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RESUMO

Estudo dos efeitos comportamentais e neuroquimicos do extrato padronizado de Justicia
pectoralis Jacq. var stenophylla Leonard (Chambé&) em camundongos. EDITH TELES
VENANCIO. Orientador (a): Profa. Dra. Marta Maria de Franca Fonteles. Dissertacéo de
Mestrado. Programa de Pés-Graduacao em Farmacologia. Departamento de Fisiologia e
Farmacologia, UFC, 2009.

O extrato padronizado de chamba, preparado a partir das partes aéreas da Justicia pectoralis Jacq. var
stenophylla Leonard, foi avaliado em modelos animais classicos para screening de drogas com atividade
em ansiedade, depressdo, sedagdo e convulsao, tais como, labirinto em cruz elevado (LCE), claro/escuro,
campo aberto, rota rod, nado for¢ado, suspensao da cauda, tempo de sono induzido por pentobarbital e
convulsdo induzida por pentilenotetrazol, e em estudo neuroquimico, através da concentragdo de
monoaminas e seus metabolitos, tais como dopamina (DA), acido diidrofenil acético (DOPAC), acido
homovalinico (HVA), noradrenalina (NE), 5-hidroxitriptamina (5-HT) e acido 5-hidroxindolacético (5-
HIAA). O chamba foi administrado de forma aguda em todos os testes, nas doses de 50, 100 ¢ 200 mg/kg,
através da via oral (v.0.) Os resultados mostraram que o extrato apresentou efeito ansiolitico nos modelos
LCE e claro/escuro, pois aumentou todos os parametros analisados no LCE, como NEBA, PEBA, TPBA ¢
PTBA, assim como o tempo de permanéncia no box claro no claro/escuro. Este efeito esta possivelmente
relacionado com o sistema gabaérgico ja que o flumazenil, antagonista dos receptores
GABA ./Benzodiazepinico, reverteu o efeito ansiolitico do chamba no LCE. No teste campo aberto, nao
foi observado nenhuma alteragdo na atividade locomotora, bem como no niimero de grooming e rearing.
O chamb4 apresentou efeito depressor do Sistema Nervoso Central (SNC), pois nos testes nado for¢ado e
suspensao da cauda, aumentaram o tempo de imobilidade dos animais. A avaliagdo sedativa/hipnotica do
chamba, no teste do tempo de sono induzido por pentobarbital, mostrou que ndo houve alteragdo na
duracdo do sono dos animais, descartando efeito sedativo. No teste da convulsio induzida por
pentilenotetrazol, o chamba ndo alterou a laténcia de convulsdo, bem como a laténcia de morte. Esse
resultado sugeriu que o chamba ndo possui efeito anticonvulsivante. A avaliagdo neuroquimica
comprovou o efeito depressor do extrato, pois se verificou uma redugdo da concentragdo das monoaminas,
envolvidas na depressdo. Em conclusdo, esses efeitos mostraram que o chamba apresenta efeito
ansiolitico, provavelmente relacionado com o sistema gabaérgico; efeito depressor ¢ ndo possui atividade
anticonvulsivante e sedativa.

Palavras-chave: Justicia pectoralis, chamba, ansiedade, depressao, monoaminas



ABSTRACT

Study of the behavioral and neurochemistry effects of the standardized o Justicia pectoralis
Jacq. var stenophylla Leonard (Chamba) in mice. EDITH TELES VENANCIO. Supervisor:
Prof. Dr. Marta Maria de Franca Fonteles. Master Dissertation. Post-graduation Program
in Pharmacology. Pharmacology and Physiology Department, UFC, 2009.

The standardized extract of chamba, prepared from the aerial parts of Justicia pectoralis Jacq. var
stenophylla Leonard, was evaluated in classical animal models to the screening of drugs with activity in
axiety, depression, sedation and convulsion, such as elevated plus maze (EPM), light/dark, open field, rota
rod, forced swimming, tail suspension, pentobarbitone-induced sleep time and pentylenetetrazole-induced
seizures and a neurochemistry study, through the level of monoamines and its metabolites, such as
dopamine (DA), dihidrofenil acetic acid (DOPAC), homovnilic acid (HVA), norepinephrine (NE), 5-
hidroxytriptamine (SHT) and 5-hidroxyindolacetic acis (SHIAA). Chamba was administered acutely in all
tests, in the doses of 50, 100 and 200 mg/kg, through the oral via (p.o.). Results showed that the extract
presented an anxyolitic effect in the models of EPM and light/dark, since increase all the parameters
analyzed in the EPM, such as NEOA, PEOA, TPOA, PTOA, as well as the permanence time in the light
compartment. This effect is probably related with the GABAergic system since Flumazenil, an antagonist
of GABA A/benzodiazepinic, reverted the anxyolitic effect of chamba in the EPM. In the open field, it was
not observed no alteration in the locomotor activity, as well as the number of grooming and rearing.
Chamba presented depressor effect of Central Nervous System (CNS), since in the forced swimming and
tail suspension, increased the immobility time of animals. The sedative/hypnotic evaluation of chamba, in
pentobarbitone-induced sleep time showed that it has no alteration in the duration of sleep of animals,
discarding sedative effect. In the pentylenetetrazole-induced seizures, chamba did not change the
convulsion latency, as well the death latency. This result suggests that chamba did not have
anticonvulsivant effect. The neurochemistry evaluation comproved the depressor effect of the extract,
since it was verified a reduction in the level of monoamine levels, involved in the depression. In
conclusion, these effects showed that chamba presented anxyolitic effect, probably related with the
GABAergic system; depressor effect and did not have anticonvulsivant and sedative effects.

Key Words: Justicia pectoralis, chamba, anxiety, depression, monoamines



LISTA DE FIGURAS

INTRODUCAO
FIGURA 1.1 Estrutura quimica da cumarina (A) e umbeliferona (B). ........cccooeieiiiiiiniininneen. 19
FIGURA 1.2 - Justicia pectoralis Jacq. var stenophylla Leonard.............c.cceovevinieniieieeeennnne. 21
FIGURA 1.3: Sintese € metabolismo do GABA. .......cooiiiiiiiiieee e 28
FIGURA 1.4: ReCEPtOr GABAA. cuvtteeiieeeee ettt et e e et e et e e s bee e nbeeennseeens 28
FIGURA 1.5: Principais vias do metabolismo da dopamina no cérebro...........cccccecvevvenenicnnenne. 31
FIGURA 1.6 — Vias dopaminérgicas N0 CEIEDIO.........ccuieriieriieirieriieeieeeieeieeseeesreesveeseessneenseens 33
FIGURA 1.7 - Sintese da 5-hidroxitriptamina (SETOtONING) ..........ceeueereeerueerieeieienieerieesieenieeseeens 34
RESULTADOS
FIGURA 4.1 — Efeito do Chamba, Diazepam e Flumazenil sobre o nimero de entradas nos
bragos abertos (NEBA) no teste Labirinto em Cruz Elevado em camundongos................... 66
FIGURA 4.2 — Efeito do Chamba, Diazepam e Flumazenil sobre a percentagem de entradas nos
bragos abertos (PEBA) no teste Labirinto em Cruz Elevado em camundongos. .................. 67
Figura 4.3 — Efeito do Chamb4, Diazepam e Flumazenil sobre o tempo de permanéncia nos
bragos abertos (TPBA) no teste Labirinto em Cruz Elevado em camundongos. .................. 68

Figura 4.4 — Efeito do Chamb4, Diazepam e Flumazenil sobre a percentagem do tempo de
permanéncia nos bragos abertos (PTBA) no teste Labirinto em Cruz Elevado em

CAMUINAONZOS. ..ttt eitie ettt ettt e et e bt e et e e tte et e esteeeabeessteeabeessteenseesaseenbeesaseenseeenbeeseesnseenne 69
Figura 4.5 - Efeito do Chamba e Diazepam sobre o tempo de permanéncia no box claro no teste
Claro/Escuro em CamundONZOS. ......c..cevueeuerienieirienienieenieete sttt eae s seeenaeesee e sae e 71
FIGURA 4.6 - Efeito do Chamb4 e Imipramina sobre o tempo de imobilidade no teste Nado
Forcado em camundongOsS. ..........oocuieiiiiiieniieeiieeie ettt ettt sttt et saeeens 77
FIGURA 4.7 - Efeito do Chamba e Imipramina sobre o tempo de imobilidade no teste da
Suspensdo da Cauda em camuNAONZOS. .......coueevieriiririiiniintieie ettt 79
FIGURA 4.8 — Determinagdo da concentracao de DA em cortex pré-frontal apos o tratamento
agudo com chambé 200 mg/Kg em camundongos. ...........cccecueerireriienieeniienieeiee e 85
FIGURA 4.9 — Determinagao da concentracdo de DOPAC em cortex pré-frontal apds o
tratamento agudo com chamba 200 mg/Kg em camundongos. ..........ccceeeeueeveenieeneenieeneene 86
FIGURA 4.10 — Determinacdo da concentragdo de HVA em cortex pré-frontal apds o tratamento
agudo com chambé 200 mg/Kg em camundongos. ...........cccecueerieerieenieeniienieeiee e 87
FIGURA 4.11 — Determinagao da concentragdo de NE em cértex pré-frontal apos o tratamento
agudo com chambé 200 mg/Kg em camundongos. ...........cccecueerieeriienieeniienieeiee e 88
FIGURA 4.12 — Determinagao da concentragdo de 5S-HT em cortex pré-frontal apds o tratamento
agudo com chambé 200 mg/Kg em camundongos. ...........cccecueerieeriienieenieenieeiee e 89
FIGURA 4.13 — Determinagao da concentragdo de 5S-HIAA em cortex pré-frontal apds o
tratamento agudo com chamba 200 mg/Kg em camundongos. ..........ccceeeueevienieeneenieenieene 90
FIGURA 4.14 — Determinagao da concentragdo de DA em hipocampo apds o tratamento agudo
com chambé 200 mg/Kg em camundongos...........cccueeruieriieniienieeniienie et 92

FIGURA 4.15 — Determinacao da concentragdo de DOPAC em hipocampo apds o tratamento
agudo com chambé 200 mg/Kg em camundongos. ...........cccecueerireriienieenieenieeiee e 93



FIGURA 4.16 — Determinacao da concentracdo de HVA em hipocampo ap6s o tratamento agudo

com chambé 200 mg/Kg em camundongos...........cccueerueerireniienieeiienie ettt 94
FIGURA 4.17 — Determinagao da concentragao de NE em hipocampo apds o tratamento agudo
com chambé 200 mg/Kg em camundongos...........cccueerueeriieniienieeiienie et 95
FIGURA 4.18 — Determinacao da concentragdao de 5-HT em hipocampo apds o tratamento agudo
com chambé 200 mg/Kg em camundongos...........cccueerueeriieniienieeiienie et 96
FIGURA 4.19 — Determinacao da concentragao de S-HIAA em hipocampo apoés o tratamento
agudo com chambé 200 mg/Kg em camundongos. ...........cceecueerieeiiienieenieenieeiee e 97
FIGURA 4.20 — Determinagao da concentragdo de DA em corpo estriado apds o tratamento
agudo com chambé 200 mg/Kg em camundongos. ...........cceecueerieeriienieenieenieeiee e 99
FIGURA 4.21 — Determinagao da concentragdo de DOPAC em corpo estriado ap6s o tratamento
agudo com chambé 200 mg/Kg em camundongos. ............ceecueereeriieniienieeniienieeieesee e 100
FIGURA 4.22 — Determinagdo da concentragdo de HVA em corpo estriado apds o tratamento
agudo com chambé 200 mg/Kg em camundongos. ............ccecueevieeriieniienieeniiesieeieesee e 101
FIGURA 4.23 — Determinagao da concentragdo de NE em corpo estriado apds o tratamento
agudo com chambé 200 mg/Kg em camundongos. ............ccecueereeriieniienieeniienieeiee e 102
FIGURA 4.24 — Determinagao da concentragdo de 5S-HT em corpo estriado apds o tratamento
agudo com chambé 200 mg/Kg em camundongos. ............ccecueerieeriieniienieeniiesieeieesee e 103

FIGURA 4.25 — Determinagao da concentragdo de 5S-HIAA em corpo estriado apds o tratamento
agudo com chambé 200 mg/Kg em camundongos. ............ccecueerieeriieniienieeniienie e see e 104



LISTA DE TABELAS

TABELA 1 — Efeito do Chamba e Diazepam sobre a atividade locomotora (ALE), grooming ¢
rearing no teste campo aberto em camunNAONOS. .......cc.eeverrieiuieieerieireeieereeereeeeeeeereeaeereens 73
TABELA 2 - Efeito do Chamba e Diazepam sobre o nimero de quedas e tempo de permanéncia
na barra no teste rota rod em camunAONZOS. .......c.ceoiieriieriieiiierie et 75
TABELA 3 — Efeito do Chambé e Diazepam sobre a laténcia de sono e duracido do sono no teste
Tempo de Sono Induzido por Pentobarbital em camundongos. ..........cccccvveevveeeniieenieeennnn. 81
TABELA 4 — Efeito do Chamba e Diazepam sobre a laténcia de convulsdo e de morte no teste de

Convulsdo Induzida por Pentilenotetrazol em camundongos. ........c..cceeevvereeneenienieneennenne 83



LISTA DE QUADROS

QUADRO 3.1 — Esquema do Teste Labirinto em Cruz Elevado ...........cccoooveviiieiiiniiiiniieiiiees 49
QUADRO 3.2 — Esquema do teste Claro/ESCUIO...........cccuieruiieiiienieeiieiie et eve e eae e 50
QUADRO 3.3 — Esquema do Teste do Campo ADEItO ........ccceeevvviiiiiiieiiieeciie et 51
QUADRO 3.4 — Esquema do Teste do Rota rod..........cccceoeriiniiiiiiiiniiiiiiecccceceseceee 52
QUADRO 3.5 — Esquema do teste Nado FOr¢ado ..........ccceviieiiiiiiiiniiiiiieiecieeeeeeee e 53
QUADRO 3.6 — Esquema do teste da Suspensao da Cauda ..........cceeeeeevienieeiiienieeieenie e 54
QUADRO 3.7 — Esquema do teste Tempo de Sono Induzido por Pentobarbital.......................... 56

QUADRO 3.8 — Esquema do teste Convulsdo Induzida por Pentilenotetrazol............c...ccccceeee.e. 57



SUMARIO

1. INTRODUCAO 17
1.1 GenEralidades ......cccueiiiiiieeiieciee ettt et e e e e e e e e eb e e e b e e e eare e e arae e 17
1.2 CUMATINAS -ttt ettt e b e st e bt e sab e e bt e eab e e b e e sabe e bt e eabeenbeenaneenne 18
1.3 Familia ACanthacC@ae.........cc.eeevuiiieiiiieiiie ettt ettt e e e et e e erae e e reeenens 20
1.4 Justicia pectoralis Jacq var. stenophylla Leonard.............cccceeevuiirieniienieniieieeie e, 20
1.5 ANSICAAAEC ....ooeiiiieeiie ettt e et e e et e e et e e s bt e e e ba e e e b e e e e abeeeearee e araeeanes 22
O B ] 03 (T Y 1o J TSRS 23
L7 EPILEPSIA 1.ttt ettt ettt ettt et eea e bt eeate et e ebeeenteenne 25
L8 STISEEIMAS ...ttt et e e et b e et eb e et e e ettt 26

1.8.1. SiStema GabaAGTZICO. .....ccueruiriiiiietiriterieete ettt ettt sttt et st 26
1.8.2. IMOMNOAIMINGS. ....eenieiieeite ettt sttt et sa e et esbt e et e sb e eabeesbeeeabeenbeesaneens 29
1.9 Correlagio das Areas Cerebrais ¢ Concentragdes Neuroquimicas...............cooeeevevreeevnnnne. 35
1.9.1 COrtex Pré-frontal..........ccoooiiiiiiiiii e 35
1.9.2 HIPOCAIMPO. ..uteeniieeniieeiit ettt ettt ettt ettt et e et e s st e e bt esebeeabeesaeeenbeeesaeenseesneeenseanseas 36
1.9.3 Corpo EStrIadO.....ceeeiiiiiiieiie ettt et e et esaae e sane e 37
1.10 Relevancia € JUSHITICAtIVA .....c.uviiiuiiieciie ettt e e e e 38

2 OBJETIVOS 40
2.1 OBJtIVO GEIAL ...ttt ettt st 40
2.2 ODJEtiVOS ESPECITICOS ...eouviiieiiiiiieiieitieeieesiie ettt et e ettt e eaeesaeebeessaeeseesaseesseessseenseens 40

3 MATERIAIS E METODOS 43
3T ATIIMATIS ¢ttt ettt ettt ettt a ettt e h et et e n e e bt en e eh e e beenteente b e enteeneenees 43
3.2 DITOZAS ...ttt ettt ettt ettt ettt et e e h e e a bt e e bt e e et e e e bt e e e bt e e e b e e e it e e e eabeeeareas 43

3.2.1 Preparo das DIOZAS.......cccuiiiiiiriieeiieiie et eite et etee et e sve e e ssbe e bt e ssseensaessseenseessseenseas 44
3.2.2 Tratamento do grupo eXperimental............ccoocieiiieiiiiiiienieeieee e 45
3.2.3 Protocolo EXperimental.........c.cccueeiieriieiiiieniieeieeiie ettt eve e ee e svaenea e 46
3.3 EQUIPAMEIILOS ....eoutieiieeiiieiieeiteeiee et ettt et et e et e ett e et e s seeeabeesaeeenbeesseeeaseesabeenbeesseesnseenneeenne 47
3.4 Avaliagao da Atividade ANSIOItICA........ccuiiiiuiiieiiiiiciie e e 48
3.4.1 Teste do Labirinto em Cruz Elevado..........ccccccouiiiiiiieiiieeieeeeeee e 48
3.4.2 Teste dO Claro/ESCUIO. .....c..uiiuiiiieieitieieeie sttt ettt st sae e 50
3.5 Avaliacdo da Atividade LOCOMOLOTA............ccooiuviiiiiiiiieeeciiee et e 51
3.5.1 Teste do CamPO ADEITO.....ccuuiiiieiiiieiieeiieeteeeee ettt ere et e e esreeebeessaeesseessaeesseenssesnseas 51
3.5.2 Teste do ROtA FOU......ccoiiieieiic ettt ettt e re e nne e 52
3.6 Avaliagdo da Atividade ANtidePIeSSIVA .......eeevieriieiiieiiieiieeieereeete et ere et e ereeeeeeveeaee e 53
3.6.1 Teste do Nad0 FOrgado.......ccoouviiiieiiiiiicciiee et 53
3.6.2 Teste da Suspensao da Cauda...........ccoeecvieriiieiieriieeiieeeeeeee et 54
3.7 Avaliagdo da Atividade Sedativo/Hipnoética e Anticonvulsivante.........c.ccecceevvereeneeneenneenne. 55
3.7.1 Teste do Tempo de Sono Induzido por Pentobarbital..............ccoeeeerciienieniiieciienieee. 55
3.7.2 Teste da Convulsao Induzida por Pentilenotetrazol.............ccccevieniriiniininiineencnnns 57
3.8 Dissecagdo das Areas Cerebrais (Cortex pré-frontal, Hipocampo e Corpo estriado)........... 58



3.9 Determinagao das concentragdes de monoaminas e seus metabolitos com HPLC.............. 59

R B\, (<110 e (o T USROS PPRUPPRPRO 59
3.9.2 Procedimento EXperimental............cccuieriieriieniieiiieiieeic et 60
3.9.3 S0lUGOES REAZENLES. ....c..eenviriiiiiiiieiiieiteieeeet ettt sae e 60
3.10 ANAliSe EStatiStiCa. ... .eitiiiiiiiiieiieiiteee et 62
4. RESULTADOS 64
4.1 Avaliagao da Atividade ANSIOIItICA ....c.eeeeviiiiiieieiie ettt e 64
4.1.1 Teste do Labirinto em Cruz Elevado..........ccccueieiiiiiiiieiiii e 64
4.1.2 Teste Claro/ESCUIO. ........oiuiiiiieiieiieieee ettt ettt et 70
4.1.3 Teste do CampPo ADCITO.......couiruiirieriiriieieet ettt ettt st 72
O e ¥ 1 (o o SRS 74

4.2 Avaliagdo da Atividade AntidePreSSIVa ........eerueeeiieiiieeiieie ettt ettt 76
4.2.1 Teste do Nado FOrgado.........cocviieuiiiiiiiiiiiie ettt e 76
4.2.2 Teste da Suspensao da Cauda...........cccoeevuieiiniiniiiiiiceceeeee e 78

4.3 Avaliagdo da Atividade Sedativa/Hipnotica € AnticonvulSivante ............ccceeeveeeveerveennenne. 80
4.3.1 Teste do Tempo de Sono Induzido por Pentobarbital............ccccoceriiviniiniininiiineenns 80
4.3.2. Teste da Convulsao Induzida por Pentilenotetrazol.............cocveevieriieniieniienieeniieeneens 82

4.4 Determinacao das Concentracdes de MONOAMINGS ...........c.eeeevveeeiuveeeieveeeirieesireeesereeeseseeeennes 84
4.4.1 COrtex Pré-frontal..........cocooiiiiiiiiiiiee s 84
4.4.2 HIPOCAIMPO. ..ccueeieutieiueietieeiieestte et eette e bt esteesabeestte e bt esseesabeesateenseesstesnseesaseanseesnseeseennseans 91
4.4.3 COTPO ESIIA0. ... eieeiiiieeiie ettt e e et e e e sare e eaee s 98

5 DISCUSSAO 106
6 CONCLUSOES 120

7 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 123



INTRODUCAO




17

1. INTRODUCAO

1.1 Generalidades

A necessidade desempenhou ao longo da histéria a for¢ca motriz que impulsionou a
humanidade a implementacdo de mudangas e de transformacgdes. A dor fez com que o homem
buscasse o analgésico, a doenca desencadeou a busca do remédio, e a cura, muitas vezes somente
foi encontrada na natureza, na riqueza da flora medicinal, amplamente explorada pelo homem
através do tempo. Portanto, ¢ facil inferir que o uso de plantas no combate as doencas seja tao

antigo quanto a propria humanidade.

Até o século XIX, os medicamentos disponiveis eram quase que exclusivamente
formulados a base de plantas medicinais. Segundo Oliveira & Akisue (1998), planta medicinal ¢
todo vegetal que contém em um ou varios de seus 6rgaos, substancias que podem ser empregadas
para fins terapéuticos ou precursores de substincias para tal fim. De inicio, o descobrimento das
propriedades terapéuticas dos vegetais era meramente intuitiva ou, as vezes, pela observacao dos
animais, que buscavam nas ervas o alivio para suas afec¢oes (ALMEIDA et al.,, 2003).
Recentemente, foi que as plantas medicinais passaram a ser estudadas de forma criteriosa e
sistematica, do ponto de vista cientifico com a finalidade de comprovar as suas acdes

farmacolégicas, bem como, ter conhecimento dos efeitos indesejaveis.

Apesar da riqueza da flora brasileira, com cerca de 500.000 espécies, existe consenso
sobre a insuficiéncia de estudos cientificos sobre o assunto (FERREIRA, 2002), dados recentes
revelam que somente 6% das plantas existentes foram estudadas quanto a sua atividade bioldgica
(SHULTES, 1972; TIPPO, STERN, 1977) e, que apenas 15% foram avaliadas fitoquimicamente
(VERPOORTE, 2000). Portanto, a natureza ainda fornece um vasto e promissor campo para a

pesquisa de plantas.

Embora os produtos sintéticos desempenhem papel importante na terapéutica moderna, a

sintese de algumas substancias ainda nao foi conseguida, fazendo com que elas continuem sendo
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obtidas de vegetais, o que aliado ao preco elevado da sintese de uma gama de substancias,
dificultam o acesso de grande parte da populagdo a esses medicamentos, gerando problemas de

satde publica.

Dessa forma, o uso das substancias medicamentosas naturais tem aumentado, tanto em
paises em desenvolvimento quanto em paises desenvolvidos, levando a trocas interculturais e a
difusdo do uso de técnicas e produtos terapéuticos naturais. Este fenomeno requer particular
aten¢do para evitar o uso inapropriado das plantas que podem ser prejudiciais a populacdo

(WHO, 2004).

O aumento da utilizagdo de medicamentos contendo exclusivamente principios ativos de
origem natural ou associado a principios ativos de outra natureza estimula varias empresas
privadas e organizagdes governamentais a instituir projetos de pesquisa para a busca de novas

substancias ativas de origem vegetal (FERREIRA, 2002).

Tudo isto, confirma a necessidade e a importancia da pesquisa para a comprovagao das
atividades farmacolédgicas das plantas medicinais utilizadas popularmente ou para a descoberta
das suas propriedades curativas ou toxicologicas. Neste sentido, o Brasil com sua enorme
biodiversidade, apresenta-se como um grande potencial para a pesquisa e exploracdo na area de
plantas medicinais (ALVES et al., 2000), podendo contribuir para o desenvolvimento de novos

medicamentos.

1.2 Cumarinas

As cumarinas sdo amplamente distribuidas nos vegetais, normalmente encontradas nas
raizes, frutos e semente, e freqiientemente como misturas. Representada pela cumarina (1,2-
benzopirona), cujo nome teve origem no vernaculo caribenho cumaru, nome popular da planta

Amburana cearensis, de onde foi extraida, em 1820 (Figura 1.1).
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Excetuando-se a 1,2-benzopirona, todas as cumarinas sdao substituidas por um grupo
hidroxila na posi¢gdo 7. A 7-hidroxi-cumarina, também conhecida como umbeliferona, ¢ a

precursora das cumarinas di e tri hidroxiladas.

A pesquisa sobre a atividade das cumarinas foi, em alguns casos, o ponto de partida para a
descoberta de novos medicamentos. O dicumarol, por exemplo, ainda hoje utilizado como
raticida devido sua atividade sobre a inibicdo da coagulagdo do sangue, foi descoberto durante a
investigagdo sobre uma doenga hemorrdgica no gado alimentado com melioto [Melilotus
officinalis (L.) Pallas] (trevo-de-cheiro-amarelo) fermentado. Esta atividade guiou a pesquisa que

desenvolveu a varfarina, um anticoagulante oral (CAMPOS, CUNHA, 2005).

Muitas atividades farmacolédgicas sdo associadas as cumarinas, como anti-inflamatéria
(PAYA et al., 1992), antimicrobiana (MICHAELI et al., 1970; HIGGINS et al., 1978),
antitumoral (THORNES, SHEEHAN, 1983; GAWRON, GLOWNIAK, 1987; MARSHALL et
al., 1987), mas algumas exercem, também, efeito central, como as diidropiranocumarinas, que
exercem efeito neuroprotetor e furanocurarinas, que mostraram possuir efeito antidepressivo

(PEREIRA et al., 2009).

FIGURA 1.1 Estrutura quimica da cumarina (A) e umbeliferona (B).
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1.3 Familia Acanthaceae

As plantas da familia Acanthaceae tem distribuicdo pantropical, sendo bem representadas
no Brasil, apresentando o maior nimero de espécies na Mata Atlantica e nas formagdes florestais
mesofilas das regides Sudeste e Centro-Oeste, ocorrendo também em outras formagdes vegetais.

Possuem cerca de 2.500 espécies subordinadas a 250 géneros.

Justicia ¢ um género que compreende cerca de 600 espécies de subarbustos e arbustos que
podem ser cultivadas ou encontradas espontaneamente no México, Venezuela, Trindad, Cuba,

Jamaica, Oeste do Equador, e Norte e Nordeste do Brasil (OLIVEIRA, ANDRADE, 2000).

1.4 Justicia pectoralis Jacq var. stenophylla Leonard

Justicia pectoralis Jacq. var. stenophylla Leonard ¢ uma pequena erva sempre verde,
perene, suberecta, com até 40 cm de altura. Folhas simples, membrandaceas, estreitas e longas,
medindo 3 a 10 cm de comprimento. Flores de coloracdo mariscada, muito pequenas. Fruto do
tipo capsula deiscente. Toda a planta desprende um forte cheiro de cumaru algum tempo depois
de coletada. Multiplica-se facilmente por estacas ou pequenas por¢des dos ramos ja enraizadas;
cresce bem em canteiros formando conjuntos aglomerados globdides, com até 40 cm de altura.
Essa forma de crescimento serve para distinguir esta erva de outras que recebem o mesmo nome
popular, mas que crescem como grama (SOUSA et al., 1991). E distribuida em regides quentes e
umidas e conhecida popularmente como “son curia” (Porto Rico), “sana herida” (Jamaica) ou
“tilo, carpintero ou té criollo” (Cuba). Dentre os seus varios epitetos, “chamba” é o mais
conhecido no nordeste brasileiro (RIZZINI, 1948; CHAGNON et al., 1971; BARROS, 1992;
OLIVEIRA et al, 2000) (Figura 1.2)
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O estudo quimico do extrato das partes aéreas da Justicia pectoralis Jacq. var stenophylla
Leonard revelou a presenca de varios constituintes, cujos principais sao: 1,2-benzopirona e
umbeliferona nas folhas, e cumarinas nas folhas e caule (OLIVEIRA et al, 2000). A presenca de
cumarinas ¢ sugerida como a responsavel pelas atividades fitoterdpicas do chamba (MACRAE,
TOWERS, 1984; MILLS et al., 1986; DE VRIES et al., 1988; BARROS, 1992; LINO et al.,
1997).

Justicia pectoralis foi descrita como tendo um largo numero de ag¢des, como exemplo,
antiinflamatéria (MILLS et al., 1986; LINO et al., 1997), antimicrobiana (CHARIANDY et al.,
1999), broncodilatadora e expectorante (LEAL et al., 2000) e sedativa (PARRA et al., 2001;
MONTERO et al.,, 2008). Também se verificou a sua utilizagdo na ansiedade, como

tranqiiilizante (CHANFRAU et al., 2008).

Fonte: http://picasaweb.google.com/lh/photo/uz7CsamRRms4n810VVHQyQ

FIGURA 1.2 - Justicia pectoralis Jacq. var stenophylla Leonard
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1.5 Ansiedade

A ansiedade consiste em um estado de tensdo ou apreensdo cujas causas nio sao
necessariamente produtoras de medo, mas sim da expectativa de alguma coisa (nem sempre ruim)
que acontecerd num futuro proximo. Sdo reagdes normais até o momento em que comecam a
provocar sofrimento no individuo (LENT, 2004). H& vérios tipos de ansiedade, sendo os mais
comuns: disturbios do pénico, transtorno do estresse po-traumatico e as fobias (GARAKANI et

al., 2000).

O distarbio do panico ainda ¢ pouco diagnosticado. Estudos internacionais (STOPPE,
CORDAS, 2001) demonstram uma taxa de prevaléncia de 0,5% a 2% ao longo da vida. E uma
sindrome na qual o individuo apresenta ataques abruptos, recorrentes e inexplicaveis, de rapida
duracdo (10-15 minutos). Os sintomas sdo: palpitagdes, tremores, suor frio, angustia ¢ medo da
morte. O transtorno do estresse pos-traumatico € um distarbio potencialmente debilitante causado
por experiéncia traumatica ou de testemunho, na qual a vida do individuo ou de outra pessoa
esteja profundamente ameacada, e experiéncias intensas de medo e horror. Tipicamente, os
pacientes revivem o evento traumatico (flashbacks) apds contato ou lembrangas com algum fator
envolvido com o evento e experimentam uma intensa reatividade (ex. hipervigilancia,

irritabilidade e insonia) (VENANCIO et al., 2008).

Fobia, mais comum das alteracdes psiquidatricas, foi previamente classificada como fobia
social, atualmente conhecida por desordem da ansiedade social, consiste no medo da auto-reacao
em resposta a reprovacao da sociedade ou familiares frente a alguma situacdo, ou seja, ¢ o medo
de demonstrar os sintomas da ansiedade quando exposto a pessoas ou ambiente ndo-familiares. O
individuo evita a interacdo social ¢ os momentos em que deve expressar opinido ou forca.

(VENANCIO et al., 2008).

Os transtornos de ansiedade foram tratados durante muito tempo com Vvarios
medicamentos dos quais pouco se conhecia sobre o mecanismo de acdo (KENT et al., 2002).

Esses transtornos sdo sindromes definidas por grupos de sinais e sintomas relacionados e,
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portanto, as intervengdes terapéuticas para todos esses tipos de ansiedade sdao similares

(CANNISTRARO et al., 2003).

Nos ultimos 45 anos, o tratamento farmacoldgico de primeira linha dos transtornos de
ansiedade consistia nos benzodiazepinicos, exemplificados por drogas como o Diazepam. No
entanto, apesar da eficacia clinica, a maioria dos farmacos desta classe apresentam muitos
problemas (MITTE et al., 2005), como sedagdo, relaxamento muscular, amnésia anterograda e

dependéncia fisica (RABBANI et al., 2008).

Um agente ansiolitico deve reduzir a ansiedade com pouco ou nenhum efeito sobre as
funcdes motoras ou mentais, por isso, muitas companhias farmacéuticas estdo conduzindo

estudos para encontrar uma alternativa médica com efeitos ansioliticos mais especificos.

Em termos bioldgicos, a ansiedade induz a uma forma particular de inibigdo
comportamental, que ocorre em resposta aos eventos ambientais que sao novos, nao-
recompensadores (em condi¢des em que a recompensa € esperada) ou a punicdo. Em animais,
essa inibicdo comportamental pode ser observada pela reducdo da mobilidade ou supressdo de

uma resposta comportamental, tal como pressionar uma alavanca para obter comida.

1.6 Depressao

A Organiza¢ao Mundial de Saude prediz que a depressdo serd a segunda maior causa de
incapacidade e inaptiddo em paises desenvolvidos e em desenvolvimento no ano de 2020 (KIM,
2007; MAO et al., 2008). Os sintomas da depressao incluem apatia, irritabilidade, dificuldade de
concentragdo, anormalidades no apetite e sono (sintomas neurovegetativos) (NESTLER et al.,
2002). Esta associado com suicidio, desenvolvimento de disturbios coronarios e diabetes tipo 2
(KNOL et al., 2006), dessa forma, a depressdo prejudica o progndstico de muitas outras

condi¢gdes médicas (EVANS et al., 2005; GILDENGERS et al., 2008).
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A explicagdo para o reduzido prognostico da depressdo e seu consideravel impacto esta
correlacionado com o conhecimento rudimentar da sua fisiopatologia, comparado com outras
doencas cronicas e potencialmente fatais (KRISHNAN, NESTLER, 2008). Ha muitas
explicagdes para essa discrepancia. Em primeiro lugar, as alteragdes no cérebro sdo muito mais
dificeis de serem observadas do que as alteragdes em outros organismos. Técnicas validas para
avaliar aberragdes no circuito cerebral dependem de estudos post-mortem, no qual possuem
numerosas limitagdes, ou técnicas de neuroimagem, na qual detectam alteragdes na atividade
neuronal usando marcadores indiretos para ativacdo (PHELPS, LeDOUX, 2005). Embora as
pesquisas tenham revelado importantes regides envolvidas, o aumento ou redugdo da atividade
em regides cerebrais sdo probabilidades insuficientes para explicar os complexos sintomas

causados pela depressao.

Segundo, a maioria dos casos de depressdo ocorrem idiopaticamente, € o conhecimento
limitado de sua etiologia ¢ refletido como uma lista de varios fatores de risco, como eventos
estressantes, anormalidades enddcrinas (ex. hipotireoidismo), cancer e efeito de algumas drogas

(DREVETS, 2001).

O diagnostico oficial da depressao € subjetivo e baseia-se na documentagdo de um certo
nimero de sintomas. Baseado nesses sintomas ha vérios tipos de antidepressivos utilizados na
pratica clinica, como os antidepressivos triciclicos (TCA), inibidores da monoamino oxidase

(IMAO), inibidores seletivos da recaptag@o de serotonina, dentre outros.

Em animais, ndo ha condi¢do conhecida que corresponda a condi¢cdo inata da depressao
em seres humanos, mas varios procedimentos foram descritos, que produzem em animais estados
comportamentais (retirada da interagdo social, perda de apetite, atividade motora reduzida,
estresse, situagdes inescapaveis, entre outros), tipicos da depressao humana (PORSOLT et al.,

1987).



25

1.7 Epilepsia

Epilepsia ¢ o mais freqliente distirbio neuroldgico, atingindo 50 milhdes de pessoas no
mundo, 40 milhdes delas em paises desenvolvidos. Pessoas de todas as ragas, sexos, condi¢oes
socioeconomicas e regides sao acometidas (SCOTT , 2001). Elas podem sofrer conseqiiéncias
profundas, inclusive morte subita, ferimentos, problemas psicolégicos e transtornos mentais.
(MARCHETTI, DAMASCENO, 2000). Também a epilepsia se associam problemas sociais e
econdmicos. Pode ser considerado um problema significativo de saude publica (GOMES, 1994;
1997). Em recente estudo epidemiologico, foi encontrado 29% de prevaléncia de depressdo em

pacientes com epilepsia (BLUM, 2002).

O impacto econdmico da epilepsia se tornou um assunto importante em anos recentes.
Viarias das drogas antiepilépticas tem um custo mais de 100 vezes ao do fenobarbital, farmaco
muito utilizado em crises. Custos indiretos, como morbidade, beneficios, mortalidade excessiva,
dias de trabalho perdidos, desemprego, assim como custos relacionados ao tratamento sdo muito

significativos.

Crises convulsivas, por definicdo, sdo descargas sincronicas, de grande intensidade,
paroxisticas e excessivas de um grupo de neurénios (MELDRUM, CHAPMAN, 1999). Estas
podem ser classificadas clinicamente em duas categorias: parciais e generalizadas. A efetividade
do tratamento anticonvulsivante depende do tipo de convulsdo. As crises do tipo parcial
originam-se em um grupo pequeno de neurdnios que constituem o foco da convulsdo. Desta
forma, a sintomatologia depende da localizagcdo do foco no cérebro. Estas crises podem ser do
tipo parcial simples (sem alteracdes na consciéncia) ou parcial complexa (com alteracdes na
consciéncia). As crises podem ter inicio focal e posteriormente generalizarem (envolverem o
cérebro como um todo), sendo nestes casos chamadas crises parciais complexas. As crises
generalizadas sdo aquelas em que h4 o envolvimento, desde o inicio, de ambos hemisférios

cerebrais (ENGEL, 2001).
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As crises convulsivas podem se desenvolver com graus diferentes de envolvimento
muscular. O evento motor consiste em aumento ou reducao da contracao muscular. O aumento da
contracdo muscular pode ser do tipo tonico (significando contracdo muscular mantida durante
segundos ou minutos), clonico (contragdes musculares, seguidas de relaxamento gerando abalos
musculares sucessivos) ou mioclonicos (contragdes musculares muito breves, semelhantes a
choques). A diminui¢do da contragdo muscular caracteriza as mioclonias negativas ou crises

atonicas (ENGEL, 2001).

A fisiopatologia da convulsdo ainda ndo estd completamente definida. Os modelos de
convulsdo em animais reproduzem alteracdes comportamentais e eletroencefalograficas que sao
semelhantes a crise convulsiva em humanos (BEN-ARI et al., 1980, 1981). Esses modelos sao
utilizados para estudar o envolvimento dos sistemas de neurotransmissores como moduladores da
epileptogénese, como também permitem observar alteragdes comportamentais, histopatologicas,
e outros dados neuroquimicos relacionados ao processo convulsivo (CAVALHEIRO et al., 1994;

MARINHO et al., 1997, 1998, COSTA-LOTUFO et al., 2002).

1.8 Sistemas

1.8.1. Sistema Gabaérgico

O 4cido y-aminobutirico (GABA) ¢ o principal neurotransmissor inibitério do sistema
nervoso central de vertebrados. E sintetizado a partir do L-glutamato, numa reagio de
descarboxilagdo catalisada pela enzima glutamato descarboxilase (GAD), enzima encontrada
apenas em neurdnios que sintetizam este neurotransmissor no cérebro. Apos ser sintetizado, o
GABA ¢ empacotado dentro de vesiculas. Uma vez liberado na fenda sinaptica, o GABA liga-se
a seu receptor, causando hiperpolarizagdo, devido influxo de Cl- ou efluxo de K+ , no neurénio

pos-sinaptico (Figura 1.3).
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A remocao do GABA da fenda sindptica ¢ rapida e ¢ realizada pelo transportador de
GABA (GAT) em um processo de captagdo que ocorre dentro do neurénio pré-sindptico. A
degrada¢dao do GABA ocorre através da reacdo de transaminagdo, na qual o grupo amino ¢
transferido para o acido a-oxoglutdrico (produzindo glutamato), com formagdo de semi-aldeido
succinico e, a seguir, acido succinico. Esta reagdo ¢ catalisada pela GABA-transaminase (GABA-

7).

O GABA atua em dois tipos distintos de receptores: GABA, ¢ GABAg. O receptor
GABAA consiste em um canal regulado por ligante, sensivel ao cloreto ¢ ¢ antagonizado pela
picrotoxina e bicuculina, ambas causando convulsdes generalizadas (BORMANN, 1988;
SILVILOTTI, NISTRI, 1991). Os receptores GABAg sdo acoplados a proteina G e regulam
canais de K+ que quando ativados reduzem a condutincia ao célcio ou ativam os canais de

potassio (BORMANN, 1988; BOWERY, 1993).

Os receptores GABA, sdo os de maior importancia por possuirem um papel central na
regulacdo da excitabilidade cerebral, através de seus efeitos inibitorios, e, muitas drogas
importantes, tais como benzodiazepinicos, apresentam varios efeitos relacionados com este
receptor, tais como a sedag¢do e a inducdo do sono, a redugdo da ansiedade e da agressao, a
reducdo do tonus muscular ¢ da coordenagdo, efeito anticonvulsivante, além de amnésia
anterograda. Estes efeitos dos benzodiazepinicos ocorrem através da potencializagdo da resposta
ao GABA por facilitarem a abertura dos canais de cloreto ativados pelo GABA. Eles se ligam de
um modo especifico em um sitio regulador do receptor, distinto do sitio ligante do GABA, ¢

agem de modo alostérico, aumentando a afinidade do GABA pelo receptor (Figura 1.4).

O receptor GABA, ¢ um canal idnico acionado por ligante, consistindo de um
aglomerado pentamérico, construido pela associacdo de 18 ou mais subunidades diferentes. A
subunidade o do complexo pentamérico ocorre em seis isoformas (al-a6). Diferentes efeitos
benzodiazepinicos podem, assim, estar ligados a diferentes subtipos de receptores de GABA4,
sugerindo a possibilidade de desenvolvimento de novas substancias com efeitos mais seletivos do

que os benzodiazepinicos existentes.



FIGURA 1.3 - Sintese e metabolismo do GABA.

Disponivel em: <www.javeriana.edu.co/.../gabal.gif>
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FIGURA 1.4 - Receptor GABAA.

Adaptado de: <www.niaaa.nih.gov/.../O/gaba_receptor.gift>
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1.8.2. Monoaminas

As monoaminas, compostos que possuem apenas um grupamento amina, compreendem a

noradrenalina (NA), dopamina (DA) e a serotonina (5-HT).

A patogenia da depressdo foi, inicialmente, explicada, pela Teoria das Monoaminas, que
afirma que a depressdo ¢ causada por um déficit funcional das monoaminas transmissoras em
certos locais do cérebro, enquanto a mania resulta de um excesso funcional (MANIJI et al., 2001).
Essa hipotese surgiu apds a observagdo do efeito clinico de varios farmacos que induziam ou
aliviavam os sintomas da depressdo, principalmente, na década de 50, com a introducdo da
reserpina para o controle da hipertensdo. Observou-se que os pacientes em tratamento para o
controle da pressdao arterial desenvolveram um quadro de depressdo. Estudos farmacologicos
subsequentes revelaram que o principal mecanismo de a¢do da reserpina consistia em inibir o
armazenamento dos neurotransmissores aminicos, como a noradrenalina e serotonina, nas

vesiculas das terminagdes nervosas pré-sinapticas. (GOODWIN, BUNNEY, 1971).

Apesar da teoria das monoaminas, foi sugerido que a dopamina também participa na
depressdo (KAPPUR, MANN, 1992). A dopamina estd implicada na regulacdo do humor
(BROWN et al., 1993) e foi mostrado que em modelos animais de depressdo, os niveis de
dopamina extracelular estdo diminuidos (ROSSETTI et al., 1993). Além disso, tem sido
considerado que a dopamina estd envolvida com os efeitos antidepressivos de drogas (JOCA et
al., 2000), pois a bupropiona, um inibidor seletivo da recaptagdo de dopamina, ¢ clinicamente

utilizado como antidepressivo (MARTIN et al., 1990; ASCHER et al., 1995).

Dentre as monoaminas, as catecolaminas, substidncias que apresentam um Unico
grupamento amina, um grupo catecol (anel benzeno com dois grupamentos hidroxil adjacentes) e

uma cadeia lateral de etilamina ou um de seus derivados (FELDMAN et al., 1997).
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A dopamina e noradrenalina possuem a mesma via de sintese, pois sdo sintetizadas a
partir do aminoacido L-tirosina. Duas reac¢des transformam a L-tirosina em dopamina: a primeira
¢ catalisada pela enzima tirosina-hidroxilase (TH) a qual converte L-tirosina em L-3,4-
dihidroxifenilalanina (L-DOPA). A tirosina-hidroxilase ¢ considerada a enzima limitante desta
via. O segundo passo ¢ a descarboxilagio da L-DOPA, catalisada pela enzima DOPA-
descarboxilase, a qual produz dopamina (DA), que sofre acdo da dopamina B-hidroxilase para
tornar-se noradrenalina (NA) (FELDMAN et al., 1997). Esse ¢ o ponto-chave da sintese de
dopamina, pois na auséncia da enzima dopamina B-hidroxilase nos neurdnios dopaminérgicos

ndo ha conversdo de DA em NA, ocorrendo, assim, o acimulo de DA nas vesiculas sinapticas.

Apos serem sintetizadas, as catecolaminas se difundem pela fenda sinaptica e podem ser
catabolizadas pelas enzimas monoamina oxidase (MAQ) e catecol o-metil transferase (COMT)
que estdo amplamente distribuidas no corpo e no Sistema Nervoso Central (SNC). A MAO esta
localizada na parte externa da membrana mitocondrial (COSTA, SANDLER, 1972) e pela sua
localizagdo intracelular, tem um papel importante na inativacdo das catecolaminas que estdo
livres na fenda sinaptica. A COMT age nas catecolaminas extraneuronais. Os metabolitos
produzidos pela acdo dessas enzimas sdo: acido diidrofenil acético (DOPAC) e 4cido

homovalinico (HVA) (Figural.5).
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FIGURA 1.5 - Principais vias do metabolismo da dopamina no cérebro

Inicialmente, a dopamina foi considerada apenas um precursor da noradrenalina, mas
estudos posteriores demonstraram que a distribui¢do da dopamina e da noradrenalina ¢
significativamente diferente. Na verdade, mais da metade de catecolaminas presentes no cérebro
¢ de dopamina (MISSALE et al., 1998). A dopamina ¢ de fundamental importancia nas fungdes

motora, motivacional ¢ relacionadas a memorizagao.

Projecdes originadas de areas cerebrais que sintetizam a dopamina se estendem para
regides do mesencéfalo formando quatro vias dopaminérgicas: (1) nigroestriatal;, (2)

mesolimbica; (3) mesocortical e (4) tuberoinfundibular. (Figura 1.6).
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O sistema nigroestriatal compreende os neurdnios dopaminérgicos que se originam da
substancia negra pars compacta e terminam na regido chamada de corpo estriado dorsal. Esta
regido inclui o nucleo caudado e putamen. A via nigroestriatal esta envolvida no controle dos
movimentos ¢ a sua degeneracdo causa a doenga de Parkinson, caracterizada por tremor de
repouso, rigidez e bradicinesia (GERFEN, 1992; LANG, LOZANO, 1998a). A via mesocortical
tem origem na area tegmentar ventral (ATV) e inerva diferentes regides do cortex frontal. Esta
via parece estar envolvida em alguns aspectos do aprendizado e memoria (LE MOAL, SIMON,

1991; FELDMAN et al., 1997).

A via mesolimbica ¢ originada do mesencéfalo na area tegumentar ventral e inerva o
estriado ventral (nucleus accumbens), o tubérculo olfatério (TO) e parte do sistema limbico
(FELDMAN et al., 1997). Esta via esta implicada com o comportamento motivacional (KOOB,
BLOOM, 1988; KOOB, 1992). A via tuberoinfundibular origina-se das células do nucleo
periventricular e arqueado do hipotdlamo (FELDMAN et al., 1997). As projecdes desta via
alcangam a eminéncia média do hipotdlamo onde ocorre liberacdo de dopamina nos espagos
perivasculares do plexo capilar do sistema hipotaldmico-hipofisario. Por esta via a dopamina ¢

tranportada para a hipdfise anterior onde atua inibindo a liberacao de prolactina.
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FIGURA 1.6 — Vias dopaminérgicas no cérebro

A alteragdo no sistema noradrenérgico tem sido implicado em varios distarbios como
transtorno do déficit de atencdo e hiperatividade, depressdo e ansiedade (TIMMONS et al., 2004).
Certos componentes do sistema noradrenérgico podem estar envolvidos com excitagdo e medo.
Assim, a ansiedade e a perda do prazer, caracteristicas da melancolia e da depressdo podem estar
relacionadas a desregulacao do sistema noradrenérgico (SCHILDKRAUT, 1965; KANDEL et al.,
2000; KALIA, 2005; HALES, YUDOFSKY, 2006; YUDOFSKY, HALES, 2006).

A 5-hidroxitriptamina (5-HT, serotonina) ¢ sintetizada a partir do aminoacido essencial L-
triptofano apds sua captagao do sangue para o cérebro. A fonte primaria de triptofano ¢ a dieta. O
triptofano € convertido a 5-hidroxitriptofano pela acao da triptofano hidroxilase, etapa limitante
da reagdo. O 5-hidroxitriptofano, por sua vez, ¢ convertido a 5-hidroxitriptamina (serotonina)
pela acdo da enzima L-aminoacido aromatico descarboxilase. Apds a sintese, a serotonina ¢
armazenada nos granulos secretores e liberada dos neuronios serotonérgicos por exocitose. A
principal via de metabolismo da 5-HT envolve a desaminagdo oxidativa pela MAO, com

forma¢do de um intermediario acetaldeido (5-hidroxindolacetaldeido), que, por fim, é convertido
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em acido 5-hidroxindolacético (5-HIAA), pela enzima aldeido desidrogenase (Figura 1.7). Como
a formacdo de 5-HIAA ¢ responsavel por quase 100% do metabolismo da 5-HT no cérebro, a
taxa de renovacao da serotonina ¢ estimada aos e determinar a taxa de elevacao do 5-HIAA. A
serotonina esta envolvida em praticamente todos os comportamentos tais como, o apetite,

atividade motora, nocicepg¢ao, sexual e humor.
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FIGURA 1.7 - Sintese da 5-hidroxitriptamina (serotonina)
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1.9 Correlagdo das Areas Cerebrais e Concentragdes Neuroquimicas

Viérias estruturas cerebrais estdo envolvidas na organizacio do comportamento
emocional, tais como cortex pré-frontal, hipocampo e corpo estriado. Estas estruturas possuem
importante interacdo anatoOmica e estdo envolvidas em modalidades funcionais interdependentes

que coordenam o comportamento emocional e cognitivo.

1.9.1 Cortex Pré-frontal

Evidéncias clinicas apontam que o cortex pré-frontal ¢ a regido cerebral envolvida na
disfungdo da depressio (DREVETS et al., 1998). Pacientes depressivos submetidos a
eletroencefalografia apresentaram uma maior anormalidade nessa regido (TUCKER, et al., 1981)
e a estimulacdo intracraniana dessa drea promove a melhora do quadro depressivo (GEORGE,

1995).

O cortex pré-frontal € uma estrutura crucial no estabelecimento de processos cognitivos e
de decisdes, determinados com base no valor do estimulo (GOLDMAN-RAKIC, 1995). O cortex
pré-frontal é também ativado em resposta a estimulos ameacadores (BLISS et al., 1968;
THIERRY et al., 1976; WEISS et al., 1981; DEUTCH, ROTH, 1990; TANAKA et al., 1990;
INOUE et al., 1993). A ativacdo metabolica do sistema dopaminérgico no cortex pré-frontal de
roedores, em resposta a estimulos aversivos, ¢ um dos correlatos neuroquimicos do estresse mais
estudados (DEUTCH, ROTH, 1990). Os corpos celulares dopaminérgicos estdo localizados na
area tegmental ventral (ATV) no nucleo A10 , de onde partem projegdes para o cortex
(GOLDMAN-RAKIC et al., 1989; VINCENT et al., 1993). O aumento de dopamina no cortex
pré-frontal ¢ produzido por uma variedade de estimulos aversivos (THIERRY et al., 1976;
FADDA et al., 1978; REINHARD et al., 1982; CLAUSTRE et al., 1986; ROTH et al., 1988) e,
estresse (KANEYUKI et al., 1991; GOLDSTEIN et al., 1994, 1996).
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A exposicdo ao estresse também causa um aumento do metabolismo noradrenérgico em
varias regides cerebrais (MAAS et al., 1971; SWEENEY et al., 1978; GLAVIN, 1985; DUNN,
1988; TANAKA et al., 1990). Estes resultados sao consistentes com o trabalho de Jacob et al.
(1991), na qual a indugdo do estresse causou aumento da atividade eletrofisiologica nos
neurdnios do locus coeruleus. Investigagdes anteriores (BLISS, 1968) mostraram que a exposi¢ao
de ratos a estimulos estressantes incontrolédveis, como choque nas patas, resultou na diminuigao
dos niveis corticais de NA concomitantemente com o aumento dos niveis de seus metabolitos,
enquanto que o mesmo estimulo estressante acelerou o metabolismo de DA e 5-HT sem alterar o

nivel absoluto dessas aminas.

Tem sido relatado que em situagdes estressantes ocorre aumento no metabolismo cerebral
de 5-HT (THIERRY et al.,, 1968; DUNN, 1988) com um aumento dos niveis de 5-HIAA
(YAMASHITA, 1993), embora esses achados ndo sejam relatados em todos os estudos
(KANEYUKI et al., 1991). Esta condicdao, portanto, pode ser decorrente de maior atividade

neuronal serotonérgica com conseqiiente reducao de 5-HT.

1.9.2 Hipocampo

O hipocampo possui importantes conexdes com o talamo, hipotalamo e cortex entorrinal.
Estas conexdes lhe permitem atuar como conferidor das informagdes sensoriais provenientes do
cortex entorrinal, e confrontd-las com as predicdes geradas no sistema limbico, que, por sua vez,
integra informagdes de outras partes do cérebro, incluindo o cortex pré-frontal. Quando ha
incompatibilidade entre os eventos ambientais ¢ o que estd armazenado, o hipocampo passa a
funcionar como modalidade controle, que gera inibi¢do comportamental, acompanhada por
aumento de atencdo ao meio e do aumento da vigilancia aos estimulos potencialmente perigosos
(McNAUGHTON, GRAY, 2000; BRANDAO, 2001). Esta fungdo hipocampal ¢ de grande
importancia em situagdes em que se estabelece o conflito entre evitar o estimulo potencialmente

perigoso e aproximar-se dele (McNAUGHTON, GRAY, 2000).
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Os mecanismos serotonérgicos do hipocampo sdao importantes no processo de informagao
aversiva (GRAEFF, 1997; DEAKIN et al., 1992; GOLDSTEIN et al., 1996). O efeito amnésico
causado por lesdes hipocampais ¢ bem documentado, levando a numerosas teorias de funcao
hipocampal sobre memoria, contudo, esses danos podem resultar em desinibi¢do comportamental
e redugdo da ansiedade. Um numero crescente de estudos sugere que esses efeitos
comportamentais diversificados devem ser associados a diferentes subregides hipocampais. O
hipocampo dorsal tem papel preferencial em certas formas de aprendizagem e memodria,
notavelmente aprendizagem espacial, enquanto o hipocampo ventral exerce atividade em

processos cerebrais associados a ansieade (BANNERMAN et al., 2004).

1.9.3 Corpo Estriado

O corpo estriado ¢ uma estrutura onde estimulos com valores afetivos e emocionais
interagem com areas motoras (MOGENSON et al., 1980; PENNARTZ et al., 1994). O corpo
estriado ¢ considerado uma importante area de producdao de respostas emocionais, contudo,
mudancas no seu conteudo monoaminérgico podem implicar em varias desordens cerebrais,

incluindo a ansiedade (SESACK, PICKEL, 1992).

O corpo estriado funciona como uma interface entre os sistemas motivacional e motor, de
modo a servir de canal por onde o estimulo com valor afetivo e emocional acessa as vias efetoras-

motoras (MOGENSON et al., 1980; PENNARTZ et al., 1994).

Sabe-se que a exposicdo a um estresse moderado ativa o sistema dopaminérgico no cortex
pré-frontal enquanto ndo afeta o metabolismo dopaminérgico no estriado. Por outro lado, a
exposicdo a um estresse mais intenso resulta em um recrutamento do sistema dopaminérgico
mesolimbico que inerva o corpo estriado (ROTH et al., 1988; GOLDSTEIN et al., 1996). O
cortex pré-frontal e corpo estriado estdo, portanto, conectados anatomica e funcionalmente. A
regulacdo cognitiva que o cortex pré-frontal exerce sobre a reatividade emocional organizada no

corpo estriado ¢ uma evidéncia importante nesse sentido (GOLDSTEIN et al., 1996).
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1.10 Relevancia e Justificativa

Produtos naturais constituem uma importante fonte de pesquisa visando a descoberta de
novas substancias com atividades farmacoldgicas. Plantas com atividades psicoativas exercem
importantes efeitos sobre a consciéncia, as emogdes € a cognicao e, devido a esses efeitos, tem
sido utilizadas h4 bastante tempo com finalidades terapéuticas, espirituais e recreacional. A
investigagdo farmacologica de produtos naturais que apresentam atividade sobre o sistema
nervoso central (SNC) tem auxiliado a compreensao das bases neuroquimicas de muitas doengas.
Extratos vegetais e produtos isolados exercem suas acdes através de interacdes com moléculas

endogenas transdutoras de sinal.

O chamba, um extrato padronizado das partes aéreas da Justicia pectoralis var
stenophylla Leonard, possui como principais constituintes a cumarina e um de seus derivados, a
umbeliferona, e apresentou vdarias propriedades farmacologicas, como anti-inflamatoria,
antimicrobiana, broncodilatadora e expectorante, mostrando ser uma substancia biologicamente
ativa. Por apresentar cumarina em sua constituicdo, onde sua atuacdo no SNC ja é conhecida,
suspeita-se que o extrato de Justicia pectoralis, também exerga atividade central, o que é
reforgada pelo uso popular em situagdes de ansiedade e estresse (PARRA, 2001; CHANFRAU,
2008; MONTERO, 2008).

Levando em consideracdo o uso popular, tornou-se de extrema relevancia estudar os
efeitos do chamba sobre o SNC, em vérios modelos animais de comportamento com a finalidade
de verificar seus efeitos na ansiedade, depressdo, atividade locomotora, além de possivel

atividade anticonvulsivante e hipnotica.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O objetivo principal do estudo foi avaliar as a¢des do extrato padronizado de Justicia
pectoralis var stenophylla Leonard (chamba) no sistema nervoso central, através da analise das
alteracdes comportamentais em diferentes modelos, ja padronizados, de depressdo, ansiedade,
convulsao e sedacdo em camundongos, e das alteragdes neuroquimicas em trés areas importantes
na acdo da droga, cortex pré-frontal, hipocampo e corpo estriado. Desta forma, acreditamos
contribuir para o conhecimento farmacoldgico das propriedades terapéuticas desta espécie,

visando melhor caracterizar suas atividades.

2.2 Objetivos Especificos

> Avaliar a atividade ansiolitica do chamb4 nos modelos de labirinto em cruz elevado e

claro/escuro;

» Avaliar a atividade motora do chamba nos modelos de campo abeto ¢ rota rod;

» Avaliar a atividade antidepressiva do chamba nos modelos de nado for¢ado, suspensio da

cauda;

» Avaliar a atividade sedativa/hipnotica do chamba no modelo de tempo de sono induzido

por pentobarbital;

» Avaliar a atividade anticonvulsivante do chamba no modelo de convulsdo induzido por

pentilenotetrazol (PTZ);
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» Avaliar a participac¢do dos receptores GABA s/Benzodiazepinicos, no mecanismo de a¢ao

ansiolitico do chamba;

» Avaliar a atividade do chamba sobre as concentra¢des das monoaminas bidgenas.
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MATERIAIS E METODOS
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados camundongos albinos (Mus musculus) variedade Swiss, adultos, do sexo
masculino, pesando entre 25-30g, provenientes do Biotério do Departamento de Fisiologia e
Farmacologia e do Biotério Central da Universidade Federal do Ceard, mantidos em caixas de
propileno 26 *+ 2 oC, com ciclos claro/escuro de 12 em 12 horas, recebendo racao padrao (Purina
Chow) e agua “ad libitum”. Os animais foram colocados em jejum de sélidos de 5 horas, antes da
realizacdo de cada experimento em que a via oral foi utilizada para a absor¢do das substancias.
Os protocolos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal (CEPA)

da Universidade Federal do Ceard, sob o protocolo niumero 14/09.

3.2 Drogas
| Drogas/Reagentes Origem ||
Agua Destilada Deionizador
Alcool etilico P.A. Quimex, Brasil
Diazepam Unido Quimica Brasil
Flumazenil Sigma
Imipramina Imipra®, Cristalia
Pentilenotetrazol Sigma
Pentobarbital Abbot
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3.2.1 Preparo das Drogas

Material Vegetal

A parte aérea de Justicia pectoralis foi coletada no Horto de Plantas Medicinais do
Nucleo de Fitoterapia (NUFITO), que faz parte do Nucleo de Assisténcia Farmacéutica (NUASF)
da Secretaria de Satde do Estado do Ceara (SESA). Exsicatas (numeros 16071 ¢ 16079) da
espécie estdo depositadas no Herbario Prisco Bezerra da Universidade Federal do Ceard. A
retirada foi feita manualmente, sendo, entao, lavada em agua corrente, seguida de agua destilada.

Apos a pesquisa de materiais estanhos, a matéria-prima vegetal foi posta para secar.

Obtencédo da droga vegetal

A parte aérea do chambd foi submetida a secagem em estufa com circulacdo forcada de ar
continua (Lawes, Brasil) sob temperatura de 35°C £+ 5°C. Apos a secagem, a cominui¢do do
material obtido foi feito em siladeira, utilizando-se a malha fina. O monitoramento do teor de
umidade da droga vegetal foi realizado em determinador de umidade de infravermelho (Marte),
utilizando-se em torno de 3g da planta sob aquecimento de 105°C por 1h (OLIVEIRA et al.,
2001).

Preparacéo da solugéo extrativa

O extrato foi preparado por percolagdo, com maceragdo prévia por 24h utilizando solugado
hidroalcoolica a 20%, utilizando-se a propor¢ao de 15mL de extrato para cada 1g de droga
vegetal. A solucdo extrativa foi entdo concentrada em estufa com circulagao forcada de ar para
eliminar o teor alcodlico e aumentar o teor de so6lidos, o que correspondeu a uma redugao de 75%

do volume inicial.
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Determinacéo do teor de marcadores/principios ativos

A amostra foi diluida em fase movel na propor¢do 1:5 e filtrada em unidade filtrante
0,45um (Millipore, EUA). Para o doseamento, empregou-se um sistema cromatografico Alliance
(Waters, EUA) acoplado a um detector de arranjo de diodos (CLAE — DAD), sob as seguintes
condicdes: coluna C18, fase movel (A: AcN/MeOH/THF; B: H2PO4/Et3N, pH 3), eluicao
gradiente, fluxo 1,8mL/min e A=323nm (FONSECA et al., 2007). A quantificagdo dos dois
principais constituintes (cumarina e umbeliferona) foi realizada através de suas curvas de
calibracao, obtidas pr injecdo de padrao externo. A andlise cromatografica foi realizada em
triplicata. A andlise do extrato em HPLC-PDA permitiu detec¢do e quantificacdo de cumarina (rt
= 4.8 min; 0,69 £ 0,007 mg/mL extrato) e umbeliferona (rt = 5.9 min; 0,13 + 0,006 mg/mL

extrato).

O extrato padronizado da Justicia pectoralis foi diluido em agua destilada, obtendo-se a
concentragdo final de 5, 10 e 20 mg/mL para ser administrado nas doses de 50, 100 e 200 mg/kg,
respectivamente, por via oral (v.0.). Os grupos controle receberam veiculo (agua destilada). As
drogas utilizadas ao longo dos experimentos tais como diazepam (1 e 2 mg/Kg), imipramina (10
e 30 mg/Kg), pentobarbital sddico (40 mg/Kg), pentilenotetrazol (80 mg/Kg) e flumazenil (2,5
mg/Kg) foram dissolvidas e diluidas diretamente em agua destilada. O volume total de solugdo

administrada, por via oral e intraperitoneal, foi de 10 mL/Kg.

3.2.2 Tratamento do grupo experimental

Os animais foram tratados com Chambd, de forma aguda, nas doses de 50, 100 e 200
mg/Kg através da via oral (v.0.). Os animais foram submetidos aos testes 60 minutos apds os
tratamentos. Para a avalia¢do da atividade antidepressiva, foi utilizada imipramina 10 e 30 mg/Kg
(i.p.) nos testes do nado for¢ado e suspensdo da cauda, respectivamente, como padrao positivo.

Como referéncia ansiolitica foi utilizado diazepam 1mg/Kg (i.p.) nos testes do labirinto em cruz
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elevado e claro/escuro, e diazepam 2mg/Kg (i.p.) no campo aberto. Diazepam 2 mg/Kg (i.p.) foi
utilizado, também, no modelo rota rod, como padrao para atividade relaxante muscular, assim
como Diazepam 1 mg/Kg foi utilizado nos modelos de tempo de sono induzido por pentobarbital
e convulsdo induzida por pentilenotetrazol como padrio para a atividade sedativa e

anticonvulsivante, respectivamente.

3.2.3 Protocolo Experimental

Antes dos experimentos, os animais foram colocados em ambiente fechado, desprovido de
barulho externo, com a temperatura constante (24+ 1° C) e iluminacdo de baixa intensidade
(lampada vermelha de 15 W), de modo que se adaptassem com o ambiente do experimento. Os
testes do campo aberto e rota rod foram realizados com os mesmos grupos de animais da maneira
descrita a seguir: primeiramente os animais, um por vez, foram colocados no campo aberto onde
foram avaliados durante 5 minutos e, em seguida, foram transferidos para o rota rod onde a
atividade foi observada por 1 minuto. Os outros testes comportamentais, como labirinto em cruz
elevado, claro/escuro, nado for¢cado, suspensdao da cauda, tempo de sono induzido por
pentobarbital e convulsdo induzida por pentilenotetrazol foram realizados com diferentes grupos
de animais. Em todos os testes, com excec¢do, apenas, do nado forcado e suspensdo da cauda,
apds cada observac¢dao animal, foi utilizado alcool 70% para remog¢do de residuos e odor do

animal.
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Equipamentos

Origem

Balanga Analitica

Modelo H5, Mettler, Suica

Balanga para animais

Filizola, Brasil

Campo Aberto Fabricado no proprio laboratorio
Crondémetro Incoterm, Brasil
Deionizador USF, Elga, USA

Equipamento do Claro/Escuro

Fabricado no proprio laboratdrio

Equipamento do Rota Rod

Ugo Basile, Italy

Labirinto em cruz elevado

Fabricado no departamento

Pipetas Automaticas

H.E., Dinamarca

Recipiente do Nado Forcado

Fabricado no proprio laboratério

Sonicador Modelo PT 10-35. Brinkmann Instruments Inc., USA
Vidrarias Pirex, Brasil

Bomba para HPLC LC — 10AD Shimadzu Corp., Japan

Agitador de tubos Modelo 251, FANEN, SP, Brasil

Centrifuga refrigerada

Modelo Marathon 26 KMR, Fisher Scientific

Degaseificador

DGU-2*

Detector eletroquimico

L-ECD-6*, Shimadzu Corp., Japan

Equipamento de Millipore para
filtragdao a vacuo

Millipore Apparatus, Bedford, MA, USA

Freezer a -70°C

Modelo ULT 2586-3D14, Revco Scientific, Inc.
Asheville, N.C. USA

Homogeneizadores manuais

Bellico, USA
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3.4 Avaliacdo da Atividade Ansiolitica

3.4.1 Teste do Labirinto em Cruz Elevado

Os camundongos foram divididos em 5 grupos de animais, onde foram tratados com
veiculo (agua destilada, v.0.), chamba (50, 100 e 200 mg/Kg, v.0.) e diazepam (1mg/Kg, i.p.).
Este modelo (LISTER, 1987) consiste de dois bragos abertos opostos (30 x 5 cm) e dois fechados
(30 x 5 x 25cm), também opostos, em forma de cruz, conectados por uma plataforma central (5 x
Scm). A plataforma e as paredes laterais dos bracos fechados sdo confeccionadas em acrilico
transparente e o chdo em acrilico preto. O aparelho estd elevado a uma altura de 45 cm do nivel
do chdo. Apos 30 ou 60 minutos dos tratamentos i.p. ou v.o., respectivamente, os animais foram
colocados no centro do aparelho com a cabeca voltada para um dos bracos fechados e o seu
comportamento foi observado por 5 minutos. As medidas comportamentais observadas foram:

numero de entradas e o tempo de permanéncia nos bragos abertos e fechados, respectivamente.

A freqiiéncia total de entradas ¢ obtida pela soma simples das freqiiéncias de entradas nos
bragos abertos e fechados. Para andlise estatistica dos dados e confeccdo dos graficos, a
percentagem de entradas nos bragos abertos ¢ calculada dividindo-se a freqiiéncia de entradas nos
bragos abertos pela freqiiéncia total de entradas, e esse indice multiplicado por 100. De maneira
semelhante ¢ calculada a percentagem de tempo em que os animais permanecem nos bragos
abertos. Dessa forma, os parametros utilizados para a andlise estatistica foram: nimero de
entradas no braco aberto (NEBA), tempo de permanéncia no brago aberto (TPBA), percentagem
de entrada nos bragos abertos (PEBA) e percentagem de tempo nos bragos abertos (PTBA). Para

analise estatistica, todos os grupos foram comparados ao grupo controle.

Posteriormente, com a finalidade de investigar o mecanismo de acdo do Chamb4, foram
feitos trés grupos, sendo o primeiro grupo composto por camundongos tratados com Flumazenil
(FLU) 2,5 mg/Kg, i.p., um antagonista do receptor GABAA/ Benzodiazepinico, ¢ 15 min depois

tratados com veiculo (4gua destilada) por via oral (FLU - 2,5 + veiculo). Ao segundo grupo, foi
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administrado Flumazenil e, 15 min depois Chamba 200 mg/Kg, v.o. (FLU-2,5 + CH-200). Ao
terceiro grupo, foi administrado Flumazenil e, 15 minutos depois Diazepam 1 mg/Kg, i.p. (FLU-
2,5 + DZP-1). Os dois primeiros grupos experimentais foram conduzidos ao labirinto 60 min
depois da administracdo do veiculo e CH-200, com exce¢do do terceiro grupo que foi conduzido
ao labirinto apos 30 minutos da administragdo do Diazepam . Para andlise estatistica, o grupo
(FLU-2,5 + CH-200) foi comparado ao grupo CH-200, enquanto o grupo (FLU -2,5 + DZP-1) foi
comparado ao grupo Diazepam. Ja4 o grupo (FLU-2,5 + veiculo) foi comparado ao grupo

controle.

QUADRO 3.1 - Esquema do Teste Labirinto em Cruz Elevado

7~ 300u60min ® minutos

b

Chamba (50, 100 e 200 mg/Kg, v.0.),
Veiculo (a4gua destilada) e Diazepam
2 mg/Kg, ip)

ﬁ : Numero de entradas (bragos abertos
15 min A -
e fechados) e tempo depermanéncia

(bragos abertos e fechados)

Flumazenil (2,5 mg/kg, i.p.)
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3.4.2 Teste do Claro/Escuro

Os animais foram divididos em 5 grupos onde foram tratados com veiculo (4dgua
destilada), chamba (50, 100 e 200 mg/Kg, ig.) e diazepam (1mg/Kg, i.p.). Ap6és 30 ou 60 minutos
dos tratamentos i.p. ou v.0., respectivamente, os animais foram colocados, um por vez, no

equipamento abaixo descrito.

O aparato usado ¢ feito de acrilico dividido em 2 compartimentos (box claro e box escuro)
que se comunicam por meio de uma pequena porta (CRAWLEY, GOODWIN, 1981). O box
escuro (acrilico preto, 27x18x29 cm) é pobremente iluminado. O box claro (acrilico transparente,
27x18x29 cm) ¢ iluminado pela luz do ambiente. O animal é observado por 5 minutos e apos
cada teste o equipamento foi limpo com solugdo de etanol 70%. O parametro utilizado foi o

tempo de permanéncia no box claro. Unidade de tempo: segundos.

QUADRO 3.2 - Esquema do teste Claro/Escuro

5 minutos

30 ou 60 min

Chamba (50, 100 e 200 mg/Kg, i.g.), Tempo de permanéncia
veiculo (Agua destilada) e Diazepam no box claro (s)
(1 mg/Kg, i.p.)
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3.5 Avaliagéo da Atividade Locomotora

3.5.1 Teste do Campo Aberto

Os camundongos foram divididos em 5 grupos de animais, onde foram tratados com
veiculo (4gua destilada), Chamba (50, 100 e 200 mg/Kg, v.0.) e diazepam (2 mg/Kg, i.p.). A
atividade motora dos animais foi verificada por meio de um campo aberto feito de acrilico
(paredes transparentes e piso preto, 30 x 30 x 15 cm) e dividido em 9 quadrantes iguais, baseado
no modelo descrito por Archer (1973). Apds 30 ou 60 minutos dos tratamentos i.p. ou v.o.,
respectivamente, os animais, um por vez, foram colocados no centro do campo aberto onde o
nimero de cruzamentos com as quatro patas (atividade locomotora espontanea; ALE), nlimero de
comportamento de autolimpeza (grooming) e o numero de levantamentos (rearing), sem

encostar-se a parede, foram observados durante o tempo de 5 minutos.

QUADRO 3.3 - Esquema do Teste do Campo Aberto

30 ou 60 min

Chamba (50, 100 e 200 mg/Kg, v.0.),
Veiculo (Agua destilada) e Diazepam

(2 mg/Kg, ip)

Rearing Groomiimgy
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3.5.2 Teste do Rota rod

O teste do rota rod mede o efeito do relaxamento muscular ou incoordena¢do motora
produzidos por drogas nos animais (CARLINI, BURGOS, 1979). Para este teste, os
camundongos foram divididos em 5 grupos e colocados com as quatro patas sobre uma barra de
2,5cm de didmetro, elevada a 25 cm do piso, em uma rotagdo de 12 rpm, por um periodo de 1
minuto. Foram registrados o tempo de permanéncia na barra giratoria, em segundos (s), € o

nimero de quedas, com trés recondugdes, no maximo (DUNHAM, MIYA, 1957).

QUADRO 3.4 — Esquema do Teste do Rota rod

1 minuto

] ; 30 ou 60 min
i‘}. & :>

I

Chamba (50,100 e 200 mg/Kg, v.0.),
Veiculo (ég_ua destilada) e Diazepam NGmero de Quedas (no méximo 3)
(2 mg/Kg, ip) e Tempo dePermanéncia
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3.6 Avaliagéo da Atividade Antidepressiva
3.6.1 Teste do Nado Forgado

Para este experimento (PORSOLT, et al., 1987) foram utilizados tanques de 22 cm de
diametro ¢ 40 cm de altura contendo agua fresca a 23 + 1° C até a metade do tanque. Os
camundongos foram divididos em 5 grupos de animais, onde foram tratados com veiculo (dgua

destilada), Chamba (50, 100 e 200 mg/Kg, v.0.), imipramina (10 mg/Kg, i.p.).

Apo6s 30 ou 60 minutos dos tratamentos i.p. ou v.0., respectivamente, os animais foram
colocados, um por vez, no tanque onde o tempo de imobilidade, em segundos, foi registrado
durante cinco minutos. O animal foi considerado imével quando permaneceu flutuando na agua,

fazendo apenas movimentos suaves necessarios para manter a cabeca acima da agua.

QUADRO 3.5 - Esquema do teste Nado Forcado

&k\& P e 5 minutos

~

30 ou 60 min

8 |

Chamba (50, 100 e 200 mg/Kg, v.0.), :
veiculo (agua destilada) e imipramina 'i
(10 mg/Kg, ip) s‘ |
' i

|

Tempo de Imobilidade(s)
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3.6.2 Teste da Suspensao da Cauda

Para este experimento foram utilizados os seguintes grupos: imipramina (30 mg/Kg, i.p.),
veiculo (v.0.) e chamba (50,100 e 200 mg/Kg, v.0.). Apds 30 ou 60 minutos dos tratamentos i.p.
ou v.0., respectivamente, os animais, um por vez, foram suspensos € presos com uma fita adesiva,
a cerca de 1 cm da ponta da cauda, numa plataforma 58 cm acima da bancada, durante 6 minutos

(STERU et al., 1985). O parametro observado serd o tempo de imobilidade do animal, em

segundos.

QUADRO 3.6 — Esquema do teste da Suspensao da Cauda

6 minutos

e g

30 ou 60 min

g b
w

Chamba (50, 100 e 200 mg/Kg, v.o0.),
veiculo (agua destilada) e imipramina
(30 mg/Kg, ip)

Tempo de Imobilidade(s)
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3.7 Avaliacdo da Atividade Sedativo/Hipndtica e Anticonvulsivante

3.7.1 Teste do Tempo de Sono Induzido por Pentobarbital

Os animais foram divididos em 5 grupos que foram tratados com veiculo (dgua destilada)

e Chamba (50,100 e 200 mg/kg, v.0.). Diazepam (1 mg/kg, i.p.) foi usado como padrao positivo.

Apo6s 30 ou 60 minutos dos tratamentos i.p. ou v.o., respectivamente, foi administrado
pentobarbital sddico (PTB) na dose de 40 mg/kg, via i.p. O tempo desde a administracdo do PTB
até a perda do reflexo de endireitamento foi registrado como laténcia do sono, em segundos.
Ap6s terem adormecido, os animais foram colocados na posi¢cdo de decubito dorsal, € o tempo
decorrido entre a perda e a recuperagao do reflexo de endireitamento foi registrado como duragao
do sono, em segundos (WAMBEBE, 1985; ROLLAND et al., 1991). A perda do reflexo de
endireitamento ¢ a incapacidade que o animal apresenta de voltar a posi¢do normal quando
colocado em decubito dorsal. O critério para a recuperagao do reflexo de endireitamento foi
fixado quando o animal saiu da imposi¢ao por trés vezes consecutivas (CARLINI et al., 1986;
MATTEI et al., 1998). Simplificando, os parametros avaliados neste teste foram: laténcia do sono

e a durag@o do sono cujo tempo maximo serd de 240 minutos.



QUADRO 3.7 — Esquema do teste Tempo de Sono Induzido por Pentobarbital

56

7N, 7 300u0min
~ 3
| "l —>

Pentobarbitalsodico
(40 mg/kg;i.p.)

i

Chamba (50, 100 e 200 mg/Kg, v.o0.),
Veiculo (4gua destilada) e Diazepam

(1 mg/Kg, ip)

Laténciado Sono (s) e
Duracgdodo Sono (s)
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3.7.2 Teste da Convulsdo Induzida por Pentilenotetrazol

Os animais foram divididos em 5 grupos que foram tratados com veiculo (agua destilada)
e Chamba (50,100 e 200 mg/kg, v.0.). Diazepam (1mg/kg, i.p.) foi usado como padrdo positivo.
Apos 30 ou 60 minutos dos tratamentos i.p. ou v.o., respectivamente, foi administrado
Pentilenotetrazol (PTZ) 80mg/Kg, i.p. (YILMAZ, 2007). Logo ap6s a administragdo do PTZ, os
animais foram colocados em gaiolas individuais e observados por um periodo de 30 minutos. Os
parametros analisados foram: laténcia da convulsdo (tempo entre a administragdo do PTZ até a
primeira convulsao clonica ou tonico-clonica) e a laténcia de morte dos animais (tempo decorrido

da administragdo do PTZ e morte dos animais). Tempo em segundos.

QUADRO 3.8 — Esquema do teste Convulséo Induzida por Pentilenotetrazol

= Pentilenotetrazol
% #a2 (80 mg/kg; i.p.)

(M“ 30 ou 60 min

Chamba (50, 100 e 200 mg/Kg, v.0.),
veiculo (4gua destilada) e Diazepam

(I mg/Kg, ip)

Laténciada Convulsao(s) e
Laténciade Morte (s)
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3.8 Dissecacéo das Areas Cerebrais (Cortex pré-frontal, Hipocampo e Corpo estriado)

Os animais serdo sacrificados por deslocamento cervical, os encéfalos serdo retirados e
rapidamente colocados sobre papel aluminio em uma placa de Petri com gelo. Para a retirada do
Cortex pré-frontal (CPF), a porcao anterior dos lobos frontais (em torno de 1,5mm a partir do
bulbo olfatorio) foi removida e feita uma seccao bilateral com o auxilio de uma tesoura de

microdissec¢do (MACHADO, 1985).

Como as areas corticais dos ratos/camundongos sao geralmente menos evoluidas menos
diferenciadas e menos segregadas que o cortex cerebral de primatas, existia uma controvérsia na
literatura se roedores, realmente, possuiam cortex pré-frontal. A conclusdo (UYLINGS et al.,
2003) € que estes animais possuem um cortex frontal que pode ser definido anatomicamente e
funcionalmente como cortex pré-frontal, o qual ¢ subdividido em uma regido orbital-simile e

outra regido que pode incluir as estruturas dorsolateral e anterior cingulado-simile.

Apo6s a retirada do CPF, acompanhando a fissura sagital mediana, a camada cortical
cerebral foi rebatida das leptomeninges com o auxilio de uma pinga reta de microdissecagdo, a
qual, progredindo delicada e tangencialmente aos ventriculos laterais, divulsionou o cortex em
toda a sua extensdo fronto-occipital. O cortex ja divulsionado foi rebatido para os lados, expondo
regido hipocampal (HC) e parte do corpo estriado (CE). O hipocampo e o corpo estriado
(caudado, putamen e nuacleo acumbens) foram isolados das estruturas circunjacentes por
divulsionamento com uma tesoura de microdissecacdo, sendo a retirada orientada pelo didmetro

da porgao tuberosa visivel desses nticleos, apds o rebatimento lateral do cortex.

Terminada a dissecagdo, cada area cerebral (hipocampo, corpo estriado e cortex motor)
foi acondicionada em papel aluminio devidamente identificado, pesado e conservado a -70 °C
para uso posterior. Quando necessaria a estocagem por um determinado periodo de tempo (no
maximo 6 meses a -70 °C) os tecidos foram considerados como tendo a mesma viabilidade para
experimentacdo que os ensaiados imediatamente ou 24 h apds a dissecacdo (BURKE

GREENBAUN, 1987).
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3.9 Determinacédo das concentragdes de monoaminas e seus metabolitos com HPLC

3.9.1 Método

Para a determinacdo das concentracdes de catecolaminas foi utilizado o equipamento de
HPLC (Cromatografia Liquida de Alta Performance). Na cromatografia liquida classica, um
adsorvente (alumina ou silica) ¢ empacotado em uma coluna e ¢ eluido por um liquido ideal (fase
movel). Uma mistura para ser separada ¢ introduzida na coluna e ¢ carreada através da mesma
por um liquido eluente (fase movel). Se um composto da mistura (soluto) ¢ adsorvido fracamente
pela superficie da fase solida estacionaria, ele atravessard a coluna mais rapidamente que um
outro soluto que seja mais fortemente adsorvido. Entdo, a separacdo dos solutos & possivel se
existem diferencgas na adsor¢ao pelo sélido. Os detectores eletroquimicos medem a condutancia
do eluente ou a corrente associada com a oxidagdo ou reducdo dos solutos. Para ser capaz de
detectar no primeiro caso, os solutos devem ser i6nicos € no segundo caso, os solutos devem ter a

caracteristica de serem relativamente faceis de se oxidarem ou reduzirem.

Detectores eletroquimicos que medem corrente associada com a redugdo ou oxidacao de
solutos s3o chamados detectores amperométricos ou coulométricos. Neste estudo foi utilizado o
tipo amperométrico que reage com uma quantidade muito menor de soluto, em torno de 1 %.
Todas as técnicas eletroquimicas envolvem a aplicacdo de um potencial para um eletrodo
(geralmente de carbono vitreo), oxidacdo da substidncia que estd sendo estudada proximo a
superficie do eletrodo seguindo a amplificacdo e medida da corrente produzida. As catecolaminas
sdo oxidadas nos grupos de anel hidroxil para produzir um derivado ortoquinona com a liberacao

de dois elétrons.



60

3.9.2 Procedimento Experimental

Os animais foram decapitados 60 minutos ap6s a administracao do extrato padronizado de
Chamba (200 mg/Kg) e salina (controle) e tiveram seus cérebros dissecados sobre gelo. O cortex
pré-frontal e hipocampo foram utilizados para preparar homogenatos a 20% (20 mg de area/100
uL de tampao), enquanto o corpo estriado foi utilizado para preparar homogenato a 10% (10 mg
de area/100 pL de tampdo). Os tecidos cerebrais foram homogeneizados em acido perclérico
(HCLO4) e centrifugados por 15 minutos em centrifuga refrigerada (4°C) a 15.000 rpm. Uma
aliquota de 20 pL do sobrenadante foi, entdo, injetada no equipamento de HPLC, para a analise

quimica.

Para a analise das catecolaminas, uma coluna BDS HYPERSIL C18 com comprimento de
250 mm, calibre 4,6 mm e de particula de 5 um, da T hermo Scientific, foi utilizada. A fase
movel utilizada era composta por tampdo 4cido citrico 0,163 M, pH 3,0, contendo acido
octanosulfonico s6dico(SOS) 0,69 M, como reagente formador do par idnico, acetonitrila 4 % v/v
e tetrahidrofurano 1,7 % v/v. NA, DA, DOPAC, HVA, 5-HT e 5-HIAA foram eletronicamente
detectados usando um detector amperométrico (Modelo L-ECD-6A da Shimadzu, Japao) pela

oxidacao em um cletrodo de carbono vitreo fixado em 0,85V relativo a um eletrodo de referéncia

de Ag-AgCl. (HALLMAN, JOSSON, 1984).

3.9.3 Solugdes Reagentes

Fase Moével

Para preparar um volume de 500 mL de fase mdvel foram pesados 15,75 g de écido citrico

(Grupo Quimica, RJ., Brasil) e 0,292 g de Cloreto de Sdédio (Grupo Quimica, RJ., Brasil)

completado para um volume de 400 mL com agua purissima (Milli-Q). Esta solucdo foi ajustada

para pH 3,0 com hidréxido de sédio 12,5 M (Reagen, RJ, Brasil). A esta solu¢do foi adicionado o
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SOS 75 mg (Sigma, MO, USA) e completado o volume para 470 mL com agua Milli-Q. Em
seguida, foi procedida a filtracdo e degaseificacdo, e posteriormente adicdo de 20 mL de
acetonitrila (Carlo Erba Reagenti, MI, Itdlia) e 10 mL de tetrahidrofurano (Sigma, MO, USA)

para um volume final de 500 mL.

Acido Perclérico 0,1 M

Adicionou-se 1,8 mL de acido perclérico (Sigma, MO, USA) em um baldo volumétrico e o

volume ajustado para 300 mL.

Padrdes

Os padroes foram preparados em uma concentragdo final de 4 ng/20 puL de solugdo de NA, DA,
5-HT, DOPAC, HVA e 5-HIAA (Sigma, MO, EUA). A partir da 4rea dos picos desses padrdes,
as concentracdes das amostras foram calculadas utilizando o programa Microsoft Excel® e os

resultados expressos em ng/g de tecido.
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3.10 Andlise Estatistica

A andlise estatistica dos dados foi realizada através do software GraphPad Prism versdo
5.0 para Windows , GraphPad Software , San Diego, Califérnia EUA. Copyright (c) 1992- 2007
por GraphPad Software.

Os resultados que obedeciam a uma distribuicdo paramétrica foram analisados por
Analise de Varidncia (ANOVA) seguido pelo teste de Student Newman Keuls (post hoc). Os
dados nao-paramétricos foram analisados pelo mesmo programa utilizando o teste Kruskal-

Wallis seguido pelo teste de Dunns (post hoc) ou pelo t test.

Em todas as andlises estatisticas, os valores foram representados pela Média + Erro
Padrao da Média (EPM) com numero de animais entre parénteses e foi considerado o nivel critico
para a rejei¢do da hipotese de nulidade menor que 0,05 (p<0,05). Os asteriscos (*p<0,05; **p

<0,01; ***p<0.001) caracterizam o grau de significancia.
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RESULTADOS
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4. RESULTADOS

4.1 Avaliacéo da Atividade Ansiolitica

4.1.1 Teste do Labirinto em Cruz Elevado

O tratamento agudo por via oral com o extrato padronizado de chamba nas doses de 100 e
200 mg/Kg, no LCE mostrou que houve um aumento significativo de todos os parametros
analisados em ambas as doses: NEBA (Figura 4.1) [CH100: 6.14 + 0.67 (7); CH 200: 7.85 +
0.79 (7)]; PEBA (Figura 4.2) [CH 100: 48.44 + 2.98 (7); CH 200: 49.76 + 2.47 (8)]; TPBA
(Figura 4.3) [CH 100: 107.9 £ 7.85 (7); CH 200: 143.1 = 10.32 (7)]; PTBA (Figura 4.4) [CH
100: 41.81 + 4.77 (8); CH 200: 49.92 + 3.84 (8)] quando comparados com os respectivos
controles: NEBA [3.76 + 0.34 (13)]; PEBA [33.35 + 2.65 (14)]; TPBA [51.43 + 4.79 (7)] e
PTBA [19.81 £2.06 (8)].

O tratamento agudo por via oral com o chamba na dose de 50 mg/Kg, no LCE mostrou
que houve um aumento dos parametros NEBA (Figura 4.1) [CH 50: 6.71 + 0.71 (7)]; TPBA
(Figura 4.3) [CH 50: 102.9 = 11.96 (7)] e PTBA (Figura 4.4) [CH 50: 36.12 = 4.93 (8)] quando
comparados com os respectivos controles: NEBA [3.76 + 0.34 (13)]; TPBA [51.43 +£4.79 (7)] e
PTBA [19.81 +2.06 (8)].

Diazepam 1 mg/Kg aumentou todos os parametros: NEBA [DZP-1: 10.75 + 0.67 (8)] ;
PEBA [DZP-1: 64.24 + 3.03 (7)] ; TPBA [DZP-1: 157.3 +£ 5.85 (7)] ¢ PTBA [DZP-1: 59.45 +
3.26 (8)] em relagdo aos controles (Figuras 4.1, 4.2, 4.3 e 4.4).

A andlise do envolvimento dos receptores benzodiazepinicos no efeito ansiolitico do
chambd mostrou que o grupo CH 200 mg/Kg pré-tratado com FLU 2,5 reduziu todos os
parametros analisados quando comparados ao grupo CH 200 mg/Kg: NEBA (Figura 5.1)
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[CH200: 7.85 + 0.79 (7); CH200 + FLU: 2,28 + 0,56 (7)]; PEBA (Figura 4.2) [CH200: 49.76 +
2.47 (8); CH200 + FLU: 27,99 + 4,07 (7)]; TPBA (Figura 4.3) [CH200: 143,1 + 10,32 (7);
CH200 + FLU: 34,40 + 9,76 (5)]; PTBA (Figura 4.4) [CH200: 49.92 + 3.84 (8); CH200 + FLU:
22,76 + 4,88 (7)].

O grupo diazepam, pré-tratado com flumazenil, reduziu todos os pardmetros analisados
quando comparados ao grupo diazepam: NEBA (Figura 4.1) [DZP-1: 10.75 £ 0.67 (8); DZP +
FLU: 5,25 + 0,67 (9)]; PEBA (Figura 4.2) [DZP-1: 64.24 = 3.03 (7); DZP + FLU: 33,64 + 3,78
(9)]; TPBA (Figura 4.3) [DZP-1: 157.3 + 5.85 (7); DZP + FLU: 72,57 + 7,88 (8)]; PTOA
(Figura 4.4): [DZP-1: 59.45 + 3.26 (8); DZP + FLU: 29,40 + 2,47 (8)].



66

4.1
15+ a
*&&
10=-
<L
I:D *&
L 1
=
5
0- L

controle 50 100 200 1 CH200 25 DZP-1
Chamba DZP FLU

Figura 4.1 — Efeito do Chamba (50, 100 e 200 mg/Kg), Diazepam (1 mg/Kg) e Flumazenil
(2,5 mg/Kg) sobre o numero de entradas nos bragos abertos (NEBA) no teste Labirinto em
Cruz Elevado em camundongos.

Controle (veiculo), chamba (v.0.) e diazepam (DZP; 1 mg/kg, i.p.) foram administrados 30 (i.p.)
ou 60 min (v.0.) antes do experimento. Os valores representam a média + EPM do numero de
entradas nos bragos abertos (NEBA) durante 5 minutos. A letra (a) representa a significativa
diferenca quando comparado ao controle; a letra (b) representa a significativa diferenca quando
comparado ao grupo Chamba 200 mg/Kg (CH 200); a letra (c) representa a significativa
diferenca quando comparado ao grupo Diazepam 1 mg/Kg (DZP-1). Para andlise estatistica foi
utilizado ANOVA seguido por Student Newman Keuls como teste post hoc. Valores
significativos: *p<0,05; **p<0,01;***p<0,001.
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FIGURA 4.2 — Efeito do Chamba (50, 100 e 200 mg/Kg), Diazepam (1 mg/Kg) e Flumazenil
(2,5 mg/Kg) sobre a percentagem de entradas nos bracos abertos (PEBA) no teste Labirinto
em Cruz Elevado em camundongos.

Controle (veiculo), chamba (v.0.) e diazepam (DZP; 1 mg/kg, i.p.) foram administrados 30 (i.p.)
ou 60 min (v.o0.) antes do experimento. Os valores representam a média £ EPM da percentagem
de entradas nos bragos abertos (PEBA) durante 5 minutos. A letra (a) representa a significativa
diferenga quando comparado ao controle; a letra (b) representa a significativa diferenga quando
comparado ao grupo Chamba 200 mg/Kg (CH 200); a letra (c) representa a significativa
diferen¢a quando comparado ao grupo Diazepam 1 mg/Kg (DZP-1). Para andlise estatistica foi
utilizado ANOVA seguido por Student Newman Keuls como teste post hoc. Valores
significativos: **p<0,01;***p<0,001.
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Figura 4.3 — Efeito do Chamba (50, 100 e 200 mg/Kg), Diazepam (1 mg/Kg) e Flumazenil
(2,5 mg/Kg) sobre o tempo de permanéncia nos bragos abertos (TPBA) no teste Labirinto
em Cruz Elevado em camundongos.

Controle (veiculo), chamba (v.0.) e diazepam (DZP; 1 mg/kg, i.p.) foram administrados 30 (i.p.)
ou 60 min (v.0.) antes do experimento. Os valores representam a média + EPM do tempo de
permanéncia nos bragos abertos (TPBA) durante 5 minutos. A letra (a) representa a significativa
diferen¢a quando comparado ao controle; a letra (b) representa a significativa diferenga quando
comparado ao grupo Chamba 200 mg/Kg (CH 200); a letra (c) representa a significativa
diferenca quando comparado ao grupo Diazepam 1 mg/Kg (DZP-1). Para analise estatistica foi
utilizado ANOVA seguido por Student Newman Keuls como teste post hoc. Valores

significativos: ***p<0,001.
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Figura 4.4 — Efeito do Chamba (50, 100 e 200 mg/Kg), Diazepam (1 mg/Kg) e Flumazenil
(2,5 mg/Kg) sobre a percentagem do tempo de permanéncia nos bracos abertos (PTBA) no
teste Labirinto em Cruz Elevado em camundongos.

Controle (veiculo), chamba (v.0.) e diazepam (DZP; 1 mg/kg, i.p.) foram administrados 30 (i.p.)
ou 60 min (v.0.) antes do experimento. Os valores representam a média = EPM da percentagem
de tempo de permanéncia nos bracos abertos (PTBA) durante 5 minutos. A letra (a) representa a
significativa diferenca quando comparado ao controle; a letra (b) representa a significativa
diferenga quando comparado ao grupo Chamba 200 mg/Kg (CH 200); a letra (c) representa a
significativa diferenca quando comparado ao grupo Diazepam 1 mg/Kg (DZP-1). Para andlise
estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Student Newman Keuls como teste post hoc.

Valores significativos: *p<0,05; **p<0,01;***p<0,001.
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4.1.2 Teste Claro/Escuro

O tratamento agudo por via oral com o chamba nas doses de 50,100 e 200 mg/Kg, no teste
Claro/Escuro, aumentou o parametro tempo de permanéncia no box claro: (Figura 4.5) [CH50:
142,4 + 3,02 (7); CH 100: 152,2 + 3,48 (6); CH200: 149,6 + 4,07 (8); p<0,01] quando

comparados com o controle [121,1+ 8,92 (7)].

Diazepam (1 mg/Kg), utilizado como padrao positivo, aumentou o tempo de permanéncia

no box claro [DZP-1: 197,7 + 8,21 (7); p<0,001] em relagdo ao controle (Figura 4.5).
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Figura 4.5 - Efeito do Chamba (50, 100 e 200 mg/Kg) e Diazepam (1 mg/Kg) sobre o tempo
de permanéncia no box claro no teste Claro/Escuro em camundongos.

Controle (veiculo), chamba (v.0.) e diazepam (DZP; 1 mg/kg, i.p.) foram administrados 30 (i.p.)
ou 60 min (v.0.) antes do experimento. Os valores representam a média + EPM do tempo de
permanéncia no box claro durante 5 minutos. Para andlise estatistica foi utilizado ANOVA
seguido por Student-Newman-Keuls como teste post hoc. Valores significativos comparados ao

controle (**p<0,01, ***p<0,001).
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4.1.3 Teste do Campo Aberto

Os animais tratados com chamba nas doses de 50, 100 e 200 mg/Kg (v.0.), ndo
apresentaram alteragdes significativas na atividade locomotora (ALE) (Tabela 1) [CH50: 48,86 +
5,88 (8); CH100: 47,00 £+ 6,49 (8); CH200: 40,43 + 3,08 (8)] em relacao ao grupo controle [cont.:
36,88 + 3,16 (8)].

Nenhuma alteracdo foi observada nos parametros grooming (G) e rearing (R) com os
animais tratados com chamba nas doses de 50, 100 ¢ 200 mg/Kg (Tabela 1) [(G) CH50: 5,33 +
0,49 (8); CH100: 4,67 + 0,67 (8); CH200: 3,71 + 0,36 (8)] e [(R) CH50: 30,38 + 4,34 (8);
CH100: 26,50 + 4,90 (8); CH200: 21,57 + 2,46 (8)] quando comparados aos respectivos grupos
controles [(G) cont.: 5,25 £ 0,25 (12); (R) cont.: 19,86 £ 2,28 (12)].

Diazepam (2 mg/Kg), utilizado como padrdo positivo, reduziu todos os pardmetros
analisados: ALE [DZP-2: 20,92 + 0,40 (12)]; grooming [DZP-2: 1,64 + 0,39 (12)] e rearing
[DZP-2: 4,27 + 0,57 (12) quando comparados aos controles (Tabela 1).
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TABELA 1 - Efeito do Chambé e Diazepam sobre a atividade locomotora (ALE), grooming

e rearing no teste campo aberto em camundongos.

Parametros
Tratamento A.L.E. Grooming Rearing
Controle 36,88 £ 3,165 5,250 £ 0,250 19,86 + 2,28
Chamba 50 mg/Kg, v.o. 48,86 + 5,88 5,333 £0,49 30,38 £4,34
Chamba 100 mg/Kg, v.o. 47,00 + 6,49 4,667 + 0,67 26,50 = 4,90
Chamba 200 mg/Kg, v.o. 40,43 + 3,085 3,714 £ 0,36 21,57 +2,46
Diazepam, i.p. 20,92 £0,40** 1,643 +(0,39%*** 4,273 £0,57**

Os valores representam a média + EPM da atividade locomotora, grooming e rearing. Foram
utilizados grupos de 8-12 animais. Para analise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por
Student-Newman-Keuls como teste post hoc. Valores significativos comparados ao controle

(**p<0,01; ***p<0,001).
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4.1.4 Rota Rod

O numero de quedas e o tempo de permanéncia na barra foram os parametros analisados.
O tratamento agudo por via oral com o extrato padronizado de chamba nas doses de 50, 100 e
200 mg/Kg, no teste rota rod mostrou que nao houve alteragao do nimero de quedas [CH50: 0,75
+ 0,16 (8); CH100: 0,50 + 0,27 (8); CH200: 0,62 £+ 0,26 (8)] quando comparados ao controle
[cont.: 0,57 £ 0,20 (8)]. Também, nenhuma alteracao foi observada no tempo de permanéncia na
barra com os animais tratados com chamba nas mesmas doses descritas anteriormente [CH50:
57,50 + 0,60 (8); CH100: 58,25 + 0,94 (8); CH200: 58,00 + 0,91 (8); cont.: 56,71 + 1,29 (8)]. Por
sua vez, Diazepam (2 mg/Kg), utilizado como padrdo positivo, aumentou o numero de quedas
[DZP-2: 2,62 £+ 0,18 (8)] e reduziu o tempo de permanéncia na barra [DZP-2: 39,14 + 6,28 (8)]

quando comparados aos controles (Tabela 2).
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TABELA 2 - Efeito do Chamba e Diazepam sobre o nimero de quedas e tempo de

permanéncia na barra no teste rota rod em camundongos.

Parametros
Tratamento N° de Quedas Tempo de
Permanéncia(s)
Controle 0,5714 £0,2020 56,71 £1,29
Chamba 50 mg/Kg, v.o. 0,7500 £ 0,1637 57,50 £ 0,60
Chamba 100 mg/Kg, v.o. 0,5000 £ 0,2673 58,25 +£0,94
Chamba 200 mg/Kg, v.o. 0,6250 £0,2631 58,00 £ 0,91
Diazepam, i.p. 2,625 +0,1830%** 39,14 £ 6,28%**

Os valores representam a média = EPM do ntimero de quedas e tempo de permanéncia na barra.
Foram utilizados grupos de 8-12 animais. Para andlise estatistica do parametro nimero de quedas
foi utilizado o teste ndo paramétrico de Kruskal —Wallis seguido por Dunns como teste post hoc.
Para a andlise do pardmetro tempo de permanéncia na barra foi realizado ANOVA seguido por
Student-Newman-Keuls como teste post hoc. Valores significativos comparados ao controle

(**p<0,01; ***p<0,001).
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4.2 Avaliacao da Atividade Antidepressiva

4.2.1 Teste do Nado Forgado

O tratamento agudo por via oral, nas doses de 50, 100 e 200 mg/Kg, do extrato
padronizado de Chamba no teste do Nado Forgado mostrou que houve aumento no tempo de
imobilidade em todas as doses utilizadas [CH50: 104,6 £+ 5,54 (8), p<0,05; CH100: 122,8 + 7,22
(8), p<0,001; CH200: 141,8 + 8,05 (7), p<0,001] quando comparados ao controle [82,14 + 5,89
(7)]. A Imipramina (10 mg/Kg), utilizada como padrao positivo, reduziu o tempo de imobilidade

[IMI-10: 31,00 + 4,47 (8); p<0,001] em relag@o ao controle (Figura 4.6).
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FIGURA 4.6 - Efeito do Chamba (50, 100 e 200 mg/Kg) e Imipramina (10 mg/Kg) sobre o
tempo de imobilidade no teste Nado Forgado em camundongos.

Controle (veiculo), chambé (v.0.) e imipramina (IMI; 10 mg/kg, i.p.) foram administrados 30
(i.p.) ou 60 min (v.o.) antes do experimento. Os valores representam a média = EPM do tempo de
imobilidade durante 5 minutos. Para analise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por
Student-Newman-Keuls como teste post hoc. Valores significativos comparados ao controle

(*p<0,05; ***p<0,001).
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4.2.2 Teste da Suspensao da Cauda

Os resultados decorrentes do tratamento agudo por via oral, nas doses de 50, 100 e 200
mg/Kg, do extrato padronizado de Chamba no teste da suspensdo da cauda sdo apresentados na
Figura 4.7. Foi observado um aumento significante no tempo de imobilidade em todas as doses
utilizadas [CH50: 159,7 + 12,36 (8), p<0,05; CH100: 76,17 + 9,25 (8), p<0,05; CH200: 136,7 £
11,40 (7); p<0,05] quando comparados ao controle [104,4 &+ 9,82 (8)]. A Imipramina (30 mg/Kg),
utilizada como padrdo positivo, reduziu o tempo de imobilidade [IMI-30: 22,44 + 2,86 (9),

p<0,001] em relagdo ao controle.
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FIGURA 4.7 - Efeito do Chamba (50, 100 e 200 mg/Kg) e Imipramina (30 mg/Kg) sobre o
tempo de imobilidade no teste da Suspensédo da Cauda em camundongos.

Controle (veiculo), chamba (v.0.) e imipramina (IMI: 30 mg/kg, i.p.) foram administrados 30
(i.p.) ou 60 min (v.0.) antes do experimento. Os valores representam a média £ EPM do tempo de
imobilidade durante 5 minutos. Para analise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por
Student-Newman-Keuls como teste post hoc. Valores significativos comparados ao controle

(*p<0,05; ***p<0,001).
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4.3 Avaliacdo da Atividade Sedativa/Hipnotica e Anticonvulsivante

4.3.1 Teste do Tempo de Sono Induzido por Pentobarbital

Neste teste foram analisados dois parametros: a laténcia do sono, em segundos e a
durag@o do sono, também em segundos. O chambé diminuiu a laténcia do sono somente na dose
de 200 mg/Kg [CH 200: 121,8 + 8,29 (8), p<0,001], no entanto nas doses de 50 e 100 mg/Kg nao
foi observada nenhuma alteracao [CH50: 163,3 + 10,10 (8), p[10,05; CH100: 163,9 £+ 12,26 (8),
p[10,05] em relagao ao controle [cont.: 182,4 + 10,85 (9)] (Tabela 3).

Nenhuma alteragdo foi observada na duragdo do sono nos animais tratados com chamba
nas doses de 50, 100 e 200 mg/Kg [CH50: 2205 + 343,3 (8); CH100: 2470 + 246,9 (8); CH200:
3536 = 584,1 (8), pl]0,05] quando comparados ao controle [cont.: 2530 + 527,8] .Como
esperado, o diazepam 1 mg/Kg, i.p., reduziu a laténcia do sono [DZP-1: 104,7 + 2,52 (9),
p<0,001] e aumentou a duragdo do sono [DZP-1: 6137 + 303,4 (9), p<0,001] em relagdo aos

grupos controles (Tabela 3).
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TABELA 3 - Efeito do Chamb4 e Diazepam sobre a laténcia de sono e dura¢éo do sono no
teste Tempo de Sono Induzido por Pentobarbital em camundongos.

Parametros
Tratamento Laténcia(s) Tempo de sono(s)
Controle 182,4 + 10,85 2530 £ 527,8
Chamba 50 mg/Kg, v.o. 163,3+ 10,10 2205 +343,3
Chamba 100 mg/Kg, v.o. 163,9 £12,26 2470 £+ 246,9
Chamba 200 mg/Kg, v.o. 121,8 £+ 8,292*%** 3536 +584,1
Diazepam, i.p. 104,7 £ 2,528%** 6137 £303,4%**

Os valores representam a média + EPM da laténcia de sono e da duragdo de sono. Foram
utilizados grupos de 8-10 animais. Para andlise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por

Student-Newman-Keuls como teste post hoc. Valores significativos comparados ao controle

(**%p<0,001).
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4.3.2. Teste da Convulsao Induzida por Pentilenotetrazol

Neste teste foram avaliadas as laténcias de convulsdo e morte, em segundos. Os animais
tratados com chamba nas doses de 50, 100 e 200 mg/Kg ndo alteraram a laténcia de convulsdo
[CH50: 80,86 + 6,99 (8); CH100: 124,1 £ 10,36; CH200: 75,71 + 4,99, p[10,05] em relacao ao
controle [cont.: 95,57 + 4,46 (8)] (Tabela 4).

O parametro laténcia de morte ndo foi alterado com nenhuma das doses de chamba
utilizadas [CH50: 515,6 = 99,07 (8); CH100: 331,6 + 52,99 (8); 258,7 + 23,34 (8), p[10,05]
quando comparados ao controle [cont.: 407,0 + 25,41 (8)]..O diazepam 1 mg/Kg aumentou a
laténcia da convulsdo [DZP-1: 312,4 + 24,56 (8), p<0,001] e evitou a morte de 100% dos animais
[DZP-1: 1800 £ 0,00 (8), p<0,001] em relagdo ao controle (Tabela 4).
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TABELA 4 — Efeito do Chamba e Diazepam sobre a laténcia de convulsdo e de morte no
teste de Convulsdo Induzida por Pentilenotetrazol em camundongos.

Parametros
Tratamento Laténcia de Laténcia de
convulsdo (s) morte(s)
Controle 95,57 + 4,461 407,0 £ 25,41
Chamba 50 mg/Kg, v.o. 80,86 + 6,988 515,6 £99,07
Chamba 100 mg/Kg, v.o. 124,1 £10,36 331,6 £52,99
Chamba 200 mg/Kg, v.o. 75,71 £ 4,989 258,7+23,34
Diazepam, i.p. 3124 £24,56%** 1800 £ 0,00%***

Os valores representam a média =+ EPM da laténcia de convulsdao e laténcia de morte. Foram
utilizados grupos de 8 animais. Para andlise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por
Student-Newman-Keuls como teste post hoc. Valores significativos comparados ao controle

(**%p<0,001).
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4.4 Determinacao das Concentragdes de Monoaminas

A analise quimica realizada pelo método de cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) em amostras de tecido cerebral (cortex pré-frontal, hipocampo e corpo estriado) mostrou
que o tratamento agudo com o extrato padronizado de Justicia pectoralis na dose de 200 mg/Kg

promoveu alteracdes nas concentragdes das monoaminas.

4.4.1 Cortex Pré-frontal

O tratamento agudo por via oral do extrato padronizado de na dose de 200 mg/Kg causou
uma reducao da concentragdo de dopamina (DA) no cortex pré-frontal quando comparado ao
grupo controle (Figura 4.8) [cont.: 776.7 + 110,8 (7); CH200: 1929 + 36,26 (8), p<0,01]. Houve,
também, redugdo da concentragdo de DOPAC (Figura 4.9) quando comparado ao controle [cont.:
8.700 £+ 0,99 (7); CH200: 4.100 £ 0,59 (8), p<0,01]. J& a concentracdo de HVA nao foi alterada
[cont.: 40,40 + 7,05 (6); CH200: 45,05 + 5,03 (8), p[10,05] (Figura 4.10).

A Figura 4.11 mostra que houve uma redug¢do da concentragcdo de noradrenalina (NE)
quando comparado ao controle [cont.: 2324 £+ 110.8 (7); CH200: 1929 + 36,26 (8), p<0,01]. Com
relagdo a 5-HT e seus metabolitos foi observado que o chamba reduziu a concentracdo de
serotonina (Figura 4.12), entretanto ndo alterou, significativamente, a concentragdo de seu
metabolito 5-HIAA (Figura 4.13), quando comparados aos seus respectivos grupos controle: 5-
HT [cont.: 56,67 + 6,52 (7); CH200: 35,03 £ 1,92 (7), p<0,05]; 5-HIAA [cont.: 282,0 = 27,99
(7); CH200: 241,3 + 22,16 (7), p[10,05].
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FIGURA 4.8 — Determinacdo da concentracdo de DA em cortex pré-frontal apos o
tratamento agudo com chamba 200 mg/Kg em camundongos.

Controle (veiculo), chambd (CH 200 mg/Kg, v.0.) foram administrados. Os animais foram
sacrificados e dissecados 60 minutos apos os tratamentos para a retirada do cortex pré-frontal. A
determinagdo das monoaminas foi realizada pela técnica HPLC com deteccdo eletroquimica. (DA
= dopamina). As barras representam a média + EPM de 7-9 animais por grupo. Para analise

estatistica foi utilizado t test. Valores significativos: **p<0,01 vs controle.
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FIGURA 4.9 — Determinagdo da concentracdo de DOPAC em coértex pre-frontal apos o
tratamento agudo com chambéa 200 mg/Kg em camundongos.

Controle (veiculo), chamba (CH 200 mg/Kg, v.o.) foram administrados. Os animais foram
sacrificados e dissecados 60 minutos apos os tratamentos para a retirada do cortex pré-frontal. A
determinag¢do das monoaminas foi realizada pela técnica HPLC com detec¢do eletroquimica.
(DOPAC = écido diidrofenil acético). As barras representam a média + EPM de 7-9 animais por

grupo. Para andlise estatistica foi utilizado t test . Valores significativos: **p<0,01 vs controle.
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FIGURA 4.10 — Determinacdo da concentracdo de HVA em cortex pré-frontal apds o
tratamento agudo com chambéa 200 mg/Kg em camundongos.

Controle (veiculo), chamba (CH 200 mg/Kg, v.0.) foram administrados. Os animais foram
sacrificados e dissecados 60 minutos apos os tratamentos para a retirada do cortex pré-frontal. A
determinag¢do das monoaminas foi realizada pela técnica HPLC com deteccdo eletroquimica.
(HVA = 4cido homovalinico). As barras representam a média + EPM de 5-8 animais por grupo.

Para analise estatistica foi utilizado t test.
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FIGURA 4.11 - Determinagdo da concentracdo de NE em cortex pré-frontal apos o
tratamento agudo com chamba 200 mg/Kg em camundongos.

Controle (veiculo), chambd (CH 200 mg/Kg, v.0.) foram administrados. Os animais foram
sacrificados e dissecados 60 minutos apos os tratamentos para a retirada do cortex pré-frontal. A
determinagdo das monoaminas foi realizada pela técnica HPLC com deteccdo eletroquimica. (NE
= noradrenalina). As barras representam a média £ EPM de 5-8 animais por grupo. Para anélise

estatistica foi utilizado t test. Valores significativos: **p<0,01 vs controle.
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FIGURA 4.12 — Determinacdo da concentracdo de 5-HT em cdrtex pré-frontal apds o
tratamento agudo com chambéa 200 mg/Kg em camundongos.

Controle (veiculo), chamba (CH 200 mg/Kg, v.o.) foram administrados. Os animais foram
sacrificados e dissecados 60 minutos apos os tratamentos para a retirada do cortex pré-frontal. A
determinagdo das monoaminas foi realizada pela técnica HPLC com detecgdo eletroquimica. (5-
HT = serotonina). As barras representam a média + EPM de 5-8 animais por grupo. Para anélise

estatistica foi utilizado t test. Valores significativos: *p<0,05 vs controle.
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FIGURA 4.13 — Determinacéo da concentracdo de 5-HIAA em coértex pré-frontal apds o
tratamento agudo com chambéa 200 mg/Kg em camundongos.

Controle (veiculo), chamba (CH 200 mg/Kg, v.0.) foram administrados. Os animais foram
sacrificados e dissecados 60 minutos apos os tratamentos para a retirada do cortex pré-frontal. A
determina¢do das monoaminas foi realizada pela técnica HPLC com detec¢do eletroquimica. (5-
HIAA = écido 5-hidroxindolacético). As barras representam a média + EPM de 5-8 animais por

grupo. Para analise estatistica foi utilizado t test.
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4.4.2 Hipocampo

A Figura 4.14 mostra que o tratamento agudo por via oral do extrato padronizado de na
dose de 200 mg/Kg ndo alterou, significativamente, as concentragdes de dopamina (DA) e seu
metabodlito (DOPAC) (Figura 4.15) quando comparados aos seus respectivos controles: DA
[cont.: 659,4 + 113,5 (5); CH200: 478,7 £ 81,63 (7), p10,05]; DOPAC [cont.: 83,07 £ 18,11 (6);
CH200: 45,51 9,29 (7), p[10,05]. Ocorreu um aumento da concentracdo de HVA (Figura 4.16)
quando comparado ao controle [cont.: 875,5 + 84,58 (5); CH200: 3190 + 448,5 (6), p<0,01].

Com relag@o a concentra¢ao de noradrenalina (NE), a Figura 4.17 demonstra que ocorreu
uma redu¢do quando comparado ao controle [cont.: 1654 = 114,4 (6); CH200: 1271 £+ 103,6 (8),
p<0,05].

A andlise dos resultados mostrou que ndo houve alteragdo da concentracdo de 5-HT
quando comparado ao controle (Figura 4.18) [cont.: 27,57 + 10,23 (6); CH200: 35,94 + 13,04
(7), p10,05]. Ocorreu um aumento da concentragdo de seu metabdlito 5-HIAA quando
comparado ao controle (Figura 4.19): 5-HIAA [cont.: 366,1 £+ 33,87 (7); CH200: 1464 + 79,21
(7), p<0,001].
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FIGURA 4.14 — Determinacdo da concentracdo de DA em hipocampo ap6s o tratamento
agudo com chamba 200 mg/Kg em camundongos.

Controle (veiculo), chamba (CH 200 mg/Kg, v.o.) foram administrados. Os animais foram
sacrificados e dissecados 60 minutos apds os tratamentos para a retirada do hipocampo. A
determinagdo das monoaminas foi realizada pela técnica HPLC com detec¢ao eletroquimica.
(DA= dopamina). As barras representam a média £ EPM de 5-8 animais por grupo. Para analise

estatistica foi utilizado t test de Student.
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FIGURA 4.15 - Determinacdo da concentracdo de DOPAC em hipocampo apds o
tratamento agudo com chambéa 200 mg/Kg em camundongos.

Controle (veiculo), chambd (CH 200 mg/Kg, v.0.) foram administrados. Os animais foram
sacrificados e dissecados 60 minutos apds os tratamentos para a retirada do hipocampo. A
determinagdo das monoaminas foi realizada pela técnica HPLC com detec¢do eletroquimica.
(DOPAC = 4cido diidrofenil acético). As barras representam a média + EPM de 7-9 animais por

grupo. Para andlise estatistica foi utilizado t test de Student.
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FIGURA 4.16 — Determinacdo da concentracdo de HVA em hipocampo apds o tratamento
agudo com chamba 200 mg/Kg em camundongos.

Controle (veiculo), chambd (CH 200 mg/Kg, v.0.) foram administrados. Os animais foram
sacrificados e dissecados 60 minutos apds os tratamentos para a retirada do hipocampo. A
determinagdo das monoaminas foi realizada pela técnica HPLC com detec¢do eletroquimica.
(HVA = acido homovalinico). As barras representam a média + EPM de 5-7 animais por grupo.

Para analise estatistica foi utilizado t test . Valores significativos: **p<0,01 vs controle.
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FIGURA 4.17 — Determinacgdo da concentracdo de NE em hipocampo ap6s o tratamento
agudo com chamba 200 mg/Kg em camundongos.

Controle (veiculo), chambd (CH 200 mg/Kg, v.0.) foram administrados. Os animais foram
sacrificados e dissecados 60 minutos apds os tratamentos para a retirada do hipocampo. A
determinagdo das monoaminas foi realizada pela técnica HPLC com deteccdo eletroquimica. (NE
= noradrenalina). As barras representam a média £ EPM de 7-9 animais por grupo. Para anélise

estatistica foi utilizado t test . Valores significativos: *p<0,05 vs controle.
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FIGURA 4.18 — Determinacdo da concentracdo de 5-HT em hipocampo apés o tratamento
agudo com chamba 200 mg/Kg em camundongos.

Controle (veiculo), chambd (CH 200 mg/Kg, v.0.) foram administrados. Os animais foram
sacrificados e dissecados 60 minutos apds os tratamentos para a retirada do hipocampo. A
determinagdo das monoaminas foi realizada pela técnica HPLC com detec¢do eletroquimica. (5-
HT = serotonina). As barras representam a média + EPM de 7-9 animais por grupo. Para analise

estatistica foi utilizado t test.
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FIGURA 4.19 - Determinacdo da concentracdo de 5-HIAA em hipocampo apds o
tratamento agudo com chambéa 200 mg/Kg em camundongos.

Controle (veiculo), chamba (CH 200 mg/Kg, v.o.) foram administrados. Os animais foram
sacrificados e dissecados 60 minutos apds os tratamentos para a retirada do hipocampo. A
determinag¢do das monoaminas foi realizada pela técnica HPLC com detec¢do eletroquimica. (5-
HIAA = 4cido 5-hidroxindolacético). As barras representam a média + EPM de 7-9 animais por

grupo. Para analise estatistica foi utilizado t test . Valores significativos: ***p<0,001 vs controle.
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4.4.3 Corpo Estriado

Chamba reduziu as concentragdes de DA (Figura 4.20) e de seus metabolitos DOPAC
(Figura 4.21) e HVA (Figura 4.22) quando comparados aos seus respectivos controles: DA
[cont.: 1821 + 147,5 (6); CH200: 832,9 + 97,49 (7), p<0,001]; DOPAC [cont.: 2658 + 226,7 (8);
CH200: 1596 + 175,8 (6), p<0,001]; HVA [cont.: 973,6 + 98,94 (7); CH200: 472,8 + 55,28 (8),
p<0,001].

Nao foi observada alteragdo na concentragdo de noradrenalina comparada ao controle

(Figura 4.23) [cont.: 1777  115,5 (8); CH200: 1969 + 89,71 (7), p[10,05].

Com relagdo as concentragdes de 5-HT e seu metabolito, foi observado que o chambé nao
alterou a concentragdo de serotonina em relagdo ao controle (Figura 4.24), entretanto aumentou a
concentra¢do de 5-HIAA (Figura 4.25) quando comparado ao controle: 5-HT [cont.: 991,5 +
133,8 (7), p[10,05]; 5-HIAA [cont.: 314,5 + 22,94 (8); CH200: 1467 + 150,3 (6), p<0,001].
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FIGURA 4.20 — Determinacao da concentracédo de DA em corpo estriado apds o tratamento
agudo com chamba 200 mg/Kg em camundongos.

Controle (veiculo), chamba (CH 200 mg/Kg, v.0.) foram administrados. Os animais foram
sacrificados e dissecados 60 minutos apos os tratamentos para a retirada do corpo estriado. A
determina¢do das monoaminas foi realizada pela técnica HPLC com deteccdo eletroquimica. (DA
= dopamina). As barras representam a média + EPM de 7-9 animais por grupo. Para andlise

estatistica foi utilizado t test . Valores significativos: ***p<0,001 vs controle.
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FIGURA 4.21 - Determinacdo da concentracdo de DOPAC em corpo estriado ap6s o
tratamento agudo com chambéa 200 mg/Kg em camundongos.

Controle (veiculo), chamba (CH 200 mg/Kg, v.0.) foram administrados. Os animais foram
sacrificados e dissecados 60 minutos apos os tratamentos para a retirada do corpo estriado. A
determina¢do das monoaminas foi realizada pela técnica HPLC com detecg¢do eletroquimica.
(DOPAC = 4cido diidrofenil acético). As barras representam a média £ EPM de 7-9 animais por

grupo. Para analise estatistica foi utilizado t test . Valores significativos: **p<0,01 vs controle.
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FIGURA 4.22 - Determinacdo da concentracdo de HVA em corpo estriado ap6s o
tratamento agudo com chambéa 200 mg/Kg em camundongos.

Controle (veiculo), chamba (CH 200 mg/Kg, v.0.) foram administrados. Os animais foram
sacrificados e dissecados 60 minutos apds os tratamentos para a retirada do corpo estriado. A
determinag¢do das monoaminas foi realizada pela técnica HPLC com deteccdo eletroquimica.
(HVA = 4cido homovalinico). As barras representam a média + EPM de 7-9 animais por grupo.

Para analise estatistica foi utilizado t test . Valores significativos: ***p<0,001 vs controle.
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FIGURA 4.23 — Determinacdo da concentracdo de NE em corpo estriado apés o tratamento
agudo com chambéa 200 mg/Kg em camundongos.

Controle (veiculo), chamba (CH 200 mg/Kg, v.0.) foram administrados. Os animais foram
sacrificados e dissecados 60 minutos apds os tratamentos para a retirada do corpo estriado. A
determinagdo das monoaminas foi realizada pela técnica HPLC com deteccao eletroquimica. (NE
= noradrenalina). As barras representam a média £ EPM de 7-9 animais por grupo. Para anélise

estatistica foi utilizado t test .
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FIGURA 4.24 - Determinacdo da concentracdo de 5-HT em corpo estriado apds o
tratamento agudo com chambéa 200 mg/Kg em camundongos.

Controle (veiculo), chamba (CH 200 mg/Kg, v.0.) foram administrados. Os animais foram
sacrificados e dissecados 60 minutos apos os tratamentos para a retirada do corpo estriado. A
determinag¢do das monoaminas foi realizada pela técnica HPLC com detecgao eletroquimica. (5-
HT = serotonina). As barras representam a média + EPM de 7-9 animais por grupo. Para anélise

estatistica foi utilizado t test .



104

4.25
S5-HIAA

2000+

k%

15004

ng/g de tecido
=]
[ =]
T

controle CH 200

FIGURA 4.25 — Determinagdo da concentracdo de 5-HIAA em corpo estriado apds o
tratamento agudo com chamba 200 mg/Kg em camundongos.

Controle (veiculo), chamba (CH 200 mg/Kg, v.0.) foram administrados. Os animais foram
sacrificados e dissecados 60 minutos apds os tratamentos para a retirada do corpo estriado. A
determinagdo das monoaminas foi realizada pela técnica HPLC com deteccao eletroquimica. (5-
HIAA = acido 5-hidroxindolacético). As barras representam a média + EPM de 7-9 animais por

grupo. Para andlise estatistica foi utilizado t test. Valores significativos: ***p<0,001 vs controle.
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5 DISCUSSAO

Neste estudo, os efeitos do extrato aquoso padronizado da Justicia pectoralis (Chamba),
contendo cumarina e umbeliferona como principais constituintes, foram observados em varios
modelos animais de comportamento, como labirinto em cruz elevado (plus maze), claro/escuro,
campo aberto, barra giratoria (rota rod), nado forgado, suspensdo da cauda, tempo de sono e
convulsoes induzidas por pentilenotetrazol. Estes testes sdo modelos classicos para screening de
atividades sobre o sistema nervoso central (SNC) em animais e fornecem informagdes como
desempenho psicomotor, locomocgao, atividade relaxante muscular, ansiolitica, antidepressiva,

sedativa/hipnoética e anticonvulsivantes.

Nos modelos animais de ansiedade labirinto em cruz elevado e claro/escuro, o efeito do
Chamba foi comparado ao do Diazepam na dose de 1 mg/Kg. Assim como, a mesma dose do
diazepam foi utilizada como controle positivo nos testes tempo de sono induzido por
pentobarbital e convulsdo induzida por pentilenotetrazol. No campo aberto e rota rod, testes que
avaliam o relaxamento muscular do animal, a dose do Diazepam utilizada em comparagdo ao
Chamba foi de 2 mg/Kg. Para a avaliacdo da atividade antidepressiva nos modelos nado for¢ado
e suspensdo da cauda, utilizou-se imipramina 10 e 30 mg/Kg, respectivamente, em comparacao

aos efeitos do Chamba.

O labirinto em cruz elevado (LCE) ¢ um dos principais modelos animais utilizados no
estudo da ansiedade, pois se baseia no comportamento espontdneo da aversdo ao ambiente
causado pelo medo e ansiedade induzido pelo espaco aberto (TREIT et al., 1993), iluminado e
alto (BUSH et al, 2007) O modelo utilizado atualmente foi validado comportamental, fisiologica
e farmacologicamente, para ratos, por Pellow e colaboradores (1985) e, para camundongos, por
Lister (1987). A grande utiliza¢do do teste ¢ atribuida a sua simplicidade e, mais importante, ao
fato de que o comportamento relacionado a ansiedade dos benzodiazepinicos ¢ um método
reproduzido mundialmente em laboratorios (BARBOSA et al, 2008). E conhecido que drogas

ansioliticas, como o0s benzodiazepinicos, e ansiogénicas, antagonista dos receptores
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benzodiazepinicos, aumentam e reduzem, respectivamente, a exploracdo aos bragos abertos

(HANDLEY, MITHANI, 1984).

Como esperado, o diazepam produziu um significante aumento dos pardmetros
analisados, ou seja, numero de entrada nos bragos abertos (NEBA), percentagem de entrada nos
bracos abertos (PEBA), tempo de permanéncia nos bracos abertos (TPBA) e percentagem do
tempo de permanéncia nos bragos abertos (PTBA). Esses dados sdo similares aos encontrados em
outros estudos, no qual diazepam e outros benzodiazepinicos produzem um robusto efeito

ansiolitico em varios outros modelos animais de ansiedade (RABBANI et al., 2008).

A alteragdo comportamental observada apds a administracdo aguda e oral do extrato
padronizado de Justicia pectoralis no modelo labirinto em cruz elevado mostrou que o Chamba
reduziu a aversdo aos bragos abertos, pois aumentou todos pardmetros observados com as doses
100 e 200 mg/Kg. Ja o chamba na dose de 50 mg/Kg aumentou os parametros observados, com
excecdo da percentagem de entrada nos bracos abertos (PEBA). Foi visto que o Chamba
aumentou significativamente o nimero de entrada nos bracos abertos, assim como, o tempo de
permanéncia nos bracos abertos, sugerindo um efeito ansiolitico similar ao do diazepam. De
acordo com Ariza et al.(2007), a cumarina produz um significante efeito, comparado ao obtido
com o diazepam neste teste. Isso demonstra que compostos cumarinicos possuem atividade

ansiolitica baseada nos modelos comportamentais utilizados.

Agentes ansioliticos aumentam e agentes ansiogénicos reduzem a entrada e o tempo gasto
nos bracos abertos do labirinto em cruz elevado (PELLOW et al., 1985). De fato, trabalhos
anteriores mostram que o flumazenil, antagonista competitivo do  receptor
GABA/Benzodiazepinico, preveniu os efeitos ansioliticos do diazepam no LCE (KURIBARA,
MARUYAMA, 1996; KURIBARA et al., 1998; LUSCOMBE et al., 1991). Com a finalidade de
investigar o mecanismo de acdo do efeito ansiolitico do chamb4, foi utilizado o flumazenil para
avaliar o possivel envolvimento do sistema gabaérgico. Para tanto, foi escolhido o teste do LCE,
por ser mais sensivel para testar drogas ansioliticas do tipo benzodiazepinicas (PELLOW et al.
1985; RODGERS et al. 1997). Os resultados mostraram que o flumazenil reverteu o efeito

ansiolitico do chambéd em todos os pardmetros analisados, do mesmo modo que reverteu os
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efeitos do diazepam (LUSCOMBE et al., 1991), sugerindo assim, que o chamb4 apresenta efeito
ansiolitico, e, este efeito parece estar relacionado com o sistema gabaérgico, mais

especificamente envolvido com os receptores GABAA/Benzodiazepinico.

Para corroborar com os resultados encontrados no modelo labirinto em cruz elevado foi
realizado o teste claro/escuro, no qual é observado o tempo de permanéncia do animal no box
claro. Estudos realizados por Imaizumi et. al., (1984a,b) demonstraram que substincias
ansioliticas aumentam a locomocao e o tempo de permanéncia no box claro, enquanto substancias
ansiogénicas diminuem esses parametros, € 0s animais que permanecem mais tempo no box
escuro, aumentam o tempo de permanéncia no box escuro, com marcada redugdo desses
parametros no box claro (SHIMADA et a., 1995). Com base nestes estudos, e em informagdes de
que a expressao de um estado ansiolitico em animais pode ser refletido por um aumento do tempo
de permanéncia no box claro, os resultados deste estudo forneceram evidéncias de que o chamba
apresentou um efeito ansiolitico, ja que todas as doses utilizadas aumentaram o parametro

observado.

Outros testes de ansiedade também podem ser utilizados para investigar a atividade
ansiolitica de substincias, como exemplo, a interacdo social em camundongos, no qual a
agressividade ¢ o parametro observado (FILE, HIDE, 1978). De acordo com este teste, Chanfrau

et al.(2008), também confirmou a atividade ansiolitica da Justicia pectoralis.

Muitos modelos animais de ansiedade tem sido desenvolvidos com base na sua
sensibilidade aos benzodiazepinicos. No entanto, altas doses podem induzir sedacdo, causar uma
significante reducdo dos parametros observados (CRAWLEY, 1981) e resultar em falso-
positivo/negativo nos modelos de ansiedade. Portanto, para verificar a relagdo do efeito
ansiolitico do chamba com alteracao da atividade locomotora foi realizado o teste campo aberto

(TREIT, FUNDYTUS, 1989).

O teste do campo aberto ¢ empregado para avaliar a atividade exploratoria dos animais.
A tendéncia natural do animal em um ambiente novo ¢ a de explora-lo, apesar do estresse e do

conflito provocado por este ambiente (MONTGOMERY, 1958). Desta forma, a locomogao,
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rearing e grooming em roedores, observados no campo aberto, sdo o0s pardmetros
comportamentais mais usados para descrever influéncias dos eventos da vida ou da administragcdo
de drogas (MONTGOMERY, 1958; ARAKAWA , IKEDA, 1991; REX et al., 1996). O modelo
de campo aberto possibilita discutir a especificidade do efeito de uma droga, caso ela seja

estimulante, sedativa, ansiolitica ou ansiogénica (LISTER, 1987)

Dados na literatura demonstraram que a redu¢@o na atividade locomotora espontanea da
uma indicacdo do nivel de excitabilidade do sistema nervoso central (MANSUR et al., 1971), e,
esta reducdo pode estar relacionada com a sedagdo resultante da depressdo do sistema nervoso
central (OZTURK et al., 1996; PEREZ et al., 1998). No presente estudo, o chamba nao alterou a
atividade locomotora dos animais, em todas as doses utilizadas, ndo apresentando efeito sedativo
no campo aberto. O diazepam, na dose de 2 mg/kg, diminuiu a atividade locomotora mostrando
seu efeito sedativo. Isso mostra que a atividade ansiolitica do chamba ndo esta relacionada com a

atividade motora.

Em alguns estudos o rearing tem sido focalizado como um aspecto de comportamento
exploratorio (JOHANSSON, AHLENIUS, 1989), embora outros trabalhos relatem que agentes
ansioliticos diminuem o numero de rearing (HUGHES, 1972; STOUT, 1994). Na literatura ¢é
referido que o aumento de grooming ¢ observado em roedores apreensivos (ARCHER, 1973), e
em um grande numero de estudos, pesquisadores observaram que drogas ansioliticas reduzem o
grooming no campo aberto (DUNN et al., 1981; MOODY et al., 1993; BARROS et al., 1994).
Neste estudo, ndao houve alteragdo no rearing e grooming no campo aberto, com o chamba nas
doses utilizadas no experimento. O diazepam, na dose de 2 mg/kg, diminuiu o rearing e

grooming.

A coordenagdao motora ¢ um comportamento complexo e pode refletir equilibrio, forca
muscular e alteragdes na deambulacdo. Dificuldades na performance motora podem prejudicar a
realizacdo de testes comportamentais. O teste da barra giratoria rota rod foi proposto por Dunham
& Miya, (1957). Este mede o efeito de relaxamento muscular ou incoordenacdo motora
(CARLINI, BURGOS, 1979; SEDELIS et al., 2001). Nesse caso, quanto mais intenso for o

efeito, menor sera o tempo em que o animal consegue se equilibrar sobre a barra. Ressalta-se, no
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entanto, que se trata de um método nado-especifico, uma vez que mede indistintamente, efeitos
neurologicos, estimulantes e depressores sobre a coordenacdo motora, aos quais também ¢
atribuido o termo neurotoxicidade (DALLMEIER, CARLINI, 1981). O chamba nao alterou a
coordenagdo motora no teste do rota rod, nas doses utilizadas, diferenciando-se do diazepam 2
mg/kg (droga ansiolitica que nesta dose apresenta efeito relaxante muscular), que aumentou o
numero de quedas e diminuiu o tempo de permanéncia na barra. Estes resultados sugerem que as
acoes do chambd ndo sdo exercidas através do bloqueio neuromuscular periférico, mas sim

provocados centralmente (PEREZ et al., 1998; AMOS et al., 2001).

Acredita-se que o estresse € a depressao sao fendmenos inter-relacionados. O estresse ¢
tipicamente implicado na etiologia das desordens depressivas ou como uma conseqiiéncia delas
(LLOYD, 1980; ANISMAN, ZACHARKO, 1982; BROWN, 1993; SHERRILL et al., 1997;
TURNER, LLOYD, 1999). Os modelos animais de depressdo sdo tipicamente baseados na
exposicado de animais a condigdes estressantes (situagdo ameacadora), € ha varios testes
especificos para medir as respostas comportamentais e psicologicas. Os dois modelos animais
amplamente utilizados para screening de novas drogas antidepressivas sdo os testes do nado
forcado e da suspensdo da cauda. Esses testes sdo bastante sensiveis e relativamente especificos
para a maioria das classes de drogas antidepressivas, incluindo, os antidepressivos triciclicos, os
inibidores seletivos da recaptagdo de serotonina, os inibidores da MAO (monoamina oxidase) e

os atipicos (STERU et al., 1985; DETKE et al., 1995; PORSOLT et al., 1987;).

O fenomeno comportamental observado nos testes parece ser resultado da exposicao a
uma situacdo inescapavel, onde o animal divide seu comportamento em periodos de atividade
vigorosa (tentativa para escapar) e de imobilidade (comportamento de espera) (STERU et al.,
1985). No teste do nado for¢ado, o animal ¢ colocado em um recipiente com agua onde ¢
impossivel escapar, ja no modelo de suspensdao da cauda, o animal ¢ preso pela cauda onde,
também, ndo ha forma de sair dessa situacdo. Embora a relacdo entre imobilidade (uma postura
mantida que reflete um estado de “desespero comportamental” no qual o animal ¢ rendido pelo
desejo de escapar) e depressdo sejam controversas (GARDIER et al., 2001), é bem demonstrado
que drogas com atividade depressiva aumentam o tempo de imobilidade do animal (PORSOLT et

al., 1987; FERNANDEZ-TERUEL et al., 1990). O teste do nado forcado ¢ mais sensivel que o



111

teste da suspensdo da cauda em detectar drogas com atividade antidepressiva, visto que, doses
menores de drogas, como a imipramina, sao suficientes para apresentar um efeito antidepressivo

no nado for¢ado (PORSOLT et al., 1987).

Foi observado que chamba aumentou o tempo de imobilidade em ambos os testes. Os
resultados também mostraram que a imipramina (inibidor da recaptacdo de noradrenalina e
serotonina) usada como padrdo positivo nos testes do nado forgado e suspensdo da cauda,
também diminuiu o tempo de imobilidade dos animais, corroborando com os estudos que
mostram a sensibilidade destes testes as varias doses de drogas antidepressivas (KULKARNI,
DHIR, 2007). Os resultados deste estudo forneceram evidéncias de que o chamba apresentou um
efeito depressor, uma vez que houve um aumento no tempo de imobilidade em ambos os testes

realizados.

Sabe-se que as cumarinas apresentam atividade antidepressiva (PEREIRA et al., 2009;
CHEN et al., 2005), portanto, esperava-se que o chamba, extrato padronizado tendo cumarinas
como principais constituintes, também apresentasse esse efeito. A atividade depressora observada
nos modelos comportamentais pode sugerir que as doses utilizadas ndo forneceram a quantidade
de cumarina necessaria para desencadear efeito antidepressivo. Em outra questdo, o extrato foi
administrado de forma aguda e, assim como ocorre com a maioria dos farmacos antidepressivos,
o efeito do extrato do chambé poderia ser evidenciado apds varios dias, necessitando para isso

que fosse realizado um tratamento subcronico, ou até mesmo, cronico nos animais.

Bem como os dois fatores acima descritos hd também a possibilidade de que a
metodologia utilizada para o preparo do extrato padronizado ndo tenha extraido quantidades

suficientes de cumarina, necessitando, para tal fim, um aprimoramento da técnica.

O teste do tempo de sono induzido por pentobarbital permite verificar a atividade
sedativa/hipnotica de uma substancia, considerando o efeito sinérgico, ou seja, quando duas
drogas que possuem o mesmo efeito sdo utilizadas juntas espera-se a potencializacdo do efeito,

no caso deste modelo, o tempo de sono. Portanto, o principio deste teste ¢ verificar se uma droga
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possui a capacidade de potencializar o efeito sedativo e hipndtico do pentobarbital sodico

(RILEY, SPINKS, 1958).

Os resultados do chamba mostraram que houve uma diminui¢do da laténcia do sono na
dose de 200 mg/Kg, e ndo houve nenhuma alteracdo na duragdo do sono com nenhuma das doses
utilizadas. A literatura afirma que a diminui¢do da laténcia e o aumento na duracao do sono sao
tipicos de drogas depressoras do SNC (WILLIANSON et al., 1996). Com base nas analises dos
modelos comportamentais antidepressivos observou-se que o chambé apresentou atividade
depressora do sistema nervoso central, mas ndo causa sedacdo ou hipnose. Neste experimento, a
auséncia de efeito sedativo/hipnotico do chamba foi corroborada no teste do campo aberto, no
qual os animais tratados com chamba, em todas as doses, ndo tiveram alteragdo da atividade

locomotora espontanea.

O pentilenotetrazol (PTZ) induz convulsdes que sao semelhantes aos sintomas observados
nas crises de auséncia, e fAirmacos utilizados no tratamento desse tipo de convulsdo suprimem as
crises geradas pelo PTZ (MARESCAUX et al., 1984). As convulsdes do tipo tonico-clonica
generalizadas podem ser estudadas através de modelos que utilizem a administragdo sistémica de
substancias quimicas convulsivantes, muito usadas no screening de drogas anticonvulsivantes

(SWINYARD, 1949; SWINYARD et al., 1952).

O método de induzir convulsoes através da administracdo de pentilenotetrazol (PTZ) ¢
bastante utilizado na triagem de drogas anticonvulsivantes (LOWSON et al., 1991). Os efeitos do
PTZ sao largamente mediados pelo receptor GABA4, embora o mecanismo de bloqueio do
receptor pelo PTZ ainda ndo esteja esclarecido. Sabe-se que o PTZ age via sitio picrotoxina
(situado no interior do canal de cloreto) no complexo receptor GABA s-benzodiazepinico-canal

de cloreto, reduzindo o influxo de ions cloreto (JUNG et al., 2002; HANSEN et al., 2004).

O diazepam, utilizado como padrdo positivo nos experimentos, aumentou a laténcia da
convulsao e obteve 100% e sobrevivéncia dos animais. O chamba ndo alterou a laténcia para a
primeira convulsdao em nenhuma das doses utilizadas. O tempo para a morte também nao foi

alterado por nenhuma dose de chamba.
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A anélise da concentragdo de noradrenalina (NE), serotonina (5-HT), dopamina (DA) e
seus respectivos metabolitos no cortex pré-frontal, hipocampo e corpo estriado dos animais
tratados com o extrato padronizado de Justicia pectoralis (chamba) mostrou que, de maneira
geral, o chamba alterou, resultando em redugao das concentragdes de monoaminas, bem como de
seus metabolitos, nas regides cerebrais utilizadas. Esses resultados confirmam a atividade
depressora do extrato, determinada apds a andlise dos modelos animais comportamentais de

depressao.

Acredita-se que as monoaminas estejam envolvidas na patogenia de muitas doencas
mentais. Sabe-se da participacdo da dopamina na psicose, pois muitos farmacos antipsicoticos
bloqueiam receptores dopaminérgicos (SEEMAN, 1987), ja a serotonina estd envolvida em
muitos distirbios neuréticos, incluindo ansiedade, distirbios do panico (AGHAJANIAN, 1994) ¢
depressao (COHEN, 1995) e, por fim, varios estudos experimentais e clinicos indicaram que o
sistema noradrenérgico estd envolvido na fisiopatologia da depressdo (FRAZER, 2000; NUTT,
2006). O tratamento da depressdo depende do entendimento da fisiopatologia e do mecanismo
pelo qual os farmacos antidepressivos atuam. O distarbio depressivo foi reconhecido,
inicialmente, como um fendmeno bioquimico (SCHILDKRAUT, 1965) e desde a aceitacao da
teoria monoaminérgica acredita-se que a depressdo ¢ devido a uma deficiéncia da atividade das
monoaminas biégenas (SVENSSON, 2000; BRUNELLO et al., 2002; HENSLER, 2003; BLIER,
WARD, 2003).

Apo6s varios anos de estudo sobre o mecanismo envolvido na depressdo um grande
numero de evidéncias refor¢a a idéia do importante papel das monoaminas no evento depressivo.
Sabe-se que farmacos antidepressivos de diferentes grupos quimicos atuam em varios sitios
modificando de forma aguda os niveis de monoaminas nas sinapses. Por outro lado, drogas que
causam deplecdo dos niveis de monoaminas podem induzir depressio (GOODWIN, BUNNEY,
1971).

Viarios pesquisadores tem tentado estabelecer uma relagdo entre as estruturas limbicas e o

sistema monoaminérgico para explicar as reacdes de defesa dos individuos frente a situacdes
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estressantes e perigosas (HARRO, ORELAND, 2001; LE DOUX, 2000). Alteracdes na mediagao
monoaminérgica destes circuitos limbicos tem sido usados no estudo da neurobiologia da
ansiedade. Por exemplo, alteracdes nos sistemas monoaminérgicos de estruturas que se
comunicam com o nucleo accumbens, como o cortex pré-frontal, devem contribuir ao surgimento
dos sintomas de alguns tipos de desordens da ansiedade, como a Desordem do Estresse Pos-
Traumatico e Depressao (CHROUSOS, GOLD, 1992; POST, 1992; CHARNEY et al., 1993;
SOUTHWICK et al., 1993; GOLDSTEIN et al., 1994, 1996).

Foi sugerido que a falta de noradrenalina e/ou serotonina na fenda sinaptica ¢ a base
neurologica para a depressdo (PRANGE, 1964; BUNNEY, DAVIS, 1965; SCHILDKRAUT,
1965; COPPEN, 1967; LAPIN, OXENKRUG, 1969). Essa teoria sempre encontrou dificuldades
para ser consolidada, pois o efeito das drogas antidepressivas somente ¢ evidenciado apos
algumas semanas do inicio do tratamento. Apds a realizagdo dos trabalhos de Vetulani e Sulser
(1975), pesquisadores desviaram a atencdo sobre o efeito imediato dos antidepressivos com
relacdo a concentracdo de monoaminas na fenda sindptica para alteragdes nas caracteristicas e
funcdes dos receptores (BAKER, GREENSHAW, 1989). Alteracdes em receptores dos
neurotransmissores foram encontradas em suicidas vitimas de depressdo, no entanto, isso ¢
interpretado em termos de uma reducdo dos niveis de monoaminas (MANN et al., 1986;

LEONARD , 2000,).

A maior inervacdo noradrenérgica do cérebro, incluindo todas as sinapses noradrenérgicas
no cortex cerebral e hipocampo ¢é originada do ntcleo do locus coeruleus. A participagao da
noradrenalina na fisiopatologia da depressdo ¢ baseada na evidéncia demonstrada de que a
ativagdo do locus coeruleus ¢ ansiogénico em primatas (REDMOND, 1987; SINGEWALD,
SHARP, 2000).

Alguns estudos relatam que vitimas suicidas (ARANGO,1996) ou pacientes depressivos
(BAUMANN, 1999) apresentam uma reducao no niumero de neurénios noradrenérgicos no locus
coeruleus. Trabalhos mostram que drogas que afetam a transmissao noradrenérgica, como as que
inibem a recaptacao de noradrenalina nos terminais nervosos, ou seu metabolismo (inibidores da

MAO), sdo efetivas na depressao (DENCKER, 2000).
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Estudos recentes utilizando uma nova técnica de mensuracdo veno-arterial de
concentragcdo de gradientes para avaliar o nivel de monoaminas observou que a liberacdo de NA
estava marcadamente reduzida em pacientes depressivos (LAMBERT et al., 2000). Dessa forma,
estudos em humanos implicam o envolvimento do sistema noradrenérgico na fisiopatologia da
depressdo, e esta visdo ¢ consistente com os efeitos dos antidepressivos em animais. Nao ha
evidéncia consistente sobre o mecanismo especifico, mas esta claro que a alteracdo da atividade

dos neurdnios noradrenérgicos esta envolvida na acdo de drogas antidepressivas.

O crescente interesse no papel da serotonina na psiquiatria nos ultimos anos ¢,
provavelmente, devido aos estudos que comprovam que pacientes depressivos apresentam
alteracdo do contetdo neural de serotonina e, principalmente, apds a demonstragdo de que
inibidores altamente seletivos da recaptacdo de serotonina s3o antidepressivos bastante efetivos

(OWENS, NEMEROFF, 1994).

Consideraveis evidéncias tem sustentado a hipdtese de que alteragdes na fungdo
serotonérgica no sistema nervoso central ocorrem em pacientes com depressdo, como redugdo da
concentracdo de serotonina em tecidos postmortem de pacientes depressivos e suicidas, e
aumento da concentragdo de 5-HIAA, metabolito da serotonina. A primeira geracdo de
antidepressivos efetivos clinicamente tem uma a¢do comum sobre os neurdnios nora e

serotonérgico (ANGULO et al, 1991).

Maes e Meltzer (1995) afirmam que o papel da serotonina na depressdo ndo esta bem
esclarecido, mas sabe-se que a alteracdo na atividade serotonérgica estd diretamente relacionada
na patogé€nese ou evento fisiopatologico da depressao, ou seja, uma reducdo da concentragdo de

5-HT atua como um fator de vulnerabilidade na patologia (BRODY et al., 2000.

A dopamina foi a terceira amina bidgena envolvida na teoria da depressao, pois verificou-
se que o efeito depressor da reserpina também ¢ atribuido a agdo sobre a DA (RANDRUP,
BRAESTRUP, 1977). Um outro argumento para o papel da DA na depressao ¢ estabelecida pela
co-ocorréncia com a distirbio de Parkinson (KAPPUR, MANN, 1992; TASSIN et al., 1998),
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pois a incidéncia de depressao neste distirbio, no qual € associado com a degeneragdo do sistema
dopaminérgico nigroestriatal ¢ muito alta (CUMMINGS, 1985) e o tratamento para o Parkinson
com L-DOPA nem sempre alivia os sintomas da depressdo nesses pacientes (CUMMINGS,

1985).

Além dos efeitos da dopamina sobre a locomogao e movimentos estereotipados, existem
varias evidéncias farmacologicas e neuroquimicas dando suporte a hipotese de que a dopamina
apresenta também um importante papel nas desordens afetivas. De fato, alguns estudos mostram
que os metabolitos da dopamina estdo reduzidos no fluido cerebroespinhal de pacientes
deprimidos (SEE et al., 1992) e a administracao de agonistas dopaminérgicos melhora o humor
em pacientes bipolar (JIMERSON, 1987). A idéia é corroborada pelo fato de que o estresse
cronico reduz a liberagdo basal de dopamina, assim como leva a depressdo, e de que drogas com
acdo antidepressiva tendem a facilitar a transmissdo dopaminérgica (HARRO, ORELAND,
2001).

Estudos foram realizados sobre os efeitos dos antidepressivos no sistema dopaminérgico e
observaram que muitas drogas com diferentes a¢des possuem a habilidade de melhorar a
funcionalidade da neurotransmissdo dopaminérgica nos sistemas mesoestriatais, mesolimbicos e
mesocortical (PLAZNIK, KOSTOWSKY, 1987; DELINI-STULA et al., 1988; SERRA et al.,
1990; TANDA et al., 1994). A exposi¢do aguda ao evento causador de estresse produz uma
alteracdo tempo-dependente bifasico na liberagdo de dopamina no sistema mesolimbico. O
aumento inicial da liberagdo de DA, provavelmente esta relacionado com a reagdo rapida ao
evento inesperado (IMPERATO et al., 1993). No entanto, com a continuidade do evento
desagradavel ha uma profunda reducdo da liberagdo de dopamina no nucleus accumbens
(IMPERATO et al., 1993; GAMBARANA et al., 1999).

J& foi descrito que a deplecdo de DA no cortex pré-frontal de ratos e macacos estd
relacionada com o prejuizo da atencdo seletiva, aumento da atividade motora espontinea,
estereotipia comportamental e alteracio do estado emocional, inclusive produzindo
comportamentos ansiedade-simile (CARTER, PYCOK, 1980; LE MOAL, SIMON, 1991;
BUBSER, KOCH, 1994; ESPEJO, 1997; LACROIX et al.; 1998).
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Em conjunto com estudos em humanos, esses resultados sugerem que a neurotransmissao
dopaminérgica ¢ reduzida na depressdo, e que essa alteracdo, possivelmente, serve como base

para a reducdo da energia e motivagdo do paciente deprimido (HARRO, ORELAND, 2001).

Baseado nesses estudos e sobre o conhecimento da interagdo entre os sistemas
monoaminérgicos, Tassin et al.(1998) formulou a hipdtese que sugere que todos os
antidepressivos possuem como mecanismo primdrio de agdo o re-estabelecimento da transmissao
dopaminérgica em estruturas limbicas. Antidepressivos normalizam a alteracdo dopaminérgica e,
i1sso pode ser um dos mecanismos de seu efeito terapéutico, mas essa agdo ¢, também, mediada

por outros sistemas de neurotransmissores.

Neuronios dopaminérgicos na substancia negra pars reticulata (SNpr) ¢ area tegmental
ventral (ATV) tem vias descendentes para o nucleo da rafe dorsal, o maior foco de neurdnios
serotonérgicos, e para o locus coeruleus (LC), o maior foco de neurdnios noradrenérgicos. Isto
mostra que as trés catecolaminas sdo interconectadas (GUERCE, MILON, 1983), sugerindo que a

alteracdo de uma monoamina produz modificagdes nas outras na mesma diregao.

Considerando que a agdo regulatéria das monoaminas sobre o estado emocional em
situacdes estressantes deva constituir um mecanismo subjacente a acdo terapéutica dos
antidepressivos, pode-se estabelecer uma relagdo entre os presentes resultados como o conceito

de depressao.

A ansiedade ¢ uma desordem emocional geralmente associada a depressdo. Os sintomas
da ansiedade coexistem com a depressao (KRAVITZ et al., 1990; BAKISH, 1999). A ansiedade
generalizada e a social, assim como os ataques de panico com depressao sdo comorbidades
comuns na populacdo geral (KESSLER, WITTCHEN, 1999). Van Praag et al., (1998) propos que
muitos casos de depressdo sdo caracterizados por uma causalidade iniciada na ansiedade e,
subseqlientemente, desencadeando um estado de depressdo. A base biologica para esse

desenvolvimento ndo estd clara, mas a logica ¢ sustentada pela sequéncia finalizando com
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depressdo. Por isso, o tratamento com antidepressivos reduz primeiro a ansiedade e depois o

retardo motor e quadro depressivo (KATZ et al., 1987; 1994).

Em modelos animais de ansiedade, o chambéd mostrou ser promissor, pois, apresentou
atividade ansiolitica, parecendo envolver, como descrito anteriormente, o receptor GABA
/Benzodiazepinico. Nas doses utilizadas, o chamba mostrou atividade ansiolitica desprovida de
efeitos sedativos. Esse resultado ¢ bastante vantajoso, visto que a maioria dos farmacos
ansioliticos classicos, como exemplo, os benzodiazepinicos, possui como efeito colateral a
sedagdo. Da mesma forma, o fitoterapico kava kava (Piper methysticum), bastante utilizado como
ansiolitico (LEBOT et al.,, 1997; PITTLER et al., 2000), também possui efeito sedativo,

considerado indesejado, pois compromete a realizagdo das atividades diarias do usuario.

Em modelos para verificar a atividade antidepressiva de drogas, o chambé apresentou
efeito depressor, que foi confirmado com a determinagdo da concentragdo de monoaminas,
supostamente envolvidas na patogenia da depressdo. Como discutido, anteriormente, o efeito
depressor do chambé pode ser atribuido a véarios fatores, dentre eles, a dose fornecida aos

animais, a durag¢ao do tratamento, bem como a metodologia de extracdo utilizada.

Este estudo fornece futuras evidéncias experimentais para a eficdcia terapéutica do
chambd, um extrato padronizado das partes aéreas da espécie Justicia pectoralis Jacq. var
stenophylla Leonard em alguns distarbios no sistema nervoso central. Estudos sobre a
neurobiologia da ansiedade e depressdao, com foco em regides cerebrais fortemente envolvidas
nesses distarbios (por exemplo, amigdala), estudos neuroquimicos sobre a concentracdo de
aminoacidos cerebrais em animais tratados com chamb4, alteracdo nos esquemas de tratamento
dos animais, assim como estudos da interacdo droga-receptor, sdo necessarios para elucidar os

mecanismos de acao do chamb4 apropriadamente.



119

CONCLUSOES
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6 CONCLUSOES

A andlise dos resultados apresentados neste trabalho permitiu as seguintes conclusoes:

Nos testes do labirinto em cruz elevado e claro/escuro, o chamba comprovou seu efeito

ansiolitico, pois aumentou todos os parametros analisados;

O mecanismo de agdo ansiolitico do chamba, analisado no teste do labirinto em cruz
elevado, parece estar relacionado com o receptor GABAa/Benzodiazepinico, pois seu efeito

ansiolitico foi revertido pelo flumazenil, antagonista deste receptor;

No teste do campo aberto, o chamba nao alterou a atividade locomotora, o grooming e

rearing, sugerindo ser desprovido de efeito sedativo;

No teste do rota rod, a coordenacdo motora dos animais ndo foi alterada, mostrando que
os efeitos desta substancia ndo estdo relacionados com o bloqueio neuromuscular periférico, mas

sim, ocasionados centralmente;

Nos testes do nado for¢ado e suspensdo da cauda, o chambé apresentou efeito depressor,

pois aumentou o tempo de imobilidade dos animais;

No teste do tempo de sono induzido por pentobarbital, o chamba nao alterou a duragdo do
sono dos animais, ou seja, ndo potencializou o efeito sedativo/hipnético do pentobarbital sddico

e, dessa forma, ndo apresentou efeito sedativo;

No teste da convulsao induzida por pentilenotetrazol, o chamba nao alterou as laténcias de

convulsdo e de morte, demonstrando ndo apresentar a atividade anticonvulsivante.

Ap0s a andlise das monoaminas, verificou-se que o chamba reduziu a concentragdo das
aminas biogenas observadas, corroborando com o efeito depressor observados nos modelos nado

forcado e suspensdo da cauda.
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Portanto, este trabalho permitiu concluir que o chambé apresenta efeito ansiolitico,
depressor do Sistema Nervoso Central, mas sem possuir efeito sedativo. Além disso, observou-se

que o chamba ¢ desprovido de atividade anticonvulsivante.
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Baixar livros de Literatura Infantil
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Baixar livros de Meio Ambiente
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Baixar Monografias e TCC
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Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
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