade

de prevenir a bioativacdo do tetracloreto de carbono mediada por P450 2E1,
reduzindo a formagao de radicais triclorometil; e de sua ateidatioxidante em
combinagdo com sua capacidade sequestradora de radicais livrebidera da
peroxidacdo lipidica, todas elas capazes de impedir a lesdochefl&iE et al.,
2004). Zhou e Zheng (1991) também relataraforee atividade sequiestradora de
radicais superoxido, e inibicdo da peroxidacao lipidica em microssienfdgado de
camundongos na concentracdo de [IM; os autores sugeriram, ainda, que 0s
compostos fendlicos poderiam suprimir a agdo de radicais livrefomnestagios: a
formacao de anions superoxido e da peroxidacao lipidica.

Experimentosin vivo demonstraram que, na concentracdo desoEde 2.6
microgramas/ml, o verbascosideo apresentou uma atividade citotoxita células

da leucemia linfocitica murina P-388 (PS) (PETTIT et al., 1990).

Alguns trabalhos investigaram a atividade molecular deste compostdatéédesque

seja um inibidor da proteina kinase C de cérebro de ratos, de fepeadgnte da
concentracdo, com concentracdo inibitéria minima 50 % dN\25 sugerindo,

inclusive, que a atividade antitumoral do verbascosideo esteja dssqu@éo menos
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em parte, a sua capacidade de inibir a PKC, uma vez que a mesempenha papel
crucial como sinal de transducdo, de diferenciacdo e proliferagfidares
(HERBERT et al., 1991). Por outro lado, o verbascosfidgece ndo modificar, de
forma significativa, a sintese de tromboxanq BXA2) (PHAM et al., 1988).

O quadro 2 ilustra alguns dos trabalhos publicados sobre as atividadasdi@gicas

do verbascosideo.

Atividades Farmacoldgicas do Verbascosideo

Efeito Doses e vias Modelos Referéncias
Antioxidante 10 — 20uM Oxidagéo induzida por WONG et al., 2001
radicais livres
10 — 50 mg/kg i.p. por 3 Hepatotoxicidade LEE et al., 2004
dias. experimental em
camundongos
10uM Microssomas de figado ZHOU e ZHENG,
de camundongos 1991
0,8 mg/kg v.o. cada 12 h/ 21 Stress oxidativo induzido LIU et al., 2003
dias. por imobilizacdo em
coelhos
Anti-inflamatério 150 mg/kg v.o. Edema de pata por SCHAPOVAL et

carragenina emratos e al., 1998
contracdes em ileo

induzida por histamina e
bradicinina em cobaias

Antiproliferativo 50 mg/kg i.p. por 13 dias Metéastase pulmonar OHNO et al., 2002
murina
11, 35 e 5@M “in vitro” Cultura de Melanoma  ABE et al., 2002

Murino, adenocarcinoma
gastrico humano e
carcinoma uterino

humano

Cardiotbnico 1 mM inh vitro” Preparacdo com coracdo PENNACCHIO et
isolado al., 1996

Citoprotetor 0,1; 1; 10ug/ml “in vitro” Viabilidade celular SHENG et al., 2002
neuronal (PC12)

Citotoxico 2,6 ng/ml “in vitro” (Clsg) Leucemia Linfocitica PETTIT et al., 1990
Murina

Inibidor da PKC ~ 25uM “in vitro” Inibicdo da PKC do HERBERT et al.,
cérebro de ratos 1991

Vasoconstritor 30 M “in vitro” Relaxamento endotelial LAU et al., 2004
por NO em anéis de aorta
de ratos

Vasoconstritor 3-50umol/L “in vitro” Resposta contratil & TAM et al., 2002

fenilefrina em anéis de
mesentérica de ratos

Vasodilatador 100-300umol/L “in vitro” Anéis de mesentérica de TAM et al., 2002
ratos

Quadro 2 - Resumo dos estudos farmacoldgicos do verbascosideo
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Embora o verbascosideo tenha sido muito citado pela literaturdaec@o ha relatos
sobre se sua presenca poderia estar realmente contribuindo pée#iosscentrais da
espécie em estuddssim, o presente trabalho foi desenvolvido para testar a hiptese
de que as preparacoes (EA, EH, FB).dalbapromovam efeitos no SNC e que o VE

possa contribuir pra esses efeitos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

» Estudar a atividade farmacologica do extrato aquoso (EA) e lidétiao (EH),
fracdo butandlica (FB) e de uma substancia isolada, o verbascféijeobtidos de
L. alba(Miller) no Sistema Nervoso Central.

2.2 Objetivos Especificos

» Investigar o perfil de atividade farmacoldgica central déeraitites preparacoes
(EA, EH, FB e VE) dé.. albaempregando-se 0s 0s seguintes testes:
potencializacdo do sono induzido por barbirurico (efeito hipno-sedativo)
potencializacdo do sono induzido por éter etilico (efeito hipno-sedativo)
temperatura retal (efeito hipotérmico)

convulsdes induzidas por pentilenotetrazol (efeito anticonvulsivante)
suspensao pela cauda (efeito tipo-antidepressivo)

labirinto em cruz elevado (efeito tipo-ansiolitico)

rota-rod (efeito sedativo/atividade motora)

© N o g s~ w D P

arame (efeito sedativo/miorrelaxante)
» Verificar se 0 composto verbascosideo, isolado da fracdo butandliggpaealba

possui atividade farmacologica central e, portanto, se contribui gsag@ossiveis

efeitos centrais desta fracdo e da espécie vegetal aqui estudada.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Obtencéo dos Extratos Vegetais/ Substancia isolada

3.1.1 Reagentes, solventes e solucgdes:

Acetato de etila P. A. (Nuclear)

Acetato de sodio (Reagen)

Acetonitrila H. P. L. C. (Nuclear)

Acido acético glacial P. A. (Sinth)

Acido cloridrico concentrado P. A. (Prolab)
Acido férmico P. A. (Reagen)

Acido fosférico concentrado P. A. (Biotec)
Acido sulfdrico concentrado P. A. (Cinética Quimica
Acido 3,5-dinitrobenzoico (Sigma)

Agua destilada

Alcool etilico 92,8° (Coperalco0)

Alcool etilico P. A. (Nuclear)

Alcool isopropilico P. A. (Nuclear)

Alcool metilico P. A. (Nuclear)

Alcool n-butilico P. A. (Nuclear)

Anidrido acético (Cinética Quimich
Anisaldeido (MercK)

Diclorometano P. A. (Nuclear)

Eter de petréleo P. A. (Nuclear)

Hidréxido de aménio P. A. (Merck
Solucéo de cloreto férrico 2,5 %

Solucéo de gelatinaa 2,5 %

Tolueno P. A. (Reagen)

Vanilina (Nuclear)
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3.1.2 Material Botanico

O trabalho de obtencdo e processamento do material botanico faadealpor

Melissa Mancini no Laboratério de Farmacognosia do Curso de Pos-Gaadea

Farmacia, Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Fdde®alnta Catarina,
sob a orientacdo da Prof.2 Dr.2 Mareni Rocha Farias (para maeta@bes ver
MANCINI, 2005).

3.1.2.1 Coleta do material

A matéria-prima vegetal, folhas déppia alba (Mill.) N. E. Br., foi proveniente de
cultivo e coletada em Cacupé, Floriandpolis, Santa Catarina, eralidée 2003. A
amostra para exsicata, contendo ramos com folhas e flores, foi depnoseitddebario
da Universidade Federal de Santa Catarina e encontra-se sob @ aifaligimérico
FLOR 31267.

3.1.2.2 Preparacdo dos extratos

O material foi seco em estufa com temperatura inferior a 50ofGetedias. Apos
este periodo, foram selecionadas as folhas e destinadas a megmsagem. O
material foi destinado a preparacdo das diferentes preparagdestos, fracdo e
substancia isolada). O rendimento para o extrato hidroalcodlico t¢exirato)
concentrado foi calculado em torno de 10 % de extrato em relac&@ntdqde de
droga moida. Em seguida, o extrato hidroalcodlico foi ressuspenso emeagua
submetido a particdo, concentrando-se a fracao butandlica até a seem@p-gletum

rendimento em torno de 1 % em relacdo a droga moida.

* Obtencéo do Extrato Aquoso:
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ApOs a moagem, a planta foi entdo submersa em agua quente e mantida num
recipiente fechado por 15 minutos. Apds este processo, o liquido faddilér fim de

remover a planta moida e, posteriormente, conservadieerer até ser liofilizado.

* Preparacédo da solucao extrativa - Obtencéo do Extrato Hidroalcodlico:

A solucao extrativa foi preparada pelo método de maceracéaocewl étilico, na

proporcao 1:20 (farmacogeno: liquido extrator). A mistura foi deixadmaceracéo
por quatro dias, ao abrigo da luz, sob agitacdo periddica. Entao,réadjljprensada
e novamente filtrada, obtendo-se parte de solucéo extrativa. Submetemduasco a
remaceracdo, nas mesmas condicOes, as solucbes extrativas €dntaola entéo
reunidas. O liquido extrator utilizado no processo de maceracao/ eragae foi

alcool etilico comercial (92,8° INPM).

Para o fracionamento, a solucdo extrativa foi concentrada em evapatadiaio até

a completa eliminacéo do liquido extrator (etanol), obtendo-se assktrabo bruto

ou extrato hidroalcodlico.

» Obtencéo da Fracéo Butandlica:

De forma resumida, a fragcdo butandlica foi obtida pela particdesiduo aquoso,
com solventes de polaridade crescente, sendo por fim concentrada moragea
rotatério até completa eliminacédo do n-butanol.

A frac&o hidroalcodlica foi ressuspensa com auxilio de ultrassemée destinada a
particdo com solventes de polaridade crescente: éter de péE&paliclorometano
(CH.CIy), acetato de etila (AcOEt) e n-butanol (n-BuOH). Foram ra@ddig seis
extracdes sucessivas.

O processo de particdo, da solucdo extrativa, rendeu cinco fra¢@estes: EP,

CH.Cl,, AcOEt, n-BuOH e aquosa, como mostrado na figura 4.
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Solucéo EP (6 x 150 ml)
Extrativa ¢
Fracdo EP
Residuo CH,Cl, (6 x 150 ml)
Aquoso #

Fracdo CH.Cl>

Residuo AcOEt (6 x 150 ml)
Aquoso

Fracdo AcOEt
Residuo n-BuOH (6 x 150 ml)

v

Fracdo n-BuOH

Residuo | ) Fracéo Aquosa

Figura 4 - Representacdo esquematica da particdo da solucao extratigalgentes
em ordem crescente de polaridade. Adaptado de Mancini (2005).

» Obtencéo do Verbascosideo:

A fracdo butandlica foi concentrada, parte em evaporador rotatoparte em
capsulas em banho-maria (ambos a 43 °C), até completa eliminacgmvente.
Procedeu-se, entdo, a sua analise e purificagdo através de rpentedi
cromatograficos.

Foram realizados sucessivos testes com diversos sistemastogn@iieos, por

cromatografia em camada delgada (CCD), para detectgraeas®s constituintes da
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fracdo butandlica. Essa metodologia, possibilitou isolar quatro substaasiguais
foram denominadas LA-1 a LA- 4, de acordo com a ordem cresceptdatiglade na
cromatografia em camada delgada (CCD), no sistema utilizangh@sma foi também
utilizada no monitoramento de subfracbes resultantes da purificagamacho

butandlica.

A figura 5 apresenta, de forma resumida, o processo de isotam@utrificacdo das
quatro substancias isoladas a partir da fracdo butandlica.

EB
v v v v v
EP CH2CL> AcOEt n-BuOH H.O
LA-3 | Coluna 6 |g Coluna 1 p| LA-1
LA-4 |¢——| Coluna 4 /
Coluna 2
Coluna 5
Coluna 3
LA-2

Figura 5 - Representacéo do processo de isolamento de substancias safeagad
n-BuOH. EB = extrato bruto; EP = fracdo éter de petroleoGGH= fracao
diclorometano; AcOEt = fracdo acetato de etila; n-BuOH =afsan-butanol.
Adaptado de Mancini (2005).
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As colunas foram montadas a partir da coluna 1. Utilizando-se;@oftautanolica
pulverizada, procedeu-se a separacao de substancias. Cada colucanteviase
fixa, silica em coluna de vidro, e como fase mével solventes oogamiariando-se a
composicdo da fase mével em cada coluna. As subfracbes foram emifioradas
através da CCD, utilizando-se 0 mesmo sistema cromatograficooldaa. O
verbascosideo foi obtido da primeira coluna (figura 4 e quadro 3),eraimrento de
11 % da fragdo butandlica (ver MANCINI, 2005). A identificacdo do \smtsideo
foi realizada por Espectroscopia de Ressonancia MagnétidaaX@MN**C eH)
pelo Prof. Dr. Jorge Alexandro Palermo, da Universidade de Buenos Aires.

O quadro 3 demonstra as colunas de fracionamento das subfracdes ideladgao
butandlica.
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Fracionamento da Fracdo Butandlica

Colunas Sub-Fracdo Constituintes da  Sub-FracBes Viabilidade futura/
Cromatograficasfracionada Fase moével obtidas Identificacdo
Coluna 1 AcOEt/ MeOH/ C1-01-11 Impura

isoprOH/ HO/ ac.

Acético (7:1:2:5: C1-12-22 = Bom rendimento e pouco

0,2). LA-1 impura = Verbascosideo
C1-23-43 Bom rendimento e pureza

C1l-44 - 107 Impura

C1-108 — 162 Bom rendimento e pureza

Cl-Lavagem Promissora

MeOH
Coluna 2 C1-23-43  AcOEt/ MeOH/ C2-01-07 Similar & LA-1
isoprOH/ HO/ ac.
Acetico (7: 1: 2: 5: C2-08-34 Viavel para purificacdo
0,2)
C2-52-90 Baixo rendimento
C2-35-51 Impura
C2-91-156 Impura
Coluna 3 C2-08-34  AcOEt/ MeOH/ (C3-01-50 Baixo rendimento e pureza

isoprOH/ HO/ ac.
Acético (7: 1: 2:5: C3-51 — 115 Pureza razoéavel

0,2)
C3-116 - 145 Baixo rendimento
Coluna 4 Cl-lavagemEtOH/ AcOEt/ C4-01-55 = A ser elucidada
MeOH H.O (120: 60: 5) LA-4
C4-56-96 Baixo rendimento e pureza
C4-97-259 Baixo rendimento e purezal
Coluna 5 C1-44-107 AcOEt/ MeOH/ C5-01 — 21 C5- Pureza rasoavel e baixo
e C3-51- isoprOH/ HO/ ac. 22 —55 C5-56 rendimento
115 Acético (7: 1: 2: 5: — 62 C5-56 - 62
0,2)
C5-83-154 = Aguardando elucidagéo
LA-2
Coluna 6 C1-108- EtOH/ AcOEt/ C6-01-113 = Saponina
162 H,O (120: 60: 5) LA-3

C6-114-143 Baixo grau de pureza

Quadro 3 - Resultados obtidos nas colunas de fracionamento das subfracdes isoladas
de Fracdo Butanolica deppia alba
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3.2 Avaliacao da atividade farmacolégica

3.2.1 Animais

Foram usados camundongos Swiss, machos e fémeas, provenientes do Biotério
Central da UFSC, pesando entre 35 — 45 ou 30 — 40 g, respectivamentenéls ani
foram alojados em grupos de 10 — 20 animais por caixa, com agua additamm,

exceto durante a vigéncia dos experimentos, e mantidos num cra@stairo de 12

h/12 h (luzes acesas as 7:00 h), num ambiente com temperatura coii2aa@eC).

Todos os animais foram habituados nas condicbes do laboratorio por, pelg menos
uma semana antes do inicio dos testes comportamentais. Todos os ardmai
haviam sido previamente usados, sendo testados apenas uma vez, exudbo qua
explicitamente indicado em testes néo invasivos. Os experimentpertamentais e

0s protocolos experimentais foram aprovados pela Comissdo de Etidaonde
Animais da Universidade Federal de Santa Catarina (# 23080.027554/2004-
49/UFSC). O numero minimo de animais e a duracdo minima de olisenyae
permitiram obter dados consistentes foram usados em todos 0s erpesime
Utilizou-se num mesmo protocolo e para todas as preparacdesnueigi®, apenas
animais machos ou fémeas, para ndo gerar mais uma variavel nosnexjmes.
Todos experimentos foram realizados entre 12:00 e 18:00 h.

Nas fémeas, avaliou-se a fase do ciclo estral em que se reneomte ndo foram
considerados para analise estatistica animais em fasstrde(rmenos de 10% do
total), uma vez que a influéncia da alopregnanolona, um metabdlito da proggséer

um neuroesteroide que sabidamente exibe acdes hipnética, ansiolitica e
anticonvulsivante (BITRAN et al., 1995; BROT et al., 1997; PESCE. e2@0DO0) e,
assim, animais nesta fase do ciclo poderiam gerar variacdes esaltados
experimentais. As fémeas foram usadas nos seguintes modelos: séeavul
experimentais, teste da suspensdo pela cauda e testes do mu@hetds onde
anteriormente ndo foram encontradas diferencas comportamenta&sneathos e
fémeas em diestro no laboratorio (dados nao publicados). Nos demaissrmutid o

ciclo estral poderia influenciar o resultado obtido, como no (MBEZ-VELIZ et al.,

2000)utilizou-se animais machos.
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ApoOs o término dos testes farmacoldgicos, os animais foranficetos em camara

de CQ ou por deslocamento cervical. Animais que receberam injecdes via i.c.v.,
foram conservados efreezerpara posterior verificacdo do local da injecdo, s6 sendo
considerados para analise estatistisaanimais que receberam a injecdo em um dos

ventriculos cerebrais (cerca de 80 % do total).

3.2.2 Farmacos e solucoes:

Cloreto de sédio - Quimibras Industrias Quimicas S.A. (Rio de Janeiro,
Brasil);
Diazepam (DZP) - Diazepam (Dienpak] , Sanofi-Winthrop Lab., Sdo Paulo,

SP), usado como droga sedativa/ansiolitica padrao,
agonista GABAérgico (CARLINI e BURGOS, 1979);

Eter etilico P.A. - Obtido dos Laboratérios F. Maia (Sdo Paulo)zadib
como anestésico volatil (KATZUNG, 1997);
Imipramina - Obtido do laboratério Sigma Chemical Co (St.Louis, MO,

EUA), inibidor da recaptacéo de serotonina,

Pentilenotetrazol (PTZ) - Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUAagamista
GABAérgico (MELO et al., 1986);
Pentobarbital sédico - Obtido dos Laboratérios Abbott (Sdo Pauloag§®ista

GABAérgico ndo seletivo, usado como hipno-sedativo
(ALPERN & MCINTYRE, 1985);
Extrato Aquoso dé. alba - Preparado pelo Laboratério de Farmacognosia,
Departamento de Ciéncias Farmacéuticas, CCS, UFSC;
Extrato Hidroalcodlico dé. Preparado pelo Laboratério de Farmacognosia,
alba - Departamento de Ciéncias Farmacéuticas, CCS, UFSC;
Fracdo Butandlica de. alba- Preparado pelo Laboratério de Farmacognosia,
Departamento de Ciéncias Farmacéuticas, CCS, UFSC;
Verbascosideo de alba - Isolado pelo Laboratério de Farmacognosia, Departamento
de Ciéncias Farmacéuticas, CCS, Universidade Federal de

Santa Catarina.
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3.2.2.1 Preparacdo dos Farmacos

O diazepam foi dissolvido numa solucéo de propilenoglicol a 10 % ema ¢eloreto
de sodio 0,9 %). As demais preparacoes foram solubilizadas em ssdligao Todas
foram preparadas no dia da realizacdo dos experimentos e mantielaperatura

ambiente até o momento do uso.

3.2.2.2 Administracdo dos Farmacos

Nos farmacos, extratos ou fragdo administrados v.0. e i.p. manteesagpeeso
volume de 10 ml para cada quilo de peso do animal; enquanto para a viai.c.v.,
volume foi fixado em 2ul/sitio/animal.

Os compostos, de origem vegetal, destinados ao tratamento pela v.o. foram
administrados com auxilio de uma céanula intra-esofagica, confeccianpadir de

uma agulha calibre 1,2 x 40 mm.

Os animais foram tratados por via oral 1 h antes dos testeacfadgicos. Este
tempo foi determinado no modelo de sono induzido por barbitirico apenas para a FB
em virtude de resultados prévios de nosso laboratério (dados nao apresentados).

O composto isolado verbascosideo foi administrado via i.c.v. 5 min antes da
realizagdo dos testes comportamentais. Este tempo foi selecienadestudos
preliminares usando curvas tempo-resposta (dados ndo mostrados).

Todos os tratamentos foram realizados em diferentes dosepatnaicao de curvas
dose-resposta nos modelos de sono barbitarico e/ou sono etéreo, tempetatera
convulsdes induzidas por pentilenotetrazol. Nos modelos de depressao, ansiedade
prejuizo motor — teste de suspensao pela cauda, labirinto em cradeele
acompanhado pelo rota-rod e teste do arame, foram selecionadassagugogveram
melhor aproveitamento nos modelos anteriores, para minimizar o nUmanonhEs

usados e otimizar as avaliagoes.

» Administracéo central de farmacos em camundongos
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Todas as injecdes centrais em camundongos foram feitas base@daioa ddree-
hand (LAURSEN; BELKNAP, 1986). Neste protocolo os animais foram asesios
em camara saturada com éter etilico (5 ml). Uma cénula ciofada a partir de
uma agulha 0,45 x 13 mm, acoplada a uma seringa Hamiltondecn auxilio de
um tubo de polietileno (PE-20 STWL; Plastics One Inc., Virginia, J$®Alocal de
injecdo foi determinado pelo tragcado de uma linha imaginaria quasuo@missuras
palpebraislaterais e sua interseccdo com a linha longitudinal que dividgotac
craniana ao meio, deslocando-se lateral e caudalmente ce&2aarde Neste ponto a
agulha foi inserida perpendicularmente a uma profundidade de 3 mm.

Os mesmos procedimentos foram adotados para os animais do grupo cooténle,

estes receberam somente veiculo (salina).

* Administracao periférica de farmacos

O pentobarbital sodico (50 mg/kg) e o pentilenotetrazol (80 mg/kg) foram
administrados por via intraperitoneal (i.p.). O éter etilico (5 ml/ bola de algteddg,

10 min de saturagéo) foi administrado por via inalatéria, numa camara de saturacao.
Utilizou-se diazepam (1-1,5 mg/kg) ou imipramina (15 mg/kg) como controle positivo
em alguns protocolos experimentais, sendo administrados por via i.p., 30tesn

dos testes farmacolégicos.

3.2.3 Procedimentos experimentais e equipamentos

3.2.3.1 Sono barbitlrico

Varios trabalhos mostram que o pentobarbital aumenta o influxo dedcdirrente da
ligacdo do GABA em seu receptor GABApotencializando a inibicdo mediada pelo
GABA, tanto pré- quanto pos-sindptica no SNC de mamiferos. Assim, foi
demonstrado experimentalmente que a acdo hipndtica do pentobarbitahirdetar
pela perda do reflexo postural e tempo de sono em camundongos, egidaetaa
funcao do receptor GABA(CHWEH et al., 1987).
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O protocolo experimental foi realizado conforme descrito a seguir.

Transcorrido o tempo para o inicio do efeito, 1h (v.0.), 30 (i.p.) ou 5 min (i@sv.),
camundongos foram tratados com pentobarbital sédico (50 mg/ kg, i.paténaa

para a perda do reflexo postural e a duracdo do sono induzido (tempo de sono
sleeping timg foram registrados com um crondmetro por até 3 h apos o inicio do
sono.O tempo de sono foi medido pelo periodo entre a perda e a recupgoacao
reflexo de endireitamento postur@@ARLINI et al., 1986; CARLINI; BURGOS,
1979; CHWEH et al., 1987). O diazepam, na dose de 1,5 mg/kg, i.p., 30 minlantes

inducao do sono, constituiu o0 grupo controle positivo.

3.2.3.2 Sono etéreo

Além do modelo do sono induzido por pentobarbital, para comprovar a atividade
hipno-sedativa, foi utilizado outro indutor para o sono: o éter etilico.

A predicdo do sono etéreo segue, em linhas gerais, 0S mesmos pridoiEoso
barbiturico, porém o agente indutor obviamente difere. Além disso o nenpo tde
duracdo do sono, parece mais indicado para o estudo de preparacdesajuaitenh
curto tempo de efeito por estarem sendo administrados pela via i.anedasismos
farmacodinamicos de ambos os agentes sdo semelhantes, sendo qué&manseos t
efeitos obtidos via modulacdo da atividade do complexo receptor GABA
(CHAMBERS et al., 1978).

O protocolo experimental foi realizado conforme descrito a seguir.

Camundongos preé-tratados oralmente (1 h) com as preparacoes/ vaicidoi.c.v.

(5 min) (composto isolado ou veiculo) foram colocados em uma camararde
transparente fechada (30 cm x 20 cm de diametro) saturada eorstiéito. A
saturacao foi obtida pelo umedecimento de uma bola de algodao de tgradrim

(2 g) com 5 mL de éter etilico, colocada no recipiente a 20 cm doddweido, 10
min antes da realizac&o dos testes farmacologicos. A bolgatifalfoi substituida a
cada 3 animais.

Transcorrido o tempo para saturagdo da camara, os animais ifuraauzidos
individualmente na mesma, registrando-se 0s mesmos parametrafsigsara o

sono barbiturico (laténcia e duracdo do sofkono é caracterizado pela perda do
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reflexo postural. Uma vez o reflexo perdido, esperou-se 60 s &rea ceanimal da
camara de saturacdo, colocando-o em decubito dorsal para registroaci@o dia
hipnose, cujo término foi caracterizado pela recuperacao da posturdidgt@mnento
normal (VIEIRA, 2001).

O diazepam, na dose de 1,5 mg/kg, i.p., 30 min antes da indu¢céo do sono, canstituiu

grupo controle positivo.

3.2.3.3 Temperatura retal

A temperatura corpérea pode ser empregada como indice de altedac@i@sos
neurotransmissores centrais, como, por exemplo, agonistas doparmérgic
(SANCHEZ, 1989), embora sirva também para distinguir entre dgsnigtais ou
parciais de receptores benzodiazepinicos (JACKSON; NUTT, 1990).

A temperatura corporal (° C) foi medida colocando-se um sensor rocrato do
camundongo, antes das administracdes das diversas preparacOpsstasmou
veiculo, e decorrido o tempo para o inicio de atividade das mesmasidasgas de
temperatura foram calculadas em relagcéo a variacdo de s#urpede cada grupo
(AT =T,- Ty), onde T € a temperatura registrada apos o tratamento (5 min, 30 min ou
1 h) e T, a temperatura registrada imediatamente antes do tratamemioe(atura
basal). O registro digital da temperatura foi feito com uprexamacéo de 0,1°C por

um termoémetro digital Cole-Parmer Instrument Company, modelo 8402-6€ns0r

de mesma marca, n° 08432-00, embebido de silicone foi mantido no reto até que a
temperatura permanecesse estavel (cerca de 30 s). Qmseds temperatura retal
foram feitos imediatamente antes da inducdo do sono barbitdrico (GIARL al.,

1983). O diazepam (1,5 mg/kg, i.p.) constituiu 0 grupo controle positivo.

3.2.3.4 Convulsdes induzidas por pentilenotetrazol

Numa tentativa de melhorar os conhecimentos acerca da epifepsiamem, as
pesquisas se dirigiram para o reino animal. A relevancia de um modelo expariéne

determinada pelo grau em que ele serve como testemunha do fendmeno natural. Ainda
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gue anualmente a literatura cientifica esteja repleta de mowdslos para explicar
esta ou aquela forma de epilepsia, poucos sdo aqueles que resigtanexame
rigoroso e a prova do tempo (MELLO et al., 1986).

A pesquisa experimental em epilepsia e sobre farmacos anticoantgés tem sido
feita principalmente em camundongos e ratos cujas crises saadaglguimica ou
eletricamente. Embora os modelos de eletrochoque transcornealar(&dMl) e de
convulsbes induzidas por pentilenotetrazol (PTZ), em roedores, sejasn nate
identificacdo de farmacos com acao anticonvulsivante, eles obvianmémesao
muito parecidos com a epilepsia humana, representando mais modelos ée oheluc
uma simples crise epiléptica do que de epilepsia, que é um fendmtariooc
(LOSCHER; SCHIMIDT, 1988).

O modelo de convulsédo induzida pelo pentilenotetrazol (PTZ) tem sidradtlino
estudo das vias neuroanatdomicas envolvidas no fendbmeno epiléptico, na pésquisa
anticonvulsivantes, e na avaliacdo dos diversos sistemas de neurissansen de
suas func¢des na epilepsia (MELLO et al., 1986).

O PTZ inicialmente produz espasmos mioclénicos que se tornam sulieecgte
mantidos e podem levar a uma crise ténico-clénica generalizaddvésinaptico, o
PTZ interage com o complexo receptor GABAossivelmente no sitio de ligacdo da
picrotoxina.

O PTZ foi introduzido como um teste de triagem para agao anticonvulsivante em part
porque a etossuximida, um farmaco anticonvulsivante para convulsdes do tipo
antiauséncia que é efetiva contra as crises induzidas pelo RdAltera as crises
induzidas pelo ECM. Em contraste, alguns farmacos efetivas coB€Mo como a
fenitoina e carbamazepina, ndo sao eficazes contra as cridéZ .dassim, tornou-se
pratica comum presumir que farmacos efetivas contra as ansezdas por PTZ
seriam terapias anti-auséncia em potencial, enquanto farnfaees contra ECM,
seriam terapias potenciais para crises tonico-clonicas parciais (BEXMN 1992).

O protocolo experimental foi realizado conforme descrito a seguir.

ApOs os pré-tratamentos com as preparagcdes ou o composto isoladoyndarayos
foram tratados com pentilenotetrazol (80 mg/kg i.p.) e mantidos indimnéuée em
caixas plésticas (40 cm x 30 cm x 15 cm) para observacamdagisbes. O tempo
para manifestacdo da primeira convulsdo (laténcia), assim comoragdo, a

incidéncia, a severidade das convulsdes e o nimero de mortes fgrstmades até
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30 min apds a administracdo de PTZ (LOSCHER; SCHMIDT, 1988; SWRD et
al., 1989; SWINYARD et al., 1952). O diazepam (1 mg/kg, i.p.) constitigwpo
controle positivo. Para o escore severidade, consideramos 0S geo@@stos por

Czuczwar e Frey (1986), como ilustra o seguinte quadro:

Comportamento Apresentado Grau de Severidade

Nenhum comportamento convulsivo

Abalos mioclénicos

Crises clénicas sem perda de reflexo de endireritone
Crises clénicas com perda de reflexo de endireitémne
Extenséo tbnica das patas posteriores

Extensdo tbnica seguida de morte

O~ WNEFEO

Quadro 4 - Grau de severidade atribuido ao comportamento apreseradodelo
das convulsdes induzidas por PTZ

3.2.3.5 Teste de suspensao pela cauda

O teste de suspensdo pela cauda (TST), utilizado como modelo paaads com
possivel efeito tipo antidepressivo, foi realizado conforme descritoSpenu e
colaboradores (1985). Os animais foram mantidos presos com uraddfi&va pelo
terco final da cauda, a 50 cm do chéo e distante por, pelo n3nhos) de qualquer
objeto. O animal permaneceu nesta condigdo durante 5 min, nos quarsIMEHED
tempo até a primeira imobilidade (laténcia) e o tempo totalgem o animal
permaneceu imovel (imobilidade). O tempo de imobilidade neste modela aval
‘desespero comportamental’ que reflete um estado de “depressaoiyebeats
tratamento com antidepressivos, como a imipramina e desipraniiiR{(Bet al.,
1985). A imipramina, na dose de 15 mg/kg i.p., 30 min antes dos testesnexpais

foi usada como controle positivo.

3.2.3.6 Labirinto em cruz elevado (LCE)

Muito do conhecimento existente sobre a ansiedade humana foi obtido pela
experimentacdo animal. Até a década de 70, os paradigmas expaismmais

empregados envolviam situacdes em que era necessario o condiciondagento
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animais, empregando-se estimulos aversivos (RODGERS et al., 199a)tiAda
década de 80, passou a ser dada uma maior atencdo aos modelos arinsiésidde
etologicamente fundamentados. Esses modelos se baseiam nasases@tas de
medode diferentes espécies animais diante de situacfes natalaversivas como
lugares novos, confronto com um intruso e iluminacgéo intensa (PELLOMY ¥3&b;
LISTER, 1987).

Entre os modelos de ansiedade etologicamente fundamentados aadke greitacéo
atualmente, encontra-se o labirinto em cruz elevado (LCE). O medpkrimental
do LCE foi validado para roedores (LISTER, 1987) e tem sido extersntamsado
na descoberta de agentes ansioliticos e na investigacdo dasdasegimicas da
ansiedade (HOGG, 1996). Além disso, em alguns laboratérios essdetastee
mostrado capaz de detectar possiveis compostos ansioliticos que n&ammos
resultados consistentes em modelos animais classicos de ansedadg, naqueles
baseados no condicionamento aversivo (DAWSON; TRICKLEBANK, 1995).

Esse modelo deriva de um trabalho de Montgomery (1955), que relacionowemedo
atividade exploratéria. Handley e Mitani (1984) entdo desenvolveramabinmnto
elevado em X no qual a intensidade do medo natural induzido poderia ser medida pela
variacdo da proporcdo de exploracdo (comportamento exploratorio)osnim@agos
abertos e fechados do equipamento. Como consequéncia, 0s ratos tendamos evi
bracos abertos e permanecem por mais tempo nos bragos fechadiis. doeluma
forma geral, farmacos ansioliticas aumentam, enquanto agentasyéasds
diminuem a frequéncia de entradas e o tempo de permanéncia rass divagtos do
LCE. O modelo foi, posteriormente, aperfeicoado por Pellow e col. (E&®)x fim,
adaptado para camundongos por Lister (1987). Alguns trabalhos indicam ggesesp
abertos ou, mais especificamente, a impossibilidade de roedorestae@m a
tigmotaxia nos bragos abertos, ao invés da altura ou do ambiente nopon@pal
causa do medo nesta situacao experimental (TREIT et al., 1993).

O LCE consiste de dois bracos abertos opostos (30 cm x 5 cm ) crenadogyulo
reto com outros dois bragos cercados lateralmente (30 cm x pa@nuina parede de
15 cm de altura (bracos fechados). Os quatro bracos delimitamreaneedtral de 5

x 5 cm, designada como plataforma central. Todo o aparelho foi camfadoi em

acrilico, sendo as paredes dos bracos fechados feitos em acsaitisparente e o
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assoalho em acrilico preto. O aparelho esta elevado a 45 cm domickedio. Para
evitar a queda dos animais, uma borda de 0,25 cm de altura cerca os bragos abertos.
Como procedimento geral, os camundongos foram pré-tratados com assdiversa
preparacdes, compostos, ou veiculos e, transcorrido o tempo de acauqardai
atividade das preparacdes, colocados individualmente na plataformal centr a
cabeca voltada para um dos bracos fechados e 0 seu comportameniadolsenb

min. A avaliacdo dos parametros comportamentais ocorreu em uan&csal luz
vermelha (15 W) e, apos o teste de cada animal, o LCE foi limpsclugéo etanol

10 % e seco com papel toalha (PELLOW et al., 1985; RODGERS, 498l). Os
animais tratados com diazepam (1 mg/kg, i.p.) serviram como grupo controle positivo.
As medidas comportamentais registradas no LCE foram: freqiéa@atradas e de
tempo despendido nos bracos abertos, obtidos, respectivamente, pelaeretias; e
frequéncia de entradas e tempo despendido nos bracos abertos, dividicionpeio

total de entradas e tempo total despendido nos bracos do LCE x 100, e a iasdgiénc
entrada nos bracos fechados. Foram também registradas medidamslidgao
etolégica como o numero de imersdes de cabeca, postura de avdkagdco ou
estiramentos corporais, comportamento de levantar e auto-linlR@ZGERS et al.,
1997). Foi consideradmomo entrada em um dos bracos do labirinto, quando o animal
colocou as quatro patas dentro do respectivo brago e como saida quamdonsasu
guatro patas. O comportamento de imersdo de cabeca foi registrado guanimal
explorava a area abaixo da plataforma do LCE, e a avaliagéscdeu estiramentos
corporais quando o animal, mantendo as patas traseiras fixas no chparelbo,
estirava 0s membros dianteiros e retornava a posi¢ao inicialndeotse por
comportamento de levantar a manutencéo do corpo apenas com asapates 1o

chao do LCE, e as patas dianteiras apoiadas ou ndo na paredesttmaaiando o
camundongo lambeu seus membros ou pélos, este comportamento foi regist@ado com

atividade de auto-limpeza.

3.2.3.7 Rota-rod

O aparelho de rota-rod, proposto por Dunham e Miya (1957), além de nao requere

um observador experiente, € um modelo Gtil para detectar coordenacéia, rpote
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ser aplicado em ratos e camundongos, e tem valor potenciakg@aviarios tipos de
farmacos como: relaxantes musculares esqueléticos, depress@istedm Nervoso
Central e anticonvulsivantes.

O protocolo experimental foi realizado conforme descrito a segains¢orrido cada
tratamento, os camundongos foram colocados no aparelho de rota-rod por 60 s. O
rota-rod é constituido por uma barra giratéria com didmetro de 2& @dhcm de
comprimento divididos em 6 compartimentos, girando a 12 rpm. A barra esti
localizada na posicdo horizontal a uma altura de 25 cm do nivel do oméo C
parametros foram registrados o numero de quedas e o tempo degeriamalos
animais na barra giratoria. A cada queda foram subtraidos 3 segimntioapo total

de permanéncia na barra (60 s). A fim de evitar resultados-gdatstivos,
selecionamos o0s animais através de um pré-teste 24 h anteslidacdeado
protocolo. Os animais foram colocados por 120 s sobre a barra gira&idri
movimento. Realizamos recondugdes em caso de queda, e foram destioados
experimento apenas 0s animais que total permaneceram por, pelo menssh®a
barra. O diazepam, na dose de 1 mg/kg, i.p., 30 min antes do testelcpagfiipo

controle positivo.

3.2.3.8 Teste do Arame

O modelo (Boissieet al., 1961) avalia a capacidade de preensdo do animal. Este teste
consiste em colocar as patas dianteiras do animal em um @rama de diametro

por 15 cm de comprimento) numa altura de 20 cm, sendo que ao agaa@eccam

as patas dianteiras o animal € tracionado horizontalmente e soli®, gue animais
normais imediatamente agarram o arame com pelo menos, umaatasgsdiras. Se

o animal ndo completar a tarefa, num total de 3 tentativas, ouewcaiB s é
considerado que o0 mesmo apresenta relaxamento muscular, sendo cesaeste
pode ser relacionado a sedacdo. Imediatamente antes da adrimidad@rmacos o
animal foi submetido a dois treinos, e s6 foi destinado ao experimemtonal que
obteve éxito (90% do total). O diazepam na dose de 1,5 mg/kg, i.p., 30 midantes

teste, foi administrado ao grupo controle positivo.
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3.2.4 Anélise estatistica

Os dados foram analisados pedoftware Statisticd] versdo 6.0. e os graficos
confeccionados no GraphPadversdo 3.0. Como alguns grupos nao apresentaram
distribuicdo normal e em virtude de termos diversos valores delasedm escala
ordinal, foi utilizado como teste estatistico Kruskal-Wallis @GWA nao
paramétrica), seguido do teste U de Mann-Whitney. Para os dados em nivel de medida
nominal, foi utilizado o teste de Fisher. Os dados obtidos em cad@nspi® foram
expressos como mediana e intervalo interquartil, e nos de medida hconma
porcentagem. Todos os dados foram comparados com seu grupo controle. Um namero
de 6 a 13 animais foi utilizado para cada grupo testado, sendo que num mesm
experimento o “n” de um grupo néo superou o dobro de cada um dos demais grupos.
As diferencas entre os grupos experimentais foram consideestissticamente

significantes quandp foi menor que 0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Atividade hipno-sedativa

4.1.1 Hipnose induzida por pentobarbital

O tratamento com o EA (0,1; 0,3; 1 ou 2 g/kg v.0.); EH (0,1; 0,3; 1 ou 2 g/kgou.0.)
com o VE (0,12 e 1,ug/sitio i.c.v.) ndo foi capaz de interferir com a laténcia ou
potencializar o sono induzido por pentobarbital (p>0,05; Kruskal-Wallis degla

teste de Mann-Whitney) (figuras 6, 7 e 9). Por outro lado o tratanoem a FB na

dose de 0,3 g/kg v.o. potencializou o sono barbiturico (p=0,0206; teste U de Mann-
Whitney) (Figura 8) de 31,43 (17 — 45,4) min no grupo controle para 63,27 (49,6 —
99,4) min no grupo tratado, embora ndo tenha alterado a laténcia parsmm me
(p=0,224; teste U de Mann-Whitney). O tratamento com diazepam na ddsb de
mg/kg i.p. constituiu 0 grupo controle positivo e foi capaz de poteranadizsono
induzido por pentobarbital em todos os experimenta6,(%): 135 (121 - 180) min

nos experimentos com EA, 148 (117,9 - 180) min no EH, 134 (40 - 180) min no
controle da FB e 168 (122 - 180) min no controle do VE.

O EA (1 e 2 g) tendeu a aumentar a duracdo do sono de 44,1 (18 - 69) mupamo gr
controle para 67,9 (41 - 115) min e 75 (61,6 — 119) (p=0,39 e p=0,10,
respectivamente). O EH (2 g), ao contrario, tendeu a reduzir a duttagsono de
60,15 (19,8 — 76,6) min no grupo controle para 23,4 (18,5 — 69) min no grupo tratado

com o extrato (p=0,4).
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EXTRATO AQUOSO
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Figura 6 - Laténcia e duracdo do sono induzido por barbitarico, 1 h apds o tratamento
com o extrato aquoso (EA) déppia alba Os valores estdo expressos em minutos,
como mediana e intervalo interquartil de 6 - 7 animgis< 9,05 comparado com o
grupo controle (Kruskal-Wallis, seguido do teste U de Mann-Whitney).
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EXTRATO HIDROALCOOLICO
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Figura 7 - Laténcia e durac&o do sono induzido por barbiturico, 1 h apds o tratamento
com o extrato hidroalcodlico (EH) ddppia alba Os valores estdo expressos em
minutos, como mediana e intervalo interquartil de 6 - 7 animais.0;05 comparado

com o grupo controle (Kruskal-Wallis, seguido do teste U de Mann-Whitney).
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FRACAO BUTANOLICA
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Figura 8 - Laténcia e duragéo do sono induzido por barbiturico, 1 h apds o tratamento
com a fracédo butandlica (FB) depia alba Os valores estédo expressos em minutos,
como mediana e intervalo interquartil de 7 - 8 animagis< 9,05 comparado com o
grupo controle (Kruskal-Wallis, seguido do teste U de Mann-Whitney).
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VERBASCOSIDEO
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Figura 9 - Duragéo do sono induzido por barbitdrico, 5 min apés o tratamento com o
verbascosideo (VE) extraido Hgpia alba Os valores estdo expressos em minutos,
como mediana e intervalo interquartil de 6 - 8 animagis< 9,05 comparado com o
grupo controle (Kruskal-Wallis, seguido do teste U de Mann-Whitney).
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4.1.2. Hipnose induzida por éter etilico

Para confirmar o efeito hipnosedativo da FB e verificar se o sewbileo isolado
desta fracdo é responsavel por ele, procedeu-se o estudo do modelo dorsono eté
com a dose de 0,3 g/kg v.o. para a FB (dose que potencializou o sono ibajlstar
com curva doses resposta para o VE.

A FB néo interferiu nem com a laténcia nem com a duracao do sonaimghoz éter

na dose estudada, ndo confirmando o efeito hipno-sedativo de seus corsstituinte
observado anteriormente com a potenciacdo do sono barbifgr®5; teste U de
Mann-Whitney) (figura 10).

O tratamento com VE, por outro lado, reduziu a laténcia para o sono etéleserdge

0,036 ug (p=0,045; teste U de Mann-Whitney) de 33,5 (25 - 39) s no controle para
29,5 (24 - 30) s; e potencializou a duragdo do sono nas doses de 0,12, ug e 12
(grupo controle = 136 (94 - 155) s; grupos tratados = 180 (161 - 256), 183 (141 - 223)
e 206 (165 - 231) s respectivamente) (p=0,016; p=0,0294 e p=0,0025,
respectivamente, teste U de Mann-Whitney; figura 11). O teattomcom diazepam

(1,5 mg/kg) potencializou o sono aumentando sua duracdo em todos 0s expsrime
220 (160 - 237) s (p=0,007) e 225 (187 - 412) s (p=0,0008) para os experimentos com
FB e VE, respectivamente.
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FRACAO BUTANOLICA
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Figura 10 - Laténcia e duracdo do sono induzido por éter 1 h apés o tratamento com a
fracdo butandlica (FB) de. alba Os valores estdo expressos em segundos, como
mediana e intervalo interquartil de 7 animaip.< 0,05 comparado com 0 grupo
controle (Kruskal-Wallis, seguido do teste U de Mann-Whitney).
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VERBASCOSIDEO
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Figura 11 - Laténcia e duracdo do sono induzido por éter, 5 min apds o tratamento
com verbascosideo (VE) de alba. Os valores estdo expressos em segundos, como
mediana e intervalo interquartil de 7 - 13 animags<’0,05 comparado com o grupo
controle (Kruskal-Wallis, seguido do teste U de Mann-Whitney).
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4.2 Temperatura retal

Foram feitas curvas dose-resposta para cada uma das prepsigiEs. Somente a
maior dose do EA (2 g/kg) promoveu reducdo significativa da tempenadtaia
(p=0,0082; teste U de Mann-Whitney), com Am (T, - T;) de -1,15 (-1,4 — -0,7) °C;
engquanto AT para o grupo controle foi de 0,5 (-0,3 — 0,7 ) °C (figura 12). Para o EH
o efeito hipotérmico foi observado nas doses de 0,3 (p=0,015) e 1 g/kg v.o.
(p=0,0476), comAT de -0,9 (-1,3 - 0,3) °C e -0,2 (-1 — 0,5 ) °C respectivamente
(figura 13). Para a FB foi registrada hipotermia nas dos€ld@T= -1,2 (-1,6 — -

0,65) °C; p=0,027) e 0,3 g/kg v.&T= -1,5 (-2,15 — -1,2) °C; p=0,0109) (figura 14),

e para o tratamento com VE o0 mesmo efeito foi observado nas ddxd2de,2 e 12
pg/sitio i.c.v. AT= -1,6 (-2,7 — -1,4); -2,6 (-3,3 — -1,5) e -1,7 (-2,2 — -1) °C,
respectivamente; p=0,01341; p=0,00328 e p=0,0305, respectivamente) como
apresentado na figura 15. Para as demais doses das preparacfiesobdervado
gualquer efeito significativo (p>0,05; teste U de Mann-Whitney)ofrole positivo
diazepam promoveu udT significativo em todos os experimentos na dose de 1,5
mg/kg i.p.: -0,85 (-1,2 —-0,7) (p=0,013), -0,9 (-1,5 — -0,5) (p=0,006), -0,9 (-1,3 —-0,4)
(p=0,047), -1,5 (-2 — -0,9) (p=0,014) °C, respectivamente nos experimentos com EA,
EH, FB e VE.
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EXTRATO AQUOSO

AT (°C)
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Figura 12 - Variacado de temperatura ret&dl €m °C) 1 h apds o tratamento com o
extrato aquoso (EA) de. alba Os valores estdo expressos como mediana e intervalo
interquartil de 6 - 7 animaisp*< 0,05 comparado com o grupo controle (Kruskal-
Walllis, seguido do teste U de Mann-Whitney).

EXTRATO HIDROALCOOLICO
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Figura 13 - Variacdo de temperatura ret&l ¢ém °C) 1 h apos o tratamento com o
extrato hidroalcodlico (EH) de. alba Os valores estdo expressos como mediana e
intervalo interquartil de 6 - 7 animaisp ¥ 0,05 comparado com o grupo controle
(Kruskal-Walllis, seguido do teste U de Mann-Whitney).

47



Rebeca Santos Marques de Carvalho Resultados

FRACAO BUTANOLICA
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Figura 14 - Variacdo de temperatura ret&l ém °C) 1 h apds o tratamento com a
fracdo butandlica (FB) dé&. alba Os valores estdo expressos como mediana e
intervalo interquartil de 7 - 8 animaisp ¥ 0,05 comparado com o grupo controle
(Kruskal-Wallis, seguido do teste U de Mann-Whitney).
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Figura 15 - Variacdo de temperatura ret&l ém °C) 5 min apds o tratamento i.c.v.
com o verbascosideo tlealba.Os valores estdo expressos como mediana e intervalo
interquartil de 7 - 10 animaisp* 0,05 comparado com o grupo controle (Kruskal-
Wallis, seguido do teste U de Mann-Whitney).
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4.3 Atividade Anticonvulsivante

Para o0 modelo das convulsfes induzidas por PTZ, foram construidas curvas dose
resposta para todas as preparacoes. A partir deste modelo, no edtarse testou

mais o EA, em virtude dos resultados negativos com 0s experimentasnae s
barbitUrico e da necessidade de uma dose muito alta (2 g/kg v.siddenecessaria

para produzir um efeito significativo no teste da temperatura retal.

Analisou-se neste modelo as seguintes variaveis: laténcigoparaira convulsao,
duracdo da primeira convulsdo, severidade das convulsbes e numerortde m
durante as convulsdes expresso graficamente como porcentagem de letalidade.

O EH néo foi capaz de interferir em todos os parametros analisedderma
significativa (p>0,05; Kruskal-Wallis seguido de teste U de MarnitWey) (figuras

16 e 17). A FB na dose de 0,3 g/kg reduziu significativamente laldeta (100 %

para 22,2 %) dos animais tratados com PTZ (p=0,0011; teste de Fishatedsg 30

min de observacao (figura 19), embora ndo tenha alterado os demai®tpzsam
analisados (figuras 18 e 19).

O VE também conferiu protecdo contra a letalidade durante as convoisdese de

12 pg/sitio, reduzindo-as de 70 % para 12,5 % (p=0,023; teste de Fisher), ermjuanto
dose de 0,1g/sitio reduziu a severidade das convulsées de 46,5 escores no grupo
controle para 29 escores no grupo tratado (p=0,0275; Kruskal-Wallisisetuieste

U de Mann-Whitney; figuras 20 e 21). O controle positivo diazepam (kgmgp.)
promoveu um aumento na laténcia e reduziu a duragdo da primeira conelésa

de reduzir a severidade das convulsGes e proteger os animais deemdaddos os
experimentos, com o0s seguintes valores: laténcia: 30 (30 — 30) (p=08013} —

30) (p=0,00035), 9,9 (4,45 — 30) (p=0,0025) s; duracéo da primeira convulsao: 0 (0 —
0) (p=0,0017), 0 (0 — 0) (p=0,00034), 7 (0 — 8) (p=0,05) s; severidade das convulsoes:
10 -1) (p=0,0017), 1 (0 — 3) (p=0,00034), 3 (1 — 10) (p=0,00023) escores, e
protecdo das mortes: 0 (p=0,035), 0 (p=0,0000), 0 (p=0,0024) %, respectivamente
para os experimentos com, EH, FB e VE, em cada um dos parametros analisados.
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EXTRATO HIDROALCOOLICO
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Figura 16 - Laténcia e duracdo da primeira convulsdao durante as convulsdes
induzidas por pentilenotetrazol (80 mg/kg i.p.), 1 h apds o tratamento eowtnato
hidroalcodlico (EH) de.. alba Os valores estdo expressos como mediana e intervalo
interquartil de 7 - 8 animais. O diazepam (DZP) foi usado como cergodlitivo, e

os tratamentos foram comparados com o grupo contrple.,05 (Kruskal-Wallis,
seguido do teste U de Mann-Whitney).
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EXTRATO HIDROALCOOLICO
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Figura 17 - Severidade das convulsdes e letalidade durante as convulsdes induzidas
por pentilenotetrazol (80 mg/kg i.p.), 1 h apdés o tratamento com o cextrat
hidroalcoolico (EH) de.. alba Os valores estdo expressos como mediana e intervalo
interquartil de 7 - 8 animais, e como porcentagem de letalidadeaz®pam (DZP)

foi usado como controle positivo, e os tratamentos foram comparados camoo g
controle. p < 0,05 (Kruskal-Wallis, seguido do teste U de Mann-Whitney para
severidade, e teste de Fisher para nimero de mortes).
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FRACAO BUTANOLICA
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Figura 18 - Laténcia e duracdo da primeira convulsdao durante as convulsdes
induzidas por pentilenotetrazol (80 mg/kg i.p.), 1 h ap6s o tratamento é@naa
butandlica (FB) dd.. alba Os valores estdo expressos como mediana e intervalo
interquartil de 9 animais. O diazepam (DZP) foi usado como controigvppg 0s
tratamentos foram comparados com o grupo controle (salipad. #,05 (Kruskal-
Wallis, seguido do teste U de Mann-Whitney).

52



Rebeca Santos Marques de Carvalho Resultados

FRACAO BUTANOLICA

0] | T
30- |

Severidade (escores)

C 0,03 0,1 0,3 DzP
FB (g/kg v.0.)

100+

(0]
o
1

(o2}
o
1

Letalidade (%)
S

N
o
1

C 0,03 0,1 0,3 DzP
FB (g/kg v.0.)

Figura 19 - Severidade das convulsdes e letalidade durante as convulsdes induzidas
por pentilenotetrazol (80 mg/kg i.p.), 1 h apds o tratamento com a foatanodlica

(FB) deL. alba Os valores estdo expressos como mediana e intervalo interquartil de 9
animais, e como porcentagem de letalidade. O diazepam (DZP) fio esano
controle positivo, e os tratamentos foram comparados com o grupo cosaloia)(

*p < 0,05 (Kruskal-Wallis, seguido do teste U de Mann-Whitney pareriskne, e

teste de Fisher para numero de mortes).
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Figura 20 - Laténcia e duracdo da primeira convulsdao durante as convulsdes
induzidas por pentilenotetrazol (80 mg/kg i.p.), 5 min apds o tratamentoocom
verbascosideo (VE) de alba Os valores estdo expressos como mediana e intervalo
interquartil de 8 - 10 animais. O diazepam (DZP) foi usado como cemositivo, e

os tratamentos foram comparados com o grupo controle (saln&)0,05 (Kruskal-
Wallis, seguido do teste U de Mann-Whitney para laténcia, duegiveridade, e
teste de Fisher para nimero de mortes).
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Figura 21. Severidade das convulsdes e letalidade durante as convulsfes induzidas
por pentilenotetrazol (80 mg/kg i.p.), 5 min apds o tratamento com 0 gesi@dso

(VE) delL. alba Os valores estédo expressos como mediana e intervalo interdaartil

8 - 10 animais, e como porcentagem de letalidade. O diazepam f@zBado como
controle positivo, e os tratamentos foram comparados com o grupo cosalola)(

*p < 0,05 (Kruskal-Wallis, seguido do teste U de Mann-Whitney parerise, e

teste de Fisher para numero de mortes).
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4.4 Atividade Antidepressiva

O modelo de suspensédo pela cauda destina-se a investigar uma issdale
antidepressiva das preparacdes. Uma vez que diversos sistemiass cestao
envolvidos com a depressdo e ansiedade, entre eles o sistema gpootoaé
GABAEérgico, optou-se por testar as preparacdes também neste modelo.

Nenhuma das preparagdes testadas, nas doses selecionadas, foi capazideamerfe

a laténcia e a duracdo da imobilidade no modelo da suspenséao pelapcdéyds; (
figuras 22 - 24), que indicasse um efeito tipo-antidepressivo. No entanébamento

com VE, na dose de 0,1@g/sitio, promoveu uma reducdo da laténcia para a
imobilidade de 82 (30 - 108) s no grupo controle para 17 (10 - 27) s no grugo trata
(p=0,025). O tratamento com o controle positivo imipramina (15 mg/kgoipcapaz

de aumentar a laténcia para a imobilidade além de reduzipo enmobilidade dos
animais em todos os experimentos: 134 (106 - 202) (p=0,0017), 114,5 (105 - 134)
(p=0,029) e 143 (94 - 153) (p=0,035)s de laténcia e 20 (10 - 79) (p=0,017), 63,5 (20 -
94) (p=0,0098) e 35 (21 - 73) s (p=0,017) de imobilidade nos experimentos com EH,

FB e VE, respectivamente.
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EXTRATO HIDROALCOOLICO
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Figura 22 - Laténcia e duracéo da imobilidade no teste da suspenséo pelalchuda,

Duracéo

apos o tratamento com o extrato hidroalcoodlico (EH)Ldalba Os valores estédo
expressos como mediana e intervalo interquartil de 7 animais. A inmargiill - 15

mg/kg i.p.) foi usada como controle positivo, e os tratamentos foramacados com
0 grupo controle (salina).p*< 0,05 (Kruskal-Wallis, seguido do teste U de Mann-

Whitney).
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FRACAO BUTANOLICA
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Figura 23 - Laténcia e duracéo da imobilidade no teste da suspenséo pelalchuda,
apos o tratamento com a fracdo butandlica (FB).@dba Os valores estdo expressos
como mediana e intervalo interquartil de 7 - 8 animais. A imipramina-(IImg/kg
i.p.) foi usada como controle positivo, e os tratamentos foram compasado®
grupo controle (salina).p*< 0,05 (Kruskal-Wallis, seguido do teste U de Mann-
Whitney).
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VERBASCOSIDEO

200 Controle .
T [_1VE 0,012 pgi.c.v.

@ EEEIVE 0,12 pg i.c.v.
o 1504 VE 1,2 pg I.C.V.
S VE 12 ygi.c.v.
o Mi
S 100
o
E

50-

0

Laténcia Duragao

Figura 24 - Laténcia e duragdo da imobilidade no teste da suspensao pelatcauda,
min apdés o tratamento com o verbascosideo (VE)L.dalba Os valores estédo
expressos como mediana e intervalo interquartil de 7 animais. A inmargifl - 15
mg/kg i.p.) foi usada como controle positivo, e os tratamentos foramacados com

0 grupo controle (salina).p*< 0,05 (Kruskal-Wallis, seguido do teste U de Mann-
Whitney).
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4 5 Atividade Ansiolitica

Uma vez que a atividade hipno-sedativa poder estar associasgaladatiansiolitica,
principalmente quando se considera o sistema GABAérgico (MOHLUER, 2004),
selecionou-se as doses das preparacdes (EH, FB e VE) quent#paesemelhores
resultados nos modelos anteriores (sono, temperatura e convulséo)epam S
investigadas num modelo de ansiedade, o teste do labirinto em cruz elevado (LCE).
Os parametros analisados neste modelo foram: porcentagem de temp@guss
abertos (TA) e porcentagem de entradas nos bracos abertos @) indicativos

de atividade ansiolitica, e numero de entradas nos bracos fechdapsnétida
indicativa da atividade locomotora. Além disso, quatro parametros compottis
nao convencionais foram registrados: estiramentos corporais, quarnnaliediacao

de risco/ efeito tipo ansiogénico; imersdes de cabeca, que inciti@dade
exploratéria e sugerem efeito do tipo ansiolitico; comportamento \dntée,
indicativo de atividade exploratéria e, por fim, o comportamento delieteza,
indicativo de efeito tipo ansiogénico.

Os tratamentos com o EH e a FB nao foram capazes de rintade parametros
analisados no LCE (p>0,05; Kruskal-Wallis seguido do teste U de Mduritm&\)
(figuras 25 - 28). Entretanto, o tratamento com o VE reduziu o nimesatdalas
nos bracos fechados de 9 (5,5 - 12&)grupo controle para 3 (1 - 6,5) ou 2 (1 - 4,5)
entradas nos grupos tratados condases de 0,12 ou J&y/sitio i.c.v. (p=0,046 e
p=0,018; respectivamente; figura 29). O tratamento com o VE, na das2dgsitio
i.c.v, foi capaz de reduzir o numero de imersdes de cabeca (p=0,045pbde9]
(controle) para 2,5 (2 —5) imers@es; eoonportamento de levantar de 5 (3 — 8,5) para
1 (0 - 2) comportamento (p=0,020; figura 30). O tratamento com 0 controte/@osi
diazepam (1 mg/kg i.p.), conforme esperado, aumentou a porcentagempdectee
entradas nos bragcos abertos, sem interferir com o numero de emtosdasacos
fechados, tendo também aumentado o numero de imersdes de cabeca nos
experimentos. Os demais parametros e doses testadas nao prodefaitim
significativo (p>0,05).
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EXTRATO HIDROALCOOLICO

pzzZ Controle

1007 [1EH 0,3 g/kg v.o.
— * B DZP
S
~— 75_
n *
8
g
S 50
o _
o
O
© 25
m T
0L _E ]/_/l : N
Tempo Entradas

15+

=

?
|
|

Entradas nos bracos
fechados (n9
T
|
|

C 0,3 DzP
EH (g/kg v.0.)

Figura 25 - Porcentagem de tempo e de entradas nos bragos abertos e némero d
entradas nos bracos fechados do LCE, 1 h apés o tratamento com o extrato
hidroalcodlico (EH) de.. alba Os valores estdo expressos como mediana e intervalo
interquartil de 6 - 7 animais. O diazepam (DZP) foi usado como cergodlitivo, e

os tratamentos foram comparados com o grupo controle (saln&)0,05 (Kruskal-

Wallis, seguido do teste U de Mann-Whitney).
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Figura 26 - Comportamentos observados no LCE, 1 h apds o tratamento com o
extrato hidroalcodlico (EH) de. alba Os valores estdo expressos como mediana e
intervalo interquartil de 6 - 7 animais. O diazepam (DZP) foi usaweoo controle
positivo, e os tratamentos foram comparados com o grupo controle (sglird),05
(Kruskal-Wallis, seguido do teste U de Mann-Whitney).
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FRACAO BUTANOLICA
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Figura 27 - Porcentagem de tempo e de entradas nos bragos abertos e némero d
entradas nos bracos fechados do LCE, 1 h ap6s o tratamento com &ditagédtica

(FB) deL. alba Os valores estédo expressos como mediana e intervalo interquartil de 7
- 10 animais. O diazepam (DZP) foi usado como controle positivo, atamgntos
foram comparados com o grupo controle (salinp)x 0,05 (Kruskal-Wallis, seguido

do teste U de Mann-Whitney).
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FRACAO BUTANOLICA
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Figura 28 - Comportamentos observado no LCE, 1 h apos o tratamento com a fracéo
butandlica (FB) dd.. alba Os valores estdo expressos como mediana e intervalo
interquartil de 7 - 10 animais. O diazepam (DZP) foi usado como cemositivo, e

os tratamentos foram comparados com o grupo controle (saln&a)0,05 (Kruskal-
Walllis, seguido do teste U de Mann-Whitney).
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Figura 29 - Porcentagem de tempo e de entradas nos bragos abertos e némero d
entradas nos bracos fechados do LCE, 5 min apds o tratamento com cosideas

(VE) delL. alba Os valores estdo expressos como mediana e intervalo interdaartil

6 - 8 animais. O diazepam (DZP) foi usado como controle positivo, ratamentos
foram comparados com o grupo controle (salinp) 0,05 (Kruskal-Wallis, seguido

do teste U de Mann-Whitney).
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Figura 30 - Comportamentos observados no LCE, 5 min apds o tratamento com o
verbascosideo (VE) de alba Os valores estdo expressos como mediana e intervalo
interquartil de 6 - 8 animais. O diazepam (DZP) foi usado como cergadlitivo, e

os tratamentos foram comparados com o grupo controle (saln&)0,;05 (Kruskal-
Wallis, seguido do teste U de Mann-Whitney).
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4.6 Atividade sedativa/ relaxante muscular

Buscando elucidar a atividade sedativa das preparacdes, optou-sst@odoses
selecionadas, a partir dos testes anteriores, em dois modele@vgaaperformance
motora/ miorrelaxamento: o rota-rod e o teste do arame.

Nenhuma das preparacdes testadas, nas doses selecionadas, foe ¢afgaterir no
tempo de permanéncia na barra giratoria do rota-rod ou na capac@ae@izar a
prova do arame (p>0,05; figuras 31 - 36). O tratamento com o diazepdosende 1
mg/kg i.p., ndo foi capaz de reduzir o tempo de permanéncia no rotaarabsH de

1,5 mg/kg i.p. foi capaz de prejudicar o desempenho da tarefa naltest@ame,
reduzindo o éxito de 100 % no grupo controle para 33 %, funcionando como controle

positivo neste modelo em todos os experimentos (p=0,02).
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EXTRATO HIDROALCOOLICO
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Figura 31 - Tempo de permanéncia na barra giratéria do rota-rod, 1 h apos o
tratamento com o extrato hidroalcodlico (EH)ldealba Os valores estdo expressos
como mediana e intervalo interquartil de 6 - 7 animais. O diazepdf) (foi usado
como controle positivo, e os tratamentos foram comparados com o grupolecontr
(salina). 1 < 0,05 (Kruskal-Wallis, seguido do teste U de Mann-Whitney).
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Figura 32 - Porcentagem de éxito no teste do arame, 1 h apds o tratamento com
extrato hidroalcodlico (EH) de. alba O nimero de animais a completar a prova esta
expresso como porcentagem de éxito de 6 - 7 animais. O diazep&h f@xsado
como controle positivo, e os tratamentos foram comparados com o grupolecontr
(salina). 1 < 0,05 (teste de Fisher).
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FRACAO BUTANOLICA
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Figura 33 - Tempo de permanéncia na barra giratéria do rota-rod, 1 h apos o
tratamento com a fracdo butandlica (FB)Ldalba Os valores estdo expressos como
mediana e intervalo interquartil de 6 - 7 animais. O diazepar®)Bx usado como
controle positivo, e os tratamentos foram comparados com o grupo cosaloia)(

*p < 0,05 (Kruskal-Wallis, seguido do teste U de Mann-Whitney).
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Figura 34 - Porcentagem de éxito no teste do arame, 1 h apds o tratament com
fracdo butandlica (FB) de. alba O numero de animais a completar a prova esta
expresso como porcentagem de éxito de 6 - 7 animais. O diazep& f(lDrdsado
como controle positivo, e os tratamentos foram comparados com o grupolecontr
(salina). 1 < 0,05 (teste de Fisher).
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VERBASCOSIDEO
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Figura 35 - Tempo de permanéncia na barra giratoria do rota-rod, 5 min apdés o
tratamento com o verbascosideo (VE)Ldealba Os valores estdo expressos como
mediana e intervalo interquartil de 6 - 8 animais. O diazepar®)Bx usado como
controle positivo, e os tratamentos foram comparados com o grupo cosalola)(

*p < 0,05 (Kruskal-Wallis, seguido do teste U de Mann-Whitney).
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Figura 36 - Porcentagem de éxito no teste do arame, 5 min apds o tratasoento
verbascosideo (VE) de. alba O numero de animais a completar a prova esta
expresso como porcentagem de éxito de 6 - 8 animais. O diazep& f(lDrdsado

como controle positivo, e os tratamentos foram comparados com o grupolecontr
(salina). 1 < 0,05 (teste de Fisher).
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4.7 Efeito sinérgico do VE e Diazepam

Objetivando confirmar o efeito hipno-sedativo do VE, investigou-se se havia
sinergismo entre os efeitos do DZP e do VE no teste do arame, mmaeve VE ndo
demonstrou efeito positiyoer seneste modelo (figura 36).

Utilizou-se uma dose de diazepam, inferior aquela que produziu efeitsteodo
arame, 1 mg/kg i.p. (DZP 1), seguida da administracdo do VEugisdtio i.c.v).
Como controle positivo foi utilizado diazepam na dose de 1,5 mg/kg i.p (DZP 1,5).
Os tratamentos com diazepam foram realizados 30 min antepakigéo ao modelo.
Todos animais receberam injecdo i.c.v. de veiculo (controle, diazepam 115
mg/kg) ou de verbascosideo (grupo VE ou VE + DZP 1), 5 min antesto(figura

37).

Os tratamentos com diazepam na dose de 1 mg/kg ou de verbascosidei(i?
i.c.v.) ndo foram capazes de promover miorrelaxamento nos animaiga,oorsglizo

na capacidade de apreensédo do arame (p>0,05). No entanto, o tratzonent®ZP

1 e VE foi capaz de prejudicar o desempenho da tarefa (p= 0,0004)ndedazi
porcentagem de éxito de 100 % no grupo controle, para 10 % no grupo trataco (fig
38). O grupo tratado somente com VE obteve 100 % de éxito em desemaenhar
O DzZP 15

(diazepam 1,5 mg/kg i.p.) reduziu o desempenho para 28,57 %, funcionando como

tarefa, enquanto o grupo tratado com DZP 1 obteve éxito de 85,71 % .

controle positivo (p= 0,0105).

Diazepam Diazepam Diazepam
1 mg/kg i.p. 1 mg/kg i.p. 1,5 mg/kg i.p.
25 min 25 min 25 min
Controle Salina VE VE Salina
(salina) i.c.v i.c.v 12 ua/sitio 12 ua/sitio i.c.v
5 min
Teste do
Arame

Figura 37 — Representacdo do protocolo de sinergismo VE e DZP.
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Figura 38 - Desempenho no teste do arame, ap0s o tratamento com o diazepam 1
mg/kg i.p. (DZP 1), verbascosideo fig/sitio (VE), VE e DZP 1, ou diazepam 1,5
mg/kg (DZP 1,5). Todos os animais receberam injecdo de veiculdd.admero de
animais a completar a prova esta expresso como porcentagem aleexit- 10
animais. O diazepam (DZP 1,5) foi usado como controle positivo, e aménatios

foram comparados com o grupo controle (salinax 0,05 (teste de Fisher).
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Experimentos

Preparacd Doses e Sono Sono Temperail Convulsfes Labirinto Rota Arame Suspensd|
o testada via Barbitir Etéreo  ura Retal por PTZ emcruz -Rod 0 pela
ico cauda
Extrato 0,1 - -
Aguoso 0,3 - -
1 - — - — — — — —
2g/kg - +
v.0. Ltempera
tura
Extrato 0,1 - - -
Hidroalco 0,3 - + - - - - -
6lico | tempera
tura
Ltempera
tura
2gkg - - -
v.0.
Fragdo 0,03 - - -
Butandlica 0,1 - + - -
L tempera
tura
0,3g/kg + - + + - - - -
V.0. tduraca Ltempera | letalidade
o] tura
Verbascos 0,0012 --- - -
ideo
0,012  --- - -
0,036  --- - - - - -
0,12 - + + + + - +
tduracdo |tempera | severidade | EF I laténcia
tura
1,2 - + + - + - - -
tduragdo |tempera Limersdes
tura e levantar
12 - + + + + - - -
pg/sitio tduragdo (tempera |letalidade |EF
i.C.V. tura

( +) = Resultado significante (p<0,0%); ) = Resultado néo significante (p>0,06);- ) = Dose néo testada
no experimentof 1 ) = Aumento;( | ) = Redugéo.

Quadro 5 —Quadro Resumo dos resultados obtidos nos experimentos
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5 DISCUSSAO

Efeitos sedativos ja foram descritos tanto para oOleos volat&kH\et al., 1999)

como para os extratos hidroalcodlicos (SANTOS et al. 1998; ZETQlaA,e2002)

de L. alba indicando que compostos ndo volateis sdao também responsaveis pelo
efeito sedativo observado para esta espécie. Klueger e colabordd6g
propuseram que &. alba possui uma atividade depressora inespecifica do SNC,
decorrente possivelmente de uma acéo fisiologica periférica bgpotensédo e/ou
hipotermia, o que ja foi descrito para outras espécies vedemaistanto, Guerrero e
colaboradoreg2002) ndo observaram atividade hipotensora em ratos naturalmente
hipertensos ou ratos Wistar tratados com extrato etanodlictippea alba, via
intravenosa, descartando a possibilidade de um efeito hipotensor seraesppak&
depressao geral observada apdés tratamento sistémicolcatba

Neste trabalho, investigou-se as atividades centrais de dmsosxtde uma fracéo e

de uma substancia isolada dealba Buscou-se identificar quais preparacdes tém
efeito central e se a substancia isolada da fracdo butanodlieaigopdrticipar dos
efeitos centrais desta espécie vegetal.

Para verificar a atividade hipno-sedativa, utilizou-se, inicialmersdemodelos do
sono barbitdrico e/ou sono etéreo. Neste modelo, farmacos que deprindthemS

geral reduzem a laténcia e/ou aumentam a duracdo do sono, como o peatobar
ligante de sitios localizados nos receptores GABAérgicos daAtifieHWEH et al.,

1987, LANCEL, 1999). Os benzodiazepinicos apresentam esse efeito, evidencia
principalmente pelo prolongamento da duracdo do sono induzido por agentes
hipnéticos, o que foi bem observado nos resultados obtidos, quando o diazepam
promoveu aumento do tempo de sono tanto barbitirico como etéreo.

Alguns flavondides, exercem efeitos depressores do SNC por intenagiom
receptores benzodiazepinicos (VIOLA et al., 1995; WOFMAN et al., 1994)e
poderia contribuir para este efeito depressor central da egrmcestudo, uma vez

gue flavondides estdo presentes nas espéciefppia embora haja poucos estudos
detalhando-os (PASCUAL et al., 2001b; SOARES, 2001). Ja foi descrito umddei

tipo sedativo para os extratos hidroalcoolicos dalba (Santos et al., 1998; Zétola et

al.,, 2002), no modelo do sono induzido por pentobarbital. Segundo Zétola e
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colaboradores (2002), a correlacao entre o contetudo de flavonoideste sesfativo
sugere que esse efeito seja devido a presenca destes compostaanity Kluegee
colaboradores (1997), testando a FB por v.o. ou i.p., em camundongos, nao
encontraram atividade no modelo do sono barbitarico. Os resultados aqui phtalos

a mesma fracdo sugerem um efeito sedativo, uma vez que se obsemaou
potencia¢cdo do sono induzido pelo pentobarbital (na dose de 0,3 g/kg, v.0., 1 h apés o
tratamento oral com a FB); mas este efeito ndo foi confirmadmodelo do sono
etéreo. No entanto, isso ndo descarta uma acao hipno-sedativa reaphepais uma
dose de FB foi usada e ha necessidade de ampliar a faixa deedusgada para
confirmar a auséncia, ou nao, de efeito hipno-sedativo no modelo do sono induzido
por éter etilico.

Esses dados sugerem que a potencializacdo do sono barbitarico pela F#&rpode
ocorrido devido a uma interferéncia de ordem farmacocinética, @oaescrito para

a Stachytarpheta cayennensis que pode levar a um resultado falso positivo na
avaliacdo do efeito sedativo/hipnético no modelo do sono induzido pelo pentobarbital
(VIEIRA, 2001). As enzimas hepaticas, envolvidas no processo de meteholda
diversos compostos, sado importantes para a metabolizacdo dos barbitiricos
organismo animal (PACIFICI; FRACCHIA, 1995), sendo também usadas na
metabolizacdo de outros xenobidticos como 0s constituintes de plantas dita
medicinais.

A este respeito, ha alguns trabalhos mostrando a interacaocdainéica entre
espécies de plantas, cor@milaxsp,Eucalyptus globulyBlupeurum falcatupPiper
methysticum Stachytarpheta cayennensisntre outras, com farmacos tais como
diazepam, alcool etilico e barbitiricos (BLUMENTHAL, 2000; BLUMBNAL et

al., 1998; CUPP, 1999; HU et al., 2005; VIEIRA, 2001).

Assim, a potencializagdo do sono induzido por barbitirico poderia seadesdie

uma interferéncia, competicdo ou inibicdo do sistema microssomaidoemaqual
metaboliza o pentobarbital sodico. A administracadHgipericum perforatumpor
exemplo, afeta o sistema micromossomal hepatico P450, aumentanddadatda
isoenzima, CYP3A4, o que reduz possivelmente a atividade de farmacasiaue
substratos para essa enzima e que séo administrados simultapezoneiat mesma,
incluindo anti-histaminicos né&o-sedativos, contraceptivos orais, alguns anti

retrovirais, antiepilépticos, bloqueadores de canais de calcio, podiog, alguns
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guimioterapicos, antibidticos macrolideos, e antifungicos (ROBY.,e1299; 2000).
Alguns compostos presentes na FB poderiam estar contribuindo parafasse
potencializador do sono barbittrico, como por exemplo, o préprio verbascosideo, uma
vez que o ele foi capaz de inibir este sistema microssomaidepad50 (LEE et al.,
2004).

A interferéncia farmacocinética da FB sobre as enzimasitapateve ser melhor
investigada para se compreender seus efeitos farmacol6giasspnmcipalmente
pela questdo de seguranca farmacoldgica, ja que 0 uso concormdentsuitos
outros farmacos € muito comum, e pode interferir com seus efeitos terapéuticos.
Ao testar o verbascosideo, constituinte majoritario da FB, observouesesta
substancia foi capaz de reduzir a laténcia do sono etéreo na dog3@lgg/sitio e
potencializar a duragdo do sono nas doses de 0,12, 1,2 pg/di®io, quando
administrado centralmente. Considerando que a via de administracdo do
verbascosideo nao possibilita uma interferéncia farmacocirétrassiva, pode-se
dizer que o constituinte contribui para o efeito hipno-sedativd..dalba mais
especificamente da FB. No entanto, ndo observamos efeito sigwificed sono
induzido por pentobarbital. Este resultado pode ser esperado em virtudetada c
duracdo de acdo (de até 10 min) do verbascosideo por esta via, evesitente
inferior ao tempo do experimento (até 180 min), e do tempo de sonoadgipara o
grupo controle neste modelo (cerca de 60 min). O fato de néo ter swiutrado
efeito positivo no modelo do sono etéreo para a FB, apesar da prdseNgana
fracdo, pode ser atribuido a via de administracdo oral, o0 que permitmaior
distribuicdo periférica do VE presente na fracdo, fazendo com que, ededtada,
uma parcela nao significativa do mesmo atinja o0 SNC, e asginsgj)a capaz de
promover um efeito positivo da FB no teste do SE, além disso, a prekeongéos
compostos na fracdo podem interagir e influenciar o resultado daldgao final
neste teste. Nao foi também possivel observar resultado positivo namrdedsbno
barbiturico testo-se 0 EA e 0 EH, possivelmente pelos constitaitives estarem em
pequenas concentragbes nestas duas preparagbes, e 0 uso da miea Sisié
proporcionar a chegada da substancia em uma concentracao efetiva central.

No tocante a temperatura corporal, mostrou-se com os resultadosEfyeo EH, a
FB e o verbascosideo foram capazes de reduzir as temperatypasais, quando

comparadas as do grupo controle. Mecanismos inicialmente de aédgagrcomo
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vasodilatacao ou hipoglicemia, podem contribuir para hipotermia (BUG¥N et.

al., 1991) e ser considerados nos tratamentos via oral; no entanto, a via
intracerebroventricular de administracdo do verbascosideo e o clddopée inicio

de atividade, 5 min, sugerem claramente seu efeito central.

Alguns mecanismos envolvidos na hipotermia podem estar correlacior@doa ¢
resposta ao sono experimental (CIRONE et al., 2004; DE FIEBRELICIS, 1992),
embora a primeira tenha sido observada em doses inferiores saqueta
potencializaram o sono. No caso do EA e EH, as doses de 2 g/kge(HA)),3 e 1
g/kg (EH) promoveram hipotermia, conforme descrito por Santos €1888) para o
extrato hidroalcodlico da. alba que relataram uma reducdo da temperatura de até
2°C em camundongos que receberam extratos etandlicos a 40 % e 80e¥anknt
mesmo tendo reduzido a temperatura retal, o0 EA e 0 EH néo foqeemesade
potencializar o sono barbitdrico. O mesmo pode ser pensado pararexpésaltado
obtido com a dose de 0,1 g/kg da FB, embora a dose de 0,3 g/kg da FBosdedo
verbascosideo (0,12, 1,2 e 1@/sitio) tenham sido efetivas nos dois modelos:
temperatura e sono.

A temperatura corporal pode ser usada como indice de alterdedelsversos
neurotransmissores centrais como dopaminérgicos ou serotonérgicds (LI
CHUANG, 2002; SANCHEZ, 1989), bem como para distinguir entre agomtas

ou parciais de receptores benzodiazepinicos (JACKSON; NUTT, 1990).
Experimentos feitos com roedores mostraram que a estimulacioedgstores
GABAg produz hipotermia de origem central, demonstrada pela administracao
intracerebroventricular do agonista GABAaclofeno (GRAY et al., 1987), e que o
tbnus promovido pela ativacado destes receptores modula os efeitosloneuidos
receptores GABA (QUEVA et al., 2003). Sugere-se entdo que esta regulacio, feita
por algumas substancias enddgenas, esteja associada a atividager@@os
termossensiveis e que o sitio de atuacdo seja o centro termamtoedupotalamico
(YAKIMOVA et al.,, 1996). Além disso, alguns neurotransmissores, taimoc
serotonina, dopamina e norepinefrina, agem na regido predtica e hipotaiterior,
onde regulam a temperatura corporal em condi¢cdes como a hipoxigrimder, por
exemplo, com mecanismos como a de perda de calor (GARGAGLICd &005;
HASEGAWA et al., 2005).
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Por se tratar de um mecanismo complexo, estudos devem ser conduzidogande
elucidar quais mecanismos poderiam estar envolvidos com a hipot&izidia

pelos extratos, fragdes e substancia isolada. gdba No entanto, estes resultados
positivos contribuem para reforcar a hipétese de um efeito sedativo central.

Para analisar uma possivel atividade anticonvulsivante submetemosmadgs aao
modelo das convulsdes induzidas por PTZ. O tratamento com o EH naerinteré

forma significativa, em todos os parametros analisados, embora aa@s8 g/kg

tenha reduzido a mortalidade dos animais de 57,1 % no grupo controle, para 28,6 %
no grupo tratado com o EH. Esta dose também mostrou o melhor resultaddeio m

da temperatura retal.

Para a FB (50 e 100 mg/Kg) ja foi descrita atividade anticonvatsiveo modelo das
convulsdes induzida por pentilenotetrazol, com reducédo significativa do nalmero
convulsdes (SOARES, 2001). Os resultados aqui obtidos ndo foram sigrofiaanis
parametros laténcia e duracdo da primeira convulsao para topikepasacoes/doses
testadas. Quando analisou-se o parametro severidade das convulsdes nHamid
verificado qualquer efeito significativo; entretanto, vale ressajtie, no modelo de
convulsao utilizado e na dose de PTZ utilizada, alguns animais do grupoleontr
morreram nos minutos iniciais do experimento, 0 que gerou um curto peldodo
observacdo, resultando em um numero reduzido de escores de severidade das
convulsdes. Por outro lado, quando o tratamento promove aumento na sobrevida do
animal e nédo interfere significativamente no surgimento das convulsdes, emisara pos
interferir na severidade da mesma, pode-se ter um aumento cestasesultado de

um maior tempo de observacdo do grupo tratado quando comparado ao grupo
controle. Nos nossos experimentos, a FB na dose de 0,3 g/kg v.o. e 0 VI @ dos

12 pg/sitio i.c.v. protegeram os camundongos das mortes durante os 30 min de
observacdo, enquanto a dose de (u@sitio do VE reduziu significativamente a
severidade das convulsoes.

O PTZ é conhecido por provocar convulsdes severas como conseqiéncia tanto da
ativacdo de receptores glutamatérgicos, como por inibicdo da @aegrotssdo
inibitoria GABAérgica. Nas convulsdes induzidas por PTZ ha o envolvimento e maior
geracdo de espécies reativas de oxigénio no tecido cerebréiNIeHal., 2004). A

este respeito, o géneliippia apresenta uma variedade de derivados do acido caféico,

sendo um deles o verbascosideo, detectado em algumas espéciebAiRAS al.,
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2001b), inclusiveLippia alba (MANCINI, 2005). Sabe-se que o verbascosideo
previne a oxidagcéo induzida por radicais livres (WONG et al., 200Bndsstesta
atividade relacionada com seu efeito citoprotetor (CHIOU et al., 20lbvén e
colaboradores (2004) mostraram que o fenil-éster do acido caféiemdau
administrado em camundongos na dose depub@@l/kg i.p. reduziu a severidade das
convulsdes induzidas pelo PTZ, embora seu efeito ndo tenha alcangaficésiga
estatistica. Entretanto, este mesmo trabalho mostrou que o eesir@dativo e as
disfungdes resultantes das convulsdes induzidas por PTZ podem aunpeathrcdo

de radicais livres, e que substancias antioxidantes, como o fenil-éster do &mn ca
podem melhorar as convulsfes por causa destes seus efeitos an@exiflasitn, 0s
efeitos antioxidantes do verbascosideo poderiam, pelo menos em péaate, es
relacionados a atenuagdo da severidade e da letalidade duractvatsdes
induzidas por PTZ.

Uma vez que algumas substancias podem estar envolvidas com eésitoams
hipotérmicos, do tipo ansiolitico e antidepressivo, simultaneamente @&1Q206;
OVERSTREET, 2003; RODGERS; COLE, 1994), investigou-se as préesran

um modelo para avaliar experimentalmente um efeito do tipo antideeo da
suspensao pela cauda. Neste modelo, avaliou-se a capacidade descfespem
reduzir o tempo de imobilidade, uma vez que os camundongos tendem a adotar
rapidamente uma postura de imobilidade quando suspensos pela cauda, e que
farmacos antidepressivos fazem com que os animais mantenhago®gfara fugir
desta situacéo, contrapondo-se a resposta de imobilidade (para vevi€&RYAN et

al., 2005). Nao se obteve qualquer efeito do tipo-antidepressivo para wdas a
preparacoes testadas. No entanto, o tratamento com o verbascostes® da 0,12
pg/sitio, promoveu reducéo da laténcia para a imobilidade, sem iimtedéempo de
imobilidade. Este efeito ndo é significativo para o modelo, considesndae uma
reducdo da laténcia ou um aumento no tempo de imobilidade ndo podem ser
considerados como indicativos de efeito do tipo depressivo (para revis@RYAN

et al., 2005), e o modelo é preditivo para um efeito tipo-antidepressive. J
tratamento de camundongos com farmacos benzodiazepinicos resultammentoa

do tempo de imobilidade e redugéo no vigor dos movimentos (PORSOLT et al., 1987;
STERU et al., 1987), embora néo esteja claro se este eféitoetstionado com o
efeito do tipo-ansiolitico destes compostos (CRYAN et al., 2005; STERL] &087)
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ou é simplesmente consequéncia de um relaxamento motor ou sedaca@sainga
pode-se sugerir que a reducao na laténcia para a imobilidade patiear um efeito
sedativo do VE. Nao se pode também deixar de considerar uma intecegéo
sistema serotoninégico, dada a atividade inibitéria da liberacdsed#onina
plaquetéria induzida por cAMI) vitro, descrita para o verbascosideo (CAPASSO et
al., 1993; GRICE et al., 2003). Embora nédo haja relatos de uma ativejzeidfiea

sobre a liberagdo de serotonina no SNC, esta atividade, se presslgaa estar
contribuindo para o resultado encontrado, uma vez que farmacos inibidores da
recaptacado de serotonina aumentam a laténcia e reduzem o temmubitidade, no
modelo de suspens&o pela cauda (CRYAN et al., 2005; STERU et al., 1987) e
interferir-se com a liberacdo deste neurotrasmissor, poderstse interferindo
também com os parametros avaliados no modelo.

O modelo do LCE foi escolhido para verificar uma atividade do tipo @msaopor

ser um modelo de facil execucdo, confiavel e util, tanto para igaestrmacos
ansiogénicos como ansioliticos. O EH e a FB ndo apresentarantadesul
significativos neste modelo, corroborando resultados descritos nadulitepara a FB
(KLUEGER et al., 1997) e divergindo dos resultados apresentados por ®antos
colaboradores (1998) para o EH. O tratamento com VE, nas doses de IR12 e
pg/sitio i.c.v., reduziu o numero de entradas nos bracos fechados, quando comparados
ao controle, sem interferir com as porcentagens de tempo ou de emosdaracos
abertos. Uma vez que a atividade locomotora é avaliada pelo nimertrdéas

totais ou numero de entradas nos bracos fechados do LCE (LISTER, 1987), os
resultados obtidos mostraram uma reducdo da atividade locomotora na@ssanim
tratados com o verbascosideo. O mesmo tratamento nao apresentou qualquer atividade
do tipo ansiolitica ou ansiogénica, visto que ndo modificou as porcentiE&mpo

ou de entradas nos bracos abertos. Quanto a isto sabe-se que famamg®Enicos,

como a cafeina, reduzem a porcentagem de entradas nos bracosdabkibarnto,

sem, no entanto, reduzir o numero de entradas nos bracos fechadoSR(L1SBE).

As discrepancias entre os resultados (Klueger x Santos s)apaeaiem ter ocorrido
devido ao fato de que os materiais botanicos testados por esses dotane
coletados em diferentes anos, estacdes e locais, 0 que pode @ltexar de
principio(s) ativo(s) numa mesma espécie vegetal. Isso ressalexessidade de
identificar marcadores fitoquimicos e padronizar os extratos vegetafim de
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garantir a quantidade de principios ativos necessarios paraeofamoogeneidade

nas respostas farmacoldgicas.

No tocante aos outros comportamentos registrados no LCE, o trataroento CE

na dose de 1,Ag/sitio foi capaz de reduzir o numero de imersdes de cabeca, assim
como o comportamento de levantar, sem interferir com o0s demasngians.
Wolfman e colaboradores (1994) relataram que o diazepam, na dosegdegli.p.,
aumentou o numero de imersdes de cabeca no modelo da placa perfasagae ma

dose de 6 mg/kg i.p. reduziu o nimero de imersdes, quando comparado com 0 grupo
controle, caracterizando assim um efeito sedativo. No labirinteramelevado, o
comportamento de imergir a cabeca abaixo da plataforma, bem cdmdewantar,

séo considerados comportamentos de avaliagédo de risco (para revR&QDEERS,;
COLE, 1994) ou comportamentos exploratorios (DE BOER; KOOLHAAS, 2003).
Assim, uma reducdo destes comportamentos indica diminuicdo da atividade
exploratoria e pode ser indicio de atividade do tipo ansiogénica ogasedam
conjunto, os resultados obtidos na avaliagdo dos parametros comportamentais
poderiam ser interpretados como um efeito sedativo do verbascosideo no LCE.

Na experimentacdo animal é dificil separar os efeitos dac8e e alteracdes da
coordenacdo motora (STANLEY et al.,, 2005). Assim, foram utilizaddsstegie
avaliam a coordenagdo motora para mostrar o efeito sedativo repargroes
testadas.

O tratamento com diazepam (1 mg/kg i.p.) ndo foi capaz de reduzmpo de
permanéncia na barra giratdria do rota-rod. Segundo Stanleyberealares (2005) o
resultado negativo observado para o diazepam nesta dose pode sell@pelicdato

deste benzodiazepinico s6 ser capaz de promover prejuizo na performanta do
rod, numa ocupacdo de receptores benzodiazepinicos GARA 72 %, em
camundongos, enquanto efeitos sedativos sdo observados em humanos numa
ocupacao de aproximadamente 25 — 30 %; o que sugere que 0 modelo dométa-rod

é suficientemente sensivel como modelo preditivo para sedacda.cNi@ic pode-se
excluir assim um efeito sedativo real para as preparac8emlas apenas pelos
resultados apresentados por esse teste. Além disso, avaliangiocalpara a queda

no rota-rod girando a 16 r.p.m., ndo se observou efeito sedativo sigwifinatdose

de 3 mg/kg de diazepam (STANLEY et al., 2005). Assim, optou-se pizautihais

um modelo para sedacéo, o teste do arame. Em curva dose respdistzedam,
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neste teste, a dose de 1 mg/kg i.p. ndo também foi capaz de eedamentagem de
éxito no teste (dados ndo mostrados), assim utilizou-se como contrdlgopos
diazepam numa dose mais alta de 1,5 mg/kg, i.p.

Nenhuma das preparacbes ou doses testadas das mesmas foieafeta@uzir o
tempo de permanéncia na barra giratoria no rota-rod, ou impediiza¢cdo da tarefa

no modelo do arame. Os resultados obtidos confirmam os experimentasederke
colaboradore$1997) para a FB, quando testada em camundongos no modelo do rota-
rod, embora a literatura relate que os extratos hidroalcodlicog, mésto modelo
(dose de 0,2 g/Kg, v.0.), foram capazes de reduzir o tempo de permam@scia
animais na barra giratéria, indicando um efeito sedativo (SANTOS et al., 1998).
Alguns animais tratados com verbascosideo apresentaram sinafaxde quando
observados nas gaiolas de observacdo, imediatamente antes da exposicdo a
modelos. No entanto, ao serem submetidos aos modelos de atividade motora, ndo
produziram resultados positivos.

Para comprovar o efeito sedativo do VE, optou-se por testar uma padsidzde
sinérgica com uma dose subsedativa de diazepam, no teste do aranvezugne o
verbascoside@er sendo promoveu resultado significativo, e por ser este modelo
simples, de rdpida execucdo e j& descrito pela literatura tndoede atividade
sedativa de plantas (HUI et al., 2002; VIOLA et al., 1995; YASUDAI¢t2005). A
administracdo de diazepam (1 mg/kg, i.p.) e posteriormente de veidascési

capaz de provocar um sinergismo farmacologico, o que resultou emedut@o na
porcentagem de animais que completaram a prova do arame. Enquanto 85,71 % dos
animais tratados somente com a dose subsedativa de diazeparh) (&XBsentaram

éxito no teste, e o VEyer se ndo produziu qualquer alteracdo motora (100 % de
éxito), o tratamento do verbascosideo com o diazepam (VE + DZP1) reduziu este
valor para 10 % dos animais. Assim, o tratamento com o DZP e V&apaiz de
prejudicar o desempenho da tarefa no teste do arame, sugerindoeugissio das
substancias neste modelo para sedacdo. Essa potencializacdo poderitiy tanto

por uma atuacdo em receptores GABAérgicos, bem como por atuac@oitem
sistema neurotransmissor possibilitando uma interagéo de efeitesDxR e VE.

Este teste ndo permite diferenciar um efeito central de ufénmm, no entanto, a via

de administracao do verbascosideo, i.c.v., € 0 tempo de execucdo do testende
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apos a administracdo da substancia, permite sugerir que o eféito éhproduto
inicialmente de acéo central.

De acordo com os resultados obtidos, EA e o EH, bem como a FB, contém
substancias com atividade no SNC. Por se encontrarem em mena@stie@des no

EA ou EH, ou mesmo pela presenca de inimeros outros compostos, nao Yal possi
obter um efeito farmacoldgico claro. A resposta bifasica obsemadairva dose-
resposta com o EH ndo é rara, quando se trata de um extratgdu deaprodutos
naturais, uma vez que esses sd0 misturas complexas de compostogyoeleqne
interagir de formas variadas. Uma das explicacdes poderia ser atébp&la menos,

dois tipos de substancias: uma(s) com efeito “sedativo”, enquanto quEsputr
parece(m) atuar de maneira oposta, como “estimulante”. Em dosesras da
preparacdo, a primeira substancia poderia estar em concentidigiente para
expressar melhor seus efeitos, enquanto nas doses maiores 0 segupdstocom
poderia ocorrer em concentracdes que permitiriam sobrepor fstes eaos da
primeira substancia, resultando na auséncia de efeito quando aumantase da
preparacado (CARVALHO-FREITAS; COSTA, 2002).

Para a FB foi monstrado um efeito protetor para a letalidade comailsdes
induzidas por PTZ, embora o efeito protetor na laténcia e sevenid@sdnesmas nao
tenha sido observado. O VE, como um dos constituintes majoritarios da FB,
constituindo cerca de 11% dessa fracdo (MANCINI, 2005), mostrouo efeit
hipotérmico, hipno-sedativo e protetor da morte no modelo das convulsdes induzidas
por PTZ. A literatura relata que o verbascosideo aumenta pnifemte os niveis de
CAMP (PENNACCHIO et al., 1996), inibe a liberacdo de serotoninquptaria
induzida por ADP (CANO et al.,, 1990; GRICE et al., 2003), além de modular
atividade da PKC (HERBERT et al., 1991) e de espécies redivasigénio (LEE et

al., 2004; ZHOU; ZHENG, 1991). Assim, ele poderia estar modulando ceafrt

0s niveis destes e de outros mensageiros celulares, metabdlicos ou
neurotransmissores, e produzindo seus efeitos farmacoldgicos.

Conclui-se que o EA e o EH de albacontém compostos responsaveis pelos efeitos
centrais da planta, como sugerido pelo uso popular e descrito prefimama na
literatura. A FB possui efeito protetor das mortes durante as sd@subxperimentais
induzidas por PTZ em camundongos e o VE parece contribuir parafeste e

protetor. A presenca do VE pode justificar, pelo menos em parteividade
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farmacologica central observada para a FB, uma vez que agdearisazonais nao
interferem no perfil qualitativo dos constituintes majoritariosplastas (MANCINI,

2005; FERREIRA et al., 2002; TAVARES et al., 2005) e que o verbascosi#eo es
presente na fracdo n-butandlica em todas as coletas como o uattestinais
abundante (MANCINI, 2005). No entanto, devemos considerar que estesdasulta
sdo validos para este lote da planta, uma vez que o clima, soedbag@o ou mesmo

a forma de preparar os extratos podem interferir no aspecto tgtramtidos
constituintes (TAVARES et al., 2004) e, portanto, promover variacOesesokados
experimentais.

Esses estudos contribuem no sentido de mostrar os efeitos dos exfpadss e
hidroalcdlico, da fracdo butandlica e, principalmente, da substanciaasdista
fracdo, o verbascosideo. Contudo, novos estudos devem ser conduzidos a fim de
esclarecer o(s) mecanismo(s) pelo(s) qual(is) o verbascopfdemove atividade
hipno-sedativa e anticonvulsivante. Sugere-se também que novas fracdes e
substancias sejam isoladas e submetidas aos testes farntasolpgra elucidar
realmente se, além dos compostos ja relatados, outros com novo meacdmiagéo
possam estar envolvidos nas atividades farmacoldgicas deétaeegpgetal. Desta
forma, serd possivel conhecer substancias com novos mecanismos ode aca

aumentando o potencial terapéutico de origem natural.
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6 CONCLUSOES

e O Extrato Aquoso e o Extrato Hidroalcodlico He alba contém principios
responsaveis pelos efeitos centrais da planta. No entanto por se aeoorgm
pequenas quantidades nessas preparacbes ou pela presenca deiadadevede

outros compostos ndo se obteve-se um efeito farmacoldgico evidente.

A Fracdo Butanolica dé. alba reduz a letalidade durante as convulsdes
experimentais induzidas por pentilenotetrazol e possui efeito hipotérein

camundongos.

* O Verbascosideo presente na FB reduz a letalidade durantenaslstes
experimentais induzidas por pentilenotetrazol, possui efeito hipotéengamativo
em camundongos, sugerindo que o mesmo seja responsavel, pelo menotkeem par

pelos efeitos centrais da FB dealba

* O Verbascosideo interage com o Diazepam de forma sinérgicavaodo um

efeito sedativo/miorrelaxante em camundongos.
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