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RESUMO

Os produtos naturais incluindo as plantas medicinais tém, ao longo da histdria, se constituido
como fonte principal para a obtencdo de novas drogas com potencial efeito terapéutico.
Inimeros avancos em psicofarmacologia tém sido obtidos através de estudos experimentais
comportamentais. Baseado na necessidade do desenvolvimento de novas alternativas
farmacologicas que possam ser utilizadas para a ansiedade, epilepsia, e alivio da dor, 0
presente trabalho investigou possiveis efeitos psicofarmacoldgicos em modelos animais da
Fracdo Cloroformica de Dioclea virgata (Rich.) Amshoff (FCDv). Na triagem farmacoldgica
comportamental, para avaliar o possivel efeito no SNC da FCDv, observou-se que 0s
camundongos tratados apresentaram alteracdes comportamentais semelhantes as apresentadas
por drogas que diminuem a atividade do SNC, tais como: diminui¢do da ambulagéo, resposta
ao toque diminuida e sedacdo. Estabeleceu-se doses seguras para 0s testes subseqiientes com
base nos resultados da triagem. As doses de 125 e 250 mg/kg induziram a uma diminuig¢éo na
laténcia para inicio do sono, ndo alterando, no entanto, o tempo de sono. FCDv (125, 250 e
500 mg/kg) ndo reduziu o tempo de permanéncia dos animais na barra giratoria (teste do Rota
Rod) até os 120 minutos apOs as administragdes. No teste do campo aberto, os animais
tratados com a FCDv (250 mg/kg) apresentaram uma diminui¢cdo da ambulagdo e do
comportamento de levantar (25,8 + 4,2) em relacdo ao controle (43,4 + 4,7), ocorreu também
uma reducdo na defecacdo (FCDv 125 e 250 mg/kg), indicando atividade semelhante a drogas
com perfis sedativo e ansiolitico; o tempo de auto-limpeza nao sofreu alteracdo com as trés
doses testadas. FCDv (125, 250 e 500 mg/kg) ndo promoveu alteragdes significativas nos
parametros laténcia para o inicio dos mergulhos, nimero de levantar, nimero de cruzamentos
no teste da placa perfurada, entretanto, na dose de 250 mg/kg provocou uma diminui¢do no
namero de mergulhos (24,1 = 2,9; contra 33,1 + 2,3 do controle), apresentando assim
comportamento de droga sedativa. No teste das convulsdes induzidas por pentilenotetrazol, a
FCDv ndo foi capaz de prevenir ou aumentar a laténcia para inicio dos ataques convulsivos. A
FCDv também ndo foi eficaz em prevenir ou reduzir a duragdo das convulsbes tonicas
induzidas pelo eletrochoque auricular. Na avaliacdo da atividade antinociceptiva, FCDv (125,
250 e 500 mg/kg) aumentou a laténcia para primeira contor¢cdo e diminuiu o nimero de
contorcdes abdominais provocadas por acido acético, com indicativo de uma atividade
antinociceptiva. No teste da formalina, a FCDv (250 mg/kg) diminui o tempo de lambida da
pata: 60,9 + 9,8 s.; 12,3 £ 10,4 s.; na primeira e segunda fase do teste, respectivamente, em
relacdo aos animais do grupo controle: 91,1 + 6,8 s. e 213,3 £ 51,6 s., dando indicativo de
atividade antinociceptiva que pode ser mediada tanto perifericamente como em nivel de SNC.
Portanto, a partir dos dados experimentais obtidos € possivel inferir que a FCDv apresenta
efeitos psicofarmacoldgicos sugestivos de droga psicoléptica, com promissora atividade do
tipo sedativa, ansiolitica, e antinociceptiva.

Palavras-chave: Plantas medicinais. Psicofarmacologia. Dioclea virgata (Rich.) Amshoff.
Efeito ansiolitico. Efeito sedativo. Atividade antinociceptiva.



ABSTRACT

The natural products, that include medicinal plants, have been known as a principal source for
the acquisition of new drugs with potential therapeutic effect throughout history. Many
advances in psychopharmacology have been obtained from behavioral experimental studies.
Based on the need for the development of new pharmacological alternatives that could be
used for anxiety, epilepsy, and relief from pain, the present study investigated the possible
psychopharmacological effects in animal models that could be provoked by Chloroformic
Fraction of Dioclea virgata (Rich.) Amshoff (CFDv) treatment. In the behavioral screening
pharmacology, to evaluate the possible effect in the CNS of CFDv, it was observed that
treated mice showed behavioral changes similar to those effects caused by drugs that decrease
the activity of the CNS, such as: reduction of the ambulation, decreased response to the touch
and sedation. These results of screening let us to establish safe doses for subsequent tests.
Doses of 125 and 250 mg/kg induced a decrease in sleep beginning latency, without changes
in the time of sleep. CFDv (125, 250 and 500 mg/kg) did not reduce the time of permanence
of the animals on the revolving bar (Rota Rod test) up to 120 minutes after the respective
administrations. In the open field test, the animals treated with the CFDv (250 mg/kg) showed
a reduction of the ambulation and rearing (25.8 + 4.2) compared to the control (43.4 + 4.7),
there was also a reduction in defecation (CFDv 125 and 250 mg/kg), indicating a similar
activity with drugs that possess sedative and anxiolytic profiles; there isn’t any change in time
of grooming with the three doses tested. CFDv (125, 250 and 500 mg/kg) not promoted
significant changes in latency parameters for the beginning of head-dips, rearing or number of
crossings in the hole-board test, however, at the dose of 250 mg/kg the fraction caused a
decrease in the number of head-dips (24.1 £ 2, 9; against 33.1 £ 2.3 control), thus presenting
behavior effect as a sedative drug. The test of convulsions induced by pentilenotetrazol, CFDv
was unable to prevent or increase the latency to onset of convulsive attacks. The CFDv was
not effective in preventing or inhibiting the duration of tonic seizures induced by auricular
electroshock. In the evaluation of the antinociceptive activity, CFDv (125, 250 and 500
mg/kg) increased the latency for first abdominal writhing and reduced the number of
abdominal writhings caused by acetic acid, to bring into prominence its antinociceptive
activity. In the formalin test, the CFDv (250 mg/kg) reduced the licking-time: 60.9 + 9.8 s.,
12.3 £ 10.4 s.; in the first and second phase of the test, respectively , in relation to the control
group: 91.1 + 6.8 s. and 213.3 = 51.6 s., giving an indication of antinociceptive activity that
can be mediated both peripherally and in level of CNS. Therefore, from the experimental data
obtained in this research, it is possible to infer that the CFDv presents psychopharmacological
effects suggestive of depressant drugs with promising anxiolytic-like action, sedative and
antinociceptive activity.

Keywords: Medicinal plants. Psychopharmacology. Dioclea virgata (Rich.) Amshoff.
Anxiolytic effect. Sedative effect. Antinociceptive activity.
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| - INTRODUCAO

Os produtos naturais incluindo as plantas medicinais tém, ao longo da historia, se
constituido como fonte principal para a obtencdo de novas drogas com potencial efeito
terapéutico. Estima-se que aproximadamente a metade dos farmacos em uso s&o derivados de
produtos naturais. De acordo com Organizacdo Mundial de Salde, a pobreza e a falta de
acesso a medicina moderna conduzem 65% a 80% da populacdo do mundo, nos paises
subdesenvolvidos, a depender essencialmente das plantas para cuidado primario da saude
(PAKER et al., 2007).

No Brasil, a utilizagdo das plantas como medicamento foi influenciada pelas culturas
indigena, africana e européia, deixando um acervo cultural que constitui a base da medicina
popular, atualmente resgatada pela medicina natural que procura aproveitar suas praticas,

porém, fornecendo-lhe um caréter cientifico (MARTINS et al., 1998).

As pesquisas com plantas medicinais geralmente originam medicamentos em menor
tempo, com custos mais acessiveis a populacdo que, em geral, tem de se submeter aos
cuidados de uma rede publica de assisténcia primaria de saude deficiente, e encontra-se sem
condicdes financeiras para arcar com a aquisi¢do dos medicamentos produzidos pela industria
farmacéutica tradicional (MARTINS et al., 1998; FRANCO; FONTANA, 2002).

Nestas Ultimas duas décadas diversas pesquisas tém sido relatadas envolvendo
metodologias voltadas para deteccdo de atividades farmacoldgicas com preparacfes obtidas a
partir da flora medicinal, objetivando o desenvolvimento de novos farmacos que possam
apresentar vantagens sobre os atuais, principalmente, quanto aos aspectos: efetividade,
poténcia e efeitos colaterais (ALMEIDA et al., 1999).

As hipdteses etiopatoldgicas das doengas mentais originaram-se a partir de estudos em
animais sobre os efeitos de drogas no sistema nervoso central (SNC). Os experimentos em
animais, embora sofram as restricdes inerentes ao fato de ndo se poder reproduzir
fidedignamente neles as caracteristicas dos transtornos humanos, sdo responsaveis, em grande
parte, pelo que se sabe atualmente sobre as aces dos psicofdrmacos em diversas etapas dos
processos de transmissdo sindptica. Estes modelos experimentais em animais tentam
estabelecer um paralelo entre os efeitos comportamentais induzidos pelos psicofarmacos com
os sinais clinicos e/ou neurofisiolégicos em humanos, visando contribuir para a elucidagédo

das bases etioldgicas das vérias doengas mentais. Os estudos comportamentais tém sido
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responsaveis por indmeros avancos em psicofarmacologia (BARRET; MICZEK, 1995;
GORENSTEIN; SCAVONE, 1999).

Os psicofarmacos representam uma das mais importantes classes de medicamentos e
estdo presentes na vida diéria de boa parcela da populagdo mundial. A importancia atribuida a
esses agentes quimicos pode ser creditada ao seu inestimavel valor terapéutico, o qual resulta
em efeitos fisioldgicos e psicoldgicos especificos que possibilitam aos seus usuarios terem
uma vida relativamente normal (ALMEIDA, 2006).

De acordo com Silva e Leite (2000), os distdrbios de ansiedade se constituem na maior
prevaléncia entre as varias doencas psiquiatricas na populacdo em geral, além de serem
patologias freqglientemente identificadas em criangas e adolescentes, podendo ocasionar

prejuizos no relacionamento familiar, social e escolar.

As epilepsias também se destacam entre as afeccOes do Sistema Nervoso Central,
sendo um dos distdrbios neurolégicos mais comuns, chegando a atingir, segundo a
Organizagdo Mundial de Saude cerca de 50 milhGes de pessoas no mundo, tendo uma

prevaléncia em torno de 1% da populacdo mundial (WHO, 2005).

N&o obstante, o tratamento da dor tem sido motivo de preocupacéo e de varios estudos
para pesquisadores e para a inddstria farmacéutica, pois apesar da variedade de substancias e
do avanco no desenvolvimento das terapias de controle da dor, ainda ha uma necessidade
urgente de analgésicos potentes, principalmente para os casos de dor crbnica, onde a melhor
alternativa farmacoldgica ainda é a morfina, apesar de seus efeitos adversos (CALIXTO et al.,
2000; LIRA, 2001).

A familia Fabaceae compreende 650 géneros, dentre 0s quais se destaca 0 género
Dioclea (VARELA et al., 2004). Em uma triagem farmacolégica comportamental, realizada
por Almeida et al. (1999) no Laboratério de Tecnologia Farmacéutica (LTF) da Universidade
Federal da Paraiba (UFPB) com o extrato etandlico bruto de Dioclea virgata (Rich.) Amshoff,
foi observada atividade psicodepressora nos camundongos tratados com esta espécie de
planta.

Baseado na necessidade do desenvolvimento de novas alternativas farmacoldgicas que
possam ser utilizadas para a ansiedade, epilepsia, e alivio da dor, o presente trabalho
investigou uma possivel atividade psicofarmacoldgica da Fracdo Cloroférmica de Dioclea
virgata (Rich.) Amshoff (FCDv), em camundongos, através de metodologias experimentais

comportamentais.
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O Laboratorio de Tecnologia Farmacéutica (LTF) da Universidade Federal da Paraiba
(UFPB), tem desenvolvido trabalhos de pesquisa na area de psicofarmacologia, no sentido de
obter um melhor conhecimento etnofarmacoldgico e toxicoldgico de plantas medicinais,
tentando, assim, buscar novas alternativas terapéuticas, com menos efeitos colaterais,
produzidas em menor tempo, com baixo custo e mais economicamente acessiveis a
populacéo.

O presente trabalho objetiva contribuir para a pesquisa cientifica no que se refere a
investigacdo de possiveis efeitos psicofarmacolégicos com a fracdo cloroférmica da espécie
Dioclea virgata (Rich.) Amshoff., em modelos animais, na perspectiva de ampliar os

conhecimentos cientificos da familia Fabaceae.
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Il - FUNDAMENTAGCAO TEORICA

2.1. CONSIDERACOES GERAIS SOBRE PLANTAS MEDICINAIS

A flora medicinal, ha milhares de anos, tem sido utilizada pelas popula¢@es de vérias
partes do mundo em virtude dos beneficios apresentados para manutencdo da saide humana,
valor esse reconhecido pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) que desde 1978 passou a
reconhecer oficialmente os medicamentos fitoterapicos como recurso terapéutico de eficacia
comprovada (WHO, 1993; ELISABETSKY, 2002).

Inimeros s@o 0s registros que mostram a busca incessante, nas plantas medicinais,
para cura ou mesmo alivio de moléstias que tém atingido a humanidade (CARLINI, 1995; DE
FEO et al., 1996; AHMAD et al., 1998). E possivel encontrar informacdes de que a maioria
dos povos demonstrou um certo conhecimento das plantas existentes nas suas comunidades e
seus eventuais empregos terapéuticos. Documentos do ano de 2000 a.C., por exemplo, trazem
registros de inumeros principios vegetais empregados como medicamentos (ALMEIDA,
2006).

Mesmo havendo um enorme avan¢o na quimica medicinal, o desenvolvimento de uma
nova droga tornou-se mais dificil, devido a inUmeras razdes, incluindo o fato que para a
maioria das doencas, drogas com resultados clinicos satisfatorios estdo disponiveis, e
desenvolver uma droga que seja ativa no mesmo alvo e que ndo seja mais cara
financeiramente, torna-se cada vez mais dificil (VERPOORTE; KIM; CHOI, 2006).

No ano de 2003 apenas 21 novas drogas foram trazidas ao mercado. No periodo
compreendido entre 1981 a 2002, é interessante ressaltar que das 877 novas drogas que foram
desenvolvidas, 6% eram produtos naturais, 27% eram derivados de produtos naturais, e 16%
eram sintéticas desenvolvidas no modelo de um produto natural (NEWMAN; CRAGG;
SNADER, 2003), demonstrando a importancia da natureza como fonte para conduzir a
descoberta de novos farmacos.

Os custos para o desenvolvimento de uma nova droga estdo entre 800 milhdes — 1
bilh&o de euros, com 10.000 a 100.000 compostos testados para encontrar uma nova droga. O
tempo de desenvolvimento médio da idéia do farmaco até chegar a introduzi-lo no mercado é
agora de 15 anos (DIMASI; HANSEN; GRABOWSKI, 2003; DICKSON; GAGNON, 2004;
BUTCHER, 2005).
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Estima-se que 80% da populagdo mundial utiliza a medicina tradicional como
principal recurso no atendimento basico de saude. Incluem-se ai, cerca de 40.000 a 70.000
plantas medicinais, usadas pelas popula¢des in natura (por op¢do ou por serem a unica
alternativa disponivel) e os sistemas de medicina que empregam plantas processadas em
formulagbes medicamentosas, como a medicina chinesa e ayurvédica (tradicional indiana)
(ELISABETSKY, 2002).

Na maioria dos casos, muito pouco € sabido sobre essas plantas (VERPOORTE; KIM;
CHOI, 2006), sendo as plantas medicinais uns dos poucos recursos terapéuticos disponiveis
para a maioria dessas populagdes, que as utilizam para tratar diferentes patologias (LAPA,;
LIMA, 1997; RASKIN et al., 2002).

No Brasil, ha cerca de 100.000 espécies vegetais catalogadas, mas somente 8% foram
estudadas quanto a sua quimica, e estima-se que apenas 1.100 espécies tenham sido avaliadas
quanto as suas propriedades terapéuticas (VARANDA, 2006).

O Brasil gasta cerca de dois a trés bilhdes de délares por ano na importagdo de
matérias—primas utilizadas no preparo de medicamentos. O panorama, nessa area, mostra que
84% dos farmacos consumidos no Brasil sdo importados e que 78 a 80% da producéo é feita
por empresas multinacionais (BERMUDEZ, 1995; MIGUEL; MIGUEL, 1999; SIMOES et
al., 2002), indice que justifica a busca de alternativas para superar a dependéncia externa por
parte da industria quimico-farmacéutica brasileira.

Em fungdo de sua fécil aceitabilidade, disponibilidade e baixo custo vém crescendo o
entusiasmo em relacdo ao estudo de plantas medicinais e seus extratos para assisténcia a
salude. Grande parte da populacdo mundial utiliza a medicina popular para seus cuidados
primarios em relacao a saude, e se presume que a maior parte desta terapia tradicional envolve
0 uso de extratos de plantas ou seus principios ativos (FARNSWORTH et al., 1985; KAUR et
al., 2005).

Estudos tém mostrado o significante papel dos produtos naturais na pesquisa de novas
drogas, tanto na descoberta quanto no desenvolvimento. Por exemplo, cerca de 60-75% das
novas drogas utilizadas no tratamento de cancer e doencas infecciosas sdo de origem natural
(NEWMAN; CRAGG; SNADER, 2003).

Na década de 1980, somente na Europa e nos Estados Unidos, o mercado de
preparacOes fitoterapicas aproximava-se de 6 bilhdes de dolares/ano (CARLINI, 1988), ja no
ano de 1999 os valores mundiais chegaram proximos de 12 bilhdes délares/ano (CALIXTO,
2000), e em 2005 atingiram os 25,5 bilhdes de dolares, ficando claro que os produtos naturais

continuam a desempenhar importante papel econémico e terapéutico na medicina moderna.
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Esse mercado tdo rico e préspero tem impulsionado varias pesquisas. Atualmente um
grande namero de estudos cientificos tem se concentrado nas chamadas terapias tradicionais
como importante fonte para pesquisas (WHO, 1993).

No Brasil, além dos fatores econémicos, o lado social também ¢é de grande
importancia onde se estima que, aproximadamente, 50 milhdes de brasileiros ndo tém acesso
ao medicamento, e faz, muitas vezes, do tratamento com plantas sua Unica opcao terapéutica
(BARBOSA, 2006). Existe uma flora bastante diversificada em toda a extensao do territorio
brasileiro, devido ao clima e a situacdo geogréfica favoravel, com vegetacdes de diferentes
caracteristicas e cujos principios ativos ainda sdo desconhecidos (NOGUEIRA et al., 1998;
VARANDA, 2006).

Uma investigacdo nessa area influenciaria diretamente a sociedade em varios niveis,
possibilitando a descoberta de novas drogas, a identificacdo de fontes de substancias quimicas
locais capazes de substituir as importadas, assim como o desenvolvimento da industria de
fitoterapicos nacionais. Para alcancar quaisquer dessas metas, entretanto, € indispensavel a
fundamentacao cientifica. E o que possibilita a transformacao segura e eficaz de uma planta
em um medicamento de qualidade, diferente do uso baseado na prética popular
(ELISABETSKY, 2002).

O desenvolvimento de novos medicamentos ou farmacos encontra-se profundamente
alicercado na historia da descoberta da atividade farmacoldgica exibida por fontes de origens
naturais (FARNSWORTH; MORRIS, 1976). Uma enorme variedade de medicamentos teve
sua origem na extracdo direta de fontes naturais, usados praticamente sem modificacOes
estruturais, como encontrados na natureza (DEWICK, 1998).

Substancias com comprovada atividade farmacoldgica, por exemplo, curare, quinina,
digoxina, entre tantos exemplos de compostos isolados de plantas medicinais existentes no
Brasil e no mundo, sdo utilizadas por culturas indigenas desde a antiguidade. Até os dias
atuais, é marcante o isolamento de substancias a partir de fontes naturais, com atividades
bioldgicas e potenciais superiores, como exemplificados pela vimblastina e vincristina,
agentes antineoplasicos isolados do Catharanthus roseus G., e a huperzina utilizada no
tratamento de doencas degenerativas (CALIXTO, 2000; KHIARI; HASSINI; GRAVEL,
2001; SIMOES et al., 2002).

Algumas substancias quimicas estdo sendo testadas quanto a atividade anti-HIV, como
a hipericina e os derivados acilados da castanospermina. Os derivados da artemisina, uma
lactona sesquiterpénica com grupo endoperoxido, tém sido utilizados no combate da malaria
(HAMBURGER; HOSTETTMANN, 1991). Outras substancias com atividade antimicrobiana
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presente nos vegetais sd8o compostos aromaticos, principalmente fenois e antibioticos
macrociclicos produzidos através de uma das vias biossintéticas do acetato (DI STASI, 1996;
COWAN, 1999).

Segundo Almeida (2006), as substancias quimicas que exercem seus efeitos no
Sistema Nervoso Central (SNC), sdo hoje denominadas drogas psicoativas ou psicotrépicas,
empregadas para tratar ou aliviar doencas psiquicas desde meados de 1950.

Apesar de apresentarem uma grande procura, € importante salientar que plantas
indicadas para o tratamento de doencas com manifestacbes neuroldgicas e disturbios
psiquiatricos, muitas vezes ndo apresentam nenhum respaldo cientifico e as vezes nem sequer
tém acdo no SNC (ALMEIDA et al., 1999).

A maioria das plantas com acdo no SNC estd inserida na categoria de drogas
depressoras com amplo emprego terapéutico, pois de modo geral atuam por mecanismos que
resultam na diminuigdo da atividade cerebral (ALMEIDA, 2003).

Dados da literatura mostram varios exemplos historicos do emprego de plantas
medicinais na obtencdo e estudo de novas substancias com ac¢do no SNC, tais como a morfina
e a codeina, obtidas a partir da Papaver somniferum que promovem analgesia e alteracdes no
humor por atuar, principalmente, nos receptores opidides u (HUANG; KUTCHAN, 2000). A
cafeina, extraida da Paullinia cupana, que pertence quimicamente a classe das xantinas
semelhantes a teofilina e teobromina, que promove efeitos estimulantes do SNC (HENMAN,
1986), a mescalina extraida de lophophora williamsii e a hiosciamina extraida da Datura

stramonium que promovem efeitos alucinégenos (ALMEIDA, 2006).

2.2. CONSIDERACOES GERAIS SOBRE FARMACOS PSICOTROPICOS

Psicotropicos sdo aquelas drogas que atuam no Sistema Nervoso Central (SNC) e que
de alguma forma modificam o funcionamento cerebral, sendo a psicofarmacologia a ciéncia
que se dedica ao estudo das drogas psicotropicas, nos seus mais variados aspectos
(ALMEIDA, 2006).

H& milénios sdo conhecidas substancias quimicas que exercem seus efeitos no SNC e
que de alguma forma influenciam a vivéncia e o psiquismo, ou seja, promovem modificagoes
comportamentais, no humor ou nos aspectos emocionais. Fazendo-se uma analise do uso
dessas drogas psicoativas ao longo da historia, podem ser distinguidas duas finalidades

correlatas, a primeira delas diz respeito a busca da modificacdo do comportamento e a outra
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visa produzir estados alterados de sensacdo com fins religiosos, cerimoniais e recreativos
(ALMEIDA, 2006).

As drogas que atuam no SNC estdo entre as primeiras que foram descobertas pelos
seres humanos primitivos e ainda constituem o grupo de compostos farmacologicos mais
amplamente estudados (COOPER et al., 1996).

A histéria da psicofarmacologia moderna inicia-se no final da década de 40, quando
foram introduzidos os primeiros farmacos com a finalidade especifica de tratar os transtornos
psiquiatricos. Data de 1949 o primeiro relato de tratamento da mania com litio, realizado por
Cade, seguido pela descricdo dos efeitos antipsicoticos da clorpromazina em 1952, por Delay
e Deniker. Os primeiros ansioliticos foram o meprobamato (1954) e o clordiazepoxido (1957),
seguido por uma ampla gama de benzodiazepinicos (GORENSTEIN; SCAVONE, 1999).

Pode-se dizer que a psicofarmacologia emergiu empiricamente. Por exemplo, a origem
dos antidepressivos inibidores da monoaminoxidase (IMAO) foi a partir da observacédo de que
a iproniazida, usada no tratamento da tuberculose, era capaz de produzir elevacdo de humor e
euforia. A iproniazida foi introduzida no tratamento de pacientes hospitalizados com
depressao apds os estudos iniciais de Crane e Kline, de 1956 e 1958, respectivamente. Quase
simultaneamente a introducdo dos IMAO, a pesquisa de novos compostos anti-histaminicos
conduziu ao aparecimento da imipramina (1958), que foi o primeiro de uma série de
antidepressivos triciclicos (SCAVONE; GORENSTEIN, 1991; SNYDER, 1996).

Assim, até o final da década de 50 ja haviam sido descobertos cinco grupos de drogas
capazes de promover efeitos clinicos em transtornos psiquiatricos: antipsicoticos
(clorpromazina, haloperidol), antidepressivos triciclicos (imipramina), antidepressivos IMAO
(iproniazida), ansioliticos (meprobamato e clordiazepdxido) e antimania (litio)
(GORENSTEIN; SCAVONE, 1999).

Ap6s mais de 40 anos da introducdo desses agentes terapéuticos originais, em termos
de impacto, pode-se dizer que a introdugcdo dos psicofarmacos foi marcante e seu uso
disseminou-se amplamente, e em termos de numero de drogas disponiveis, houve uma
consideravel ampliagdo do arsenal terapéutico, tanto com a expansdo do numero de
compostos dentro do mesmo grupo farmacolégico, como com o surgimento de drogas com
perfil de acdo diferente das originais. J& quanto a eficacia, parece que 0s compostos mais
recentes muito pouco acrescentaram aos originais, embora ha de se reconhecer que muitos
deles sdo realmente mais seletivos, levando a maior tolerabilidade e aderéncia ao tratamento
(GORENSTEIN; SCAVONE, 1999).
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As funcbes do SNC sdo bastante complexas e a classificacdo dos agentes psicotropicos
estd muito longe de ser simples, dada a tamanha dificuldade em definir e medir os indices de
funcdo cerebral afetados por estas drogas, logo, ainda ndo existe nenhuma base Unica
satisfatoria e consistente para esta classificacdo (KATZUNG, 2003; BLOOM, 2006).

Assim, a classificacdo levando em consideracdo a estrutura quimica que estabelece
categorias como 0s benzodiazepinicos e butiroferonas, ndo proporciona muita orientacdo para
os efeitos farmacoldgicos. Por outro lado, a classificacdo farmacoldgica ou bioquimica é
relativamente simples para drogas cujo mecanismo de agdo estd razoavelmente bem
esclarecido (como por exemplos, os inibidores da monoamina oxidase e inibidores da
recaptacdo de aminas), porém ainda existem casos, como por exemplo, dos alucindégenos, em
gue o0 mecanismo de acao é pouco conhecido (KATZUNG, 2003; BLOOM, 2006).

Outra possibilidade é adotar uma classificacdo empirica, baseada no efeito
farmacoldgico global (exemplo: estimulante psicomotor) ou no uso clinico (antidepressivos,
agentes antipsicoticos, farmacos antiepilépticos), mas isto apresenta a desvantagem pelo fato
de que as indicagdes das drogas psicotrépicas podem frequentemente mudar de acordo com a
conduta clinica (RANG et al., 2004).

De forma a contemplar o maior nimero de drogas que exercem efeito no SNC, &,
entdo, possivel distinguir quatro divisfes: psicoanalépticos (estimulantes da atividade do
SNC), psicolépticos (depressores da atividade do SNC), psicodislépticos (alucindgenos,
psicoticomiméticos ou perturbadores da atividade do SNC) e parapsicotrépicos
(medicamentos que embora tenham emprego frequente na clinica psiquiatrica e/ou
neuroldgica ndo apresentam um perfil adequado a nenhuma das classes anteriores)
(ALMEIDA, 2006).

As principais e mais estudadas classes dos psicotrépicos sdo: os neurolépticos, 0s
antidepressivos, anticonvulsivantes, ansioliticos, hipnoticos, relaxantes musculares, e
analgésicos (CALIXTO et al., 2000; LIRA, 2001; POLATIN; DERSH, 2004).

Os neurolépticos sdo também chamados de tranquilizantes maiores ou ainda de
agentes antipsicoticos. Caracterizam-se como antagonistas dos receptores da dopamina,
embora muitas drogas atuem sobre outros alvos, particularmente os receptores da 5-HT, o que
pode contribuir para sua eficacia clinica. As principais indicacdes para essas drogas sao as
psicoses e sintomas associados com transtorno afetivo (bipolar) e transtornos severos de
personalidade. Incluem os neurolépticos tipicos ou classicos (clopromazina e haloperidol) e

aqueles que tém menor tendéncia de causar efeitos colaterais motores indesejaveis, chamados
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de atipicos ou de segunda geracdo (clozapina, risperidona e sulpirida) (LIM et al., 2001;
BALDESSARINI; TARAZI, 2006).

Os antidepressivos sdo usados no tratamento da depressao e na elevacdo do humor —
que € um dos varios sintomas desse distirbio. Os medicamentos de uso clinico podem ser
divididos em: triciclicos (imipramina e amitriptilina), tetraciclicos (metralindol, mianserina),
agentes heterocicilicos (amoxapina e bupropiona), inibidores seletivos da recaptacdo de
neurotransmissores (por exemplos, a fluoxetina, paroxetina e sertralina que inibem
seletivamente a recaptura de serotonina) e inibidores da monoamina oxidase (maclobemida,
fenelzina e tranilcipromina). Todos eles exercem seus efeitos terapéuticos aumentando
seletivamente as aminas biogénicas neurotransmissoras em multiplas vias no SNC
(SAWYNOK; ESSER; REID, 2001; BLIER; ABBOT, 2001; ALMEIDA, 2006).

Na classe dos anticonvulsivantes (ou antiepilépticos), o fenobarbital foi o primeiro
agente organico sintetizado que se reconheceu como dotado de atividade anticonvulsivante.
Os medicamentos antiepilépticos podem ser divididos em duas categorias, 0s classico (como a
fenitoina, fenobarbital, carbamazepina, clonazepam e nitrazepam) e a nova geracdo (onde
estdo inseridas a progabida, gabapentina e lamotigina, entre outros). Os dois principais
mecanismos de acdo das drogas anticonvulsivantes sdo a potencializagdo da acdo do &cido
gama-aminobutirico (GABA) e a inibicdo dos canais para sodio dependentes de voltagem
(ATTAL, 2000; CLUFF, 2002; ALMEIDA, 2006).

Os ansioliticos e hipnédticos sdo drogas utilizadas no tratamento dos sintomas da
ansiedade e no tratamento da insénia, respectivamente. Apesar dos objetivos clinicos serem
diferentes, as mesmas drogas sdo frequentemente, usadas para ambas as finalidades. Os
principais grupos de drogas utilizadas com esta finalidade sdo os benzodiazepinicos
(diazepam e clordiazepdxido), barbitdricos (zolpidem, fenobarbital e pentobarbital),
antagonistas dos receptores beta-adrenérgicos (propranolol) e outras drogas (hidrato de cloral
e meprobamato) (SCHATZBERG, 2003; RANG et al., 2004).

Os benzodiazepinicos exercem suas acdes farmacologicas através da interacdo com
receptores especificos no SNC, localizados em uma subunidade dos receptores do GABAA,
agindo como neuromoduladores alostéricos positivos. Esta interagdo ocorre através de um
acoplamento estrutural, formando um complexo macromolecular que potencializa os efeitos
do neurotransmissor inibitério GABA, aumentando a transmissdo gabaérgica pré e pos-
sinaptica (OGA, 1996; PAGE et al., 1999).
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Os barbitdricos também se ligam a receptores associados ao ionoforo de GABA-
cloreto; todavia, esses farmacos parecem prolongar os efeitos do GABA, em lugar de
intensifica-los (DAILEY, 2005).

Os relaxantes musculares incluem as drogas que ndo possuem efeitos periféricos no
tdbnus muscular, mas sim efeitos no SNC, que causam relaxamento muscular, incluindo-se
nesse grupo o baclofeno, mefenesina e alguns benzodiazepinicos (SCHOFFERMAN, 2003).

Os analgésicos de acdo central ou simplesmente opidides tém como caracteristica
principal aumentar o limiar neuronal ao estimulo nocivo ou até mesmo erradicar a sensacao
dolorosa (ALMEIDA, 2006). O termo “opidide” € habitualmente empregado para substancias
de natureza sintética ou peptidica com acdo semelhante a morfina, enquanto que “opiaceo”
representa uma terminologia mais antiga sendo aplicado a sustancias naturais ou semi-
sintética isoladas do épio como a morfina e codeina. Entretanto, alguns autores relacionam o
termo opidide de forma ampla a todos os compostos que estdo relacionados com o 6pio, 0
suco extraido da Papaver somniferum L. (papoula) (GUTSTEIN; AKIL, 2003).

2.3. CONSIDERACOES SOBRE A FAMILIA FABACEAE

A familia Fabaceae (Leguminosae) € a terceira maior familia de plantas produtoras de
flores, ficando somente atras da Compositae e da Orchidaceae. Possui trés subfamilias
constando de 650 géneros e mais de 18,000 espécies (VARELA et al., 2004).

Vaérios estudos de plantas usadas na medicina tradicional pertencentes aos diferentes
géneros que compBdem a familia Fabaceae tém sido realizados, principalmente nas areas de
quimica e farmacologia, com o objetivo de esclarecer composi¢fes quimicas e suas
propriedades farmacoldgicas.

Isoflavondides bioativos extraidos de raizes de Dalbergia horrida foram isolados (o
dalhorridin (1) e o dalhorridinin (I1)), e ficou caracterizado através de screenimg biolégico do
extrato enriquecido, propriedades analgésicas, antiinflamatorias, depressoras do SNC, e
propriedade anti-bacteriana (NARAYANAN et al., 2007).

A semente de Pachyrrhizus erosus (L) é conhecida por conter rotindides, flavondides
e derivados de fenilfuranocumarinas como componentes quimicos. Na medicina popular é
usada no tratamento de insonia, além de possuir atividades antifungicas, anti-secretdria,
inseticida, antibacteriana e espasmolitica. Abid, Hrishikeshavan e Asad (2006), realizaram

um screening no SNC utilizando o extrato etandlico obtido de sementes desta planta, e o
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resultado do estudo demonstrou diminuicdo da atividade locomotora, producdo de
relaxamento muscular, atividade ansiolitica e antiagressividade.

Do extrato metandlico de Psoralea corylifolia foram purificados dois compostos
promissores para o desenvolvimento de drogas neuroprotetoras (LEE; KIM; RYU, 2005). E, a
partir de extratos obtidos de sementes deste vegetal, ficou demonstrado varios graus de
atividade contra os fungos Trichophyton rubrum, Trichophyton mentagrophytes,
Epidermophyton floccosum e Microsporum gypseum, causadores de dermatites,
provavelmente tendo como composto ativo, um flavondide (RAJENDRA PRASAD et al.,
2004).

Os efeitos farmacoldgicos do extrato aquoso da Neorautanenia mitis, usada
tradicionalmente para o tratamento de dismendrreia, foram estudados em roedores, e 0sS
resultados demonstraram que o extrato possui significativa atividade antinociceptiva dose-
dependente em camundongos, e ligeira atividade anti-inflamatdria em ratos, também produziu
uma inibicdo dependente de concentracdo da contracdo ritmica normal de Gteros de ratas
isolados, bem como inibiu contragcdes induzidas por oxitocina ou acetilcolina em uteros de
ratas (VONGTAU et al., 2000).

O extrato metandlico de raizes de Neorautanenia mitis também possui perfil de droga
com atividade antinociceptiva, tanto central como periférica, em ratos e camundongos, de
maneira dose-dependente. A acgdo periférica pode esta relacionada em parte as lipoxigenases
elou ciclo-oxigenases, enquanto a antinocicepcdo central € possivelmente mediada via
receptores opidides no SNC (VONGTAU et al., 2004).

A Clitoria ternatea € uma leguminosa forrageira tropical de raizes profundas,
distribuida em todas as zonas tropicais do globo. A sua folhagem pode ser incorporada como
substituto de matérias primas em ra¢Ges comerciais para frangos, bem como no sistema de
producdo ovina devido ao seu potencial nutricional (MONFORTE; CARIAS; CIOCCIA,
2002; BARROS; ROSSETTI; CARVALHO, 2004). Na investigacdo com o objetivo de
determinar o espectro de atividades do extrato metandlico desta planta sobre o SNC,
demonstrou-se que 0 mesmo possui atividades nootrépica (aprendizado e memoria),
ansiolitica, antidepressiva, anticonvulsivante e antiestresse em camundongos e ratos (JAIN et
al., 2003).

O extrato aquoso fresco ou folhas secas de Cassia siamia Lamk. tém sido utilizadas no
cuidado primério a saude, para o tratamento da insdnia, também ¢é util contra febre, diabetes,
hipertensdo, asma, constipacdo e diurese. O extrato alcodlico das folhas possui atividade

depressora do SNC, e o perfil farmacoldgico do barakol, o maior constituinte da Cassia
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siamia Lamk. foi estudado por meio de modelos comportamentais em roedores e através de
testes neuroquimicos, e os achados indicaram que o barakol possui efeito sedativo, e atua no
sistema dopaminérgico, inibindo a liberacdo de dopamina (SUKMA et al., 2002).

Desmodium gangeticum é conhecido popularmente como Salparni, sendo um vegetal
muito usado para tratamento de desordens neuroldgicas. O pré-tratamento com esta planta por
sete dias sucessivos, significativamente melhorou o aprendizado e memoria e reverteu a
amnésia induzida pela escolpolamina e pelo envelhecimento natural em camundongos,
também diminui de um modo geral a atividade da acetilcolinesterase, demonstrando ser um
candidato promissor para melhoria da memoéria e com potencial para o tratamento da
deméncia e Alzheimer (JOSHI; PARLE, 2006).

Doze alcaloides que foram isolados de Desmodium gangeticum DC, foram capazes de
promover respostas estimulantes e depressoras do SNC, estimulantes de musculo liso, e
anticolinesterase. A presenca de liberadores de catecolaminas nas raizes foi responsavel por
um possivel efeito nicotinico em intestinos de cachorros (GHOSAL; BHATTACHARYYA,
1972).

O extrato aquoso de Desmodium gangeticum DC. mostrou intensa atividade anti-
contor¢Bes abdominais induzidas pelo teste do &cido acético, e exibiu moderada atividade
depressora do SNC ( JABBAR; KHAN; CHOUDHURI, 2001).

Além destas atividades, testes feitos em hamsters usando extrato etanolico bruto e trés
fracdes (hexanica, n-butandlica, e aquosa) de Desmodium gangeticum revelaram que a planta
tem potencial profilético e eficécia terapéutica contra infec¢bes de Leishmania (SINGH et al.,
2005). E o pré-tratamento com extrato aquoso obtido de raizes de Desmodium gangeticum em
ratos com infarto de miocéardio induzido pelo isoproterenol preveniu o aumento das enzimas
creatinina fosfoquinase (CPK), lactado desidrogenase (LDH), fosfatase alcalina (ALP) e das
transaminases oxaloacéticas (SGOT) (KURIAN; PHILIP; VARGHESE, 2005).

Um trabalho investigando alguns efeitos no SNC do extrato etanolico bruto da Cassia
italica em camundongos revelou que esta planta medicinal possui propriedades depressoras
do SNC, manifestadas por antinocicepcdo e sedagdo (ALI; BASHIR; TANIRA, 1997). O
extrato etandlico de raizes, folhas e vagens da Cassia italica, em ratos reduziu edema de pata
induzido pela carragenina e febre. Houve tambem efeito no teste do &cido acético, e uma
inibicdo dose-dependente da liberacdo de prostaglandinas usando leucocitos peritoneais de
ratos (JAIN et al., 1997).

Os efeitos do extrato hidroalcodlico de cascas de hastes de Erythrina velutina e

Erythrina mulungu, plantas que sdo popularmente utilizadas no Brasil por seus efeitos no
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SNC, foram testados, e demonstraram ser capazes de promover atividade depressora do
sistema nervoso central e que possivelmente possuem propriedades anticovulsivantes agindo
sobre a glicina (VASCONCELOS et al., 2007).

As cascas das hastes de Erythrina klained Pierre podem direta ou indiretamente excitar
0 SNC, e contém principios antisalmonella que devem pertencer a classe dos alcaldides
(GATSING et al., 2007).

Um estudo descrevendo a atividade analgésica do extrato e algumas fra¢fes obtidas de
folhas de Erythrina crista-galli em diferentes modelos de analgesia in vivo, usando
camundongos como animais experimentais, mostrou uma inibicdo dose dependente de
contor¢des abdominais e inibicdo das duas fases do teste da formalina (FISCHER et al.,
2007).

Estudo feito por Martins et al. (2004), demonstram a importancia de sementes de
ervilhas cruas (Pisum sativum L.) na dieta alimentar, uma vez que foi capaz de reduzir o
colesterol total do plasma de porcos, atraves de uma diminuicdo significativa no colesterol
LDL.

Amorpha canescens Pursh é uma erva nativa americana medicinal utilizada contra
vermes intestinais, para o tratamento de neuralgia, reumatismo e eczema. O extrato etandlico
de folhas desta planta demonstrou possuir atividades antibacteriana e antioxidante (REN;
HALAWEISH, 2007).

Em um estudo sobre a atividade antioxidante de extratos das espécies de Eysenhardtia
(E. platycarpa, E. punctat, e E. subcoriaceae), usadas na medicina tradicional mexicana para
o tratamento de complicacdes diabéticas, ficou demonstrado, através de analises em pancreas
de ratos, atividade antihiperglicemiante e antioxidante de um composto isolado (NARVAEZ-
MASTACHE ; SOTO; DELGADO, 2007).

As fragBes de extratos de raizes de Sophora flavescens conduziram ao isolamento de
quinze principios ativos, responsaveis pela citotoxicidade contra cinco tipos de linhagens de
células de culturas de tumores humanos (de pulmao, ovario, pele, SNC, e do coldn) avaliados
por um método in vitro. Usualmente esses compostos sdo flavonodides que ocorrem
exclusivamente nestas espécies e a proliferacdo de células tumorais foram significativamente

inibidas durante continuas exposicdes a esses compostos (RYU et al., 1997).
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2.3.1. Género Dioclea

O potencial quimico e farmacoldgico do género Dioclea mostra-se bastante
surpreendente. A espécie Dioclea grandiflora Mart ex Benth. é conhecida vulgarmente como
mucund, mucund de caroco, olho de boi, sendo encontrada nas regides da Caatinga e do
Serrado do Nordeste do Brasil. Suas sementes sdo transformadas em farinha comestivel nos
periodos de seca e pendria e as cascas de suas raizes sdo usadas na medicina popular na litiase
renal e prostatica (BATISTA, 1993).

Nos estudos farmacoldgicos constituidos da avaliacdo sobre 0 SNC dos componentes
obtidos das cascas de suas raizes foi verificada atividade depressora do SNC (BATISTA;
ALMEIDA; BHATTACHARYYA, 1995). Mattei, Leite e Tufik, 1995, utilizaram extrato
aquoso das sementes, e também verificaram este efeito depressor.

Em uma analise sobre os efeitos do extrato etandlico bruto de Dioclea grandiflora
Mart ex Benth. em modelos animais utilizados para o estudo farmacologico de drogas
antiparkinsoniana realizada por MORAIS, (2005) foi observado uma diminui¢do da atividade
espontanea induzida pelo haloperidol, inibicdo de tremores produzidos por tremorina
(agonista colinérgico), e ainda, verificou-se propriedades antioxidantes do extrato.

Uma fracdo aquosa e a diocleina (um flavonoide), obtidas do extrato etandlico de
Dioclea grandiflora Mart ex Benth., exibiram significativos efeitos analgésicos em modelos
animais  experimentais em ratos e camundongos (BATISTA; ALMEIDA,
BHATTACHARYYA, 1995).

A diocleina induziu um sustentado e dose-dependente aumento do fluxo coronariano
sem promover alteracdo no ionotropismo e cronotropismo do coragdo, sugerindo que este
flavonoide pode ser um composto interessante para o desenvolvimento de drogas para o
tratamento de doencas coronarianas (ALMEIDA et al., 2002). Segundo Lemos et al. (1999) e
Trigueiro et al. (2000) a diocleina é capaz de promover efeito vasorelaxante dependente de
concentracdo em anéis de aorta de ratos.

Com um outro flavonodide isolado do extrato bruto obtido de cascas de raizes de
Dioclea  grandiflora, a dioflorina, foi  demonstrada atividade analgésica
(BHATTACHARYYA et al.,, 1998). Significativo efeito antinociceptivo também ficou
demonstrado a partir do tratamento agudo em ratos e camundongos com o0 extrato
hidroalcodlico de semente desta planta (ALMEIDA et al., 2003).
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Atividades antioxidantes de estruturas quimicas isoladas, obtidas a partir de folhas de
Dioclea lasiophylla foram mensuradas usando o0 método de autooxidacéo do beta-caroteno em
suspensdo de acido linoléico (BARREIROS et al., 2000).

Avaliando-se também a atividade antioxidante do floranol, um novo flavonoide
isolado de raizes de Dioclea grandiflora, verificou-se que o mesmo pode ser eficiente em
prevenir a oxidacao da LDL (Lipoproteina de baixa densidade) (BOTELHO et al., 2007). Este
mesmo flavonoide produziu um efeito vasodilatador em anéis de aorta de ratos de maneira
concentracdo dependente (LEMOS et al., 2006).

Das sementes de Dioclea glabra foi purificado um novo inibidor de serina proteinases,
pertencentes a familia de inibidores Bowman-Birk (BUENO et al., 1999).

Lecitinas obtidas de sementes de Dioclea guianensis var. Lasiophylla, Dioclea
rostrata, D. grandiflora e D. violacea promoveram estimulagdo de linfocitos T humanos em
voluntérios sadios, e estas duas Ultimas espécies, em camundongos também (BARRAL-
NETTO etal., 1992; BARBOSA et al., 2001).

No estudo feito por Teixeira et al., (2006), as lecitinas extraidas de Dioclea
grandiflora e D. violacea foram capazes de inibir a aderéncia de microorganismos de espécies
de streptococos na superficie dentaria, podendo ser Gteis na terapéutica contra céries, uma vez
que a aderéncia € uma vantagem para a sobrevivéncia bacteriana e também uma “etapa
chave” no desenvolvimento desta patogénese.

Dioclea virgata (Rich.) Amshoff é conhecida vulgarmente como cipdé-pixuma ou
feijdo-de-boi, suas folhas sdo utilizadas na medicina popular na forma de decocto para o
tratamento de febre e malaria (AGRA; FREITAS; BARBOSA-FILHO, 2007). Apesar de seus
usos populares serem registrados, a espécie € pouco investigada cientificamente, sendo
verificado apenas um estudo imunoldgico realizado por Barral-Netto et al. (1992) com as
sementes da Dioclea virgata (Rich.) Amshoff, além do estudo de avaliagdo comportamental
preliminar feito por Almeida et al., (1999), havendo entdo, a necessidade de realizacdo de

outras investigac@es farmacoldgicas com esta planta.
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111 - OBJETIVOS

e Geral:

= Auvaliar possiveis efeitos psicofarmacologicos da Fracdo Cloroférmica de Dioclea
virgata (Rich.) Amshoff (FCDv) utilizando metodologias investigativas de atividade no SNC
em camundongos a fim de contribuir para o avango do conhecimento cientifico sobre os
efeitos farmacoldgicos da familia Fabaceae.

e Especificos:

= Avaliar os efeitos tdxicos da FCDv em camundongos pela via intraperitoneal;
= lIdentificar e caracterizar o efeito sobre 0 SNC da FCDyv;
= Investigar possivel efeito ansiolitico, sedativo, anticonvulsivante e antinociceptivo da

FCDv em modelos animais.



MATERIAL E METODOS
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IV - MATERIAL

4.1. MATERIAL BOTANICO:

Foram utilizadas as folhas e ramos de Dioclea virgata (Rich.) Amshoff, coletadas em
26/04/2006 na regido de Santa Rita, Paraiba, cuja identificacdo botanica e descricao
morfolégica foram realizadas pela Professora Dra. Maria de Fatima Agra, do setor de botanica

da Universidade Federal da Paraiba.

4.2. ANIMAIS

No desenvolvimento do presente estudo, foram utilizados camundongos (Mus
musculus) da linhagem Swiss, albinos, machos e fémeas (nuliparas e ndo gravidas), pesando
entre 30 a 40 g, com aproximadamente 3 meses de idade, provenientes do Biotério Prof. Dr.
Thomas George do Laboratorio de Tecnologia Farmacéutica Prof. Delby Fernandes Medeiros
- da Universidade Federal da Paraiba (LTF/UFPB).

No Biotério, os animais foram alojados em gaiolas de polietileno, contendo 20
camundongos cada, mantidos sob condi¢fes monitoradas de temperatura equivalente a 21+
1°C, com livre acesso a uma dieta controlada a base de ragéo tipo pellets (Purina®) e 4gua
disponivel em garrafas graduadas de polietileno, com bicos de inox, encaixadas na parte
superior da grade metélica da gaiola. Os animais foram mantidos em ciclo claro/escuro de 12
horas, sendo a fase clara de 6h00 as 18h00.

Figura 01- Camundongo Swiss albino, em detalhe.
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4.2.1. CONDICOES EXPERIMENTAIS

Os testes experimentais foram realizados no laboratério de Psicofarmacologia
Professor Elizaldo A. Carlini e na sala 03 (Setor de experimentagdo comportamental) do
Biotério Prof. Dr. Thomas George do LTF da Universidade Federal da Paraiba (LTF/UFPB).

Os animais foram previamente alojados em gaiolas de polietileno, contendo 05
animais cada, com pelo menos 60 minutos de antecedéncia a execucdo dos testes, visando
minimizar as possiveis alteraces comportamentais do animal bem como permitir uma
adaptacdo ao novo ambiente. Os camundongos foram mantidos a temperatura de 21+ 2°C e

privados de &gua e racdo 60 minutos antes dos testes.

Antes de cada procedimento a bancada foi limpa com etanol a 70%, entretanto,
durante os testes com os animais foi utilizado etanol de baixa graduacdo (10%). Os
experimentos foram executados no periodo compreendido entre as 12h00 e 17h00, sendo 0s
animais utilizados uma Unica vez e, em seguida, sacrificados por deslocamento cervical por

um técnico competente.

Em todos os procedimentos experimentais foram utilizados grupos constituidos por
machos e fémeas e deu-se preferéncia a procedimentos que ndo provocassem sofrimento,
além disso, estes procedimentos foram analisados pelo CEPA- Comité de Etica em Pesquisa
Animal do LTF/UFPB, sob a certiddo n° 0503/07.

4.3. SUBSTANCIAS UTILIZADAS

 Acido acético glacial (Synth — E.U.A\);

» Agua destilada (LTF/ UFPB — Brasil);

e Cloreto de sédio (Merck — E.U.A));

e Cloridrato de Morfina (Merck — E.U.A.);

e Etanol (LTF/ UFPB - Brasil);

* Fracéo cloroférmica de Dioclea virgata (Rich.) Amshoff (FCDv) (LTF/ UFPB -
Brasil);

« Formaldeido 37% (Vetec — Brasil);

* Formalina 2,5 % (LTF/ UFPB — Brasil);

* Pentilenotetrazol (PTZ) (Sigma — E.U.A.);
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* Pentobarbital sodico (Sigma — E.U.A.);

e Tween 80 (Merck — E.U.A)).

As drogas foram administradas por via intraperitoneal (i.p.), no volume de 0,1 mL/10g
de peso de camundongo. A preparacdo das doses foi feita minutos antes de sua utilizacéo,
dissolvidas em agua destilada ou solucao salina 0,9%.

4.4. PREPARACAO da FRACAO CLOROFORMICA de Dioclea virgata (Rich.)
Amshoff.

A planta foi inicialmente coletada e identificada pelo setor de boténica, sendo a seguir
submetida a secagem em estufa, pulverizada e enviada a equipe do Prof. Dr. Bhattacharyya do
LTF/UFPB, para a preparacdo da FCDv. A partir do pd, fez-se extracdo com metanol,
obtendo-se assim, o extrato metanolico, o qual foi colocado em um aparelho de rotavapor,
para a evaporacdo do solvente, e obtencdo do extrato metandlico bruto. Segui-se com uma
realizacdo de uma particdo utilizando CHCI3/H,O (1:1). Com o funil de separacdo obteve-se a
fase aquosa e a fase cloroférmica.

A partir do extrato metandlico bruto solubilizado em cloroférmio, foi realizada uma
filtracdo em funil de filtracdo a vacuo, para obtencdo do extrato cloroférmico livre de
particulas inorganicas. O extrato cloroférmico foi entdo colocado em uma coluna preparada
com silica gel, e foi eluido com diferentes solventes seguindo uma ordem crescente de
polaridade: hexano, cloroférmio, acetato de etila e com o metanol. A fracdo cloroférmica
obtida nesta coluna, ap0s a evaporacdo do solvente no rotavapor, foi a utilizada nos

experimentos do estudo.

4.5. APARELHAGEM

4.5.1. Aparelho utilizado para o teste da barra giratoria Rota-Rod

O aparelho de Rota-Rod utilizado na parte experimental foi fabricado pela Ugo Basile
(Italia), modelo Accelerating Rota-Rod (Jones e Roberts) 7750, possui as seguintes
dimensdes: 63 x 50 x 49 cm. E constituido por uma barra giratdria, dividida por cinco discos,

delimitando-se um total de quatro segmentos, com velocidade reguldvel em rotacfes por
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minutos (r.p.m.). Este aparelho ainda dispbe de um mecanismo automatico capaz de
contabilizar o tempo de permanéncia do animal na barra giratoria.

&

Figura 02 - Aparelho de Rota-Rod.

4.5.2. Aparelho utilizado para o teste do campo aberto

Consiste em uma arena circular metélica, pintada de branco, medindo 55 cm de
didmetro por 40 cm de altura. O piso da arena € dividido em trés circulos concéntricos (15, 34
e 55 cm de diametro, respectivamente), que, por sua vez, sdo subdivididos em um total de 16
segmentos, tendo ainda um circulo central, e uma lampada de 40 watts colocada no centro do

aparelho, suspensa a uma altura de 46 cm do seu piso (ALMEIDA, 2006).

Figura 03 - Aparelho do campo aberto.

4.5.3. Aparelho da placa perfurada (“Hole-board™)

O aparelho da placa perfurada (“Hole-board”) utilizado foi 0 modelo 6650 da Ugo
Basile (Itdlia), consiste em uma placa quadrada (40 x 40 x 2,2 cm de espessura) com 16

orificios de 3 cm de diametro (eqlidistantes uns dos outros e das bordas), acoplados a
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fotocélulas sensiveis ao mergulho da cabeca do animal, as quais sdo conectadas a um monitor
que registra 0 nimero de mergulhos e contém também dispositivos para ligar e zerar o
aparato. Essa placa é posicionada a 18 cm do balcdo através de dois suportes localizados na

parte inferior do mesmo.

Figura 04 - Aparelho da placa perfurada.

4.5.4. Aparelho de Eletrochoque (auricular)

O aparelho utilizado na inducdo das convulsdes por impulsos elétricos foi o
ECT UNIT 7801, fabricado pela Ugo Basile (Italia), liberando um pulso na freqgiiéncia de 150
pulsos/segundo e 0,2 segundos de duragdo com uma corrente nominal de 0,5 mA de
intensidade (THAVENDIRANATHAN et al., 2003).

| [

e

Figura 05 - Aparelho de eletrochoque auricular.
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4.5.5. Caixa de observacgéo para o teste da formalina

Este aparato é formado de um encaixe de metal que forma uma caixa triangular em
angulo de 45°, com os lados e altura medindo 25 cm cada, sendo duas paredes formadas por
espelho e uma de vidro transparente, que possibilita ao observador um maior campo de visdo
(Figura 06).

Figura 06 - Caixa de observacdo usada para o teste da formalina.

4.5.6. Aparelho pHmetro digital

O medidor de pH utilizado foi o0 modelo PG2000 fabricado pela GEHAKA. Este
aparelho permite coletar medidas de pH ou mV com temperatura compensada. Possui teclado
resistente a ambientes agressivos com seis teclas que permitem o total controle do PG2000,
contém display LCD alfanumérico de duas linhas x 16 caracteres que permite uma facil
leitura. Fornecido com sensor de temperatura, suporte de eletrodos pantografico e eletrodo

padréo para uso geral com solucGes aquosas.

Figura 07 - Aparelho pHmetro digital PG2000.
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V. METODOS

5.1. TESTES PRELIMINARES

5.1.1. Testes de Solubilidade e Determinacéo do pH

Foram realizados testes de solubilidade da fracdo cloroférmica de Dioclea virgata
(Rich.) Amshoff (FCDv) em: agua destilada, solucdo salina 0,9% e tween 80 (obedecendo a
propor¢do de 10 mg para cada 01 mL de agua destilada). Por meio do aparelho pHmetro
digital PG2000, foi obtido o valor do pH da preparagéo.

5.1.2. Avaliagdo dos Efeitos Tdxicos

Segundo Almeida (2006) o teste para avaliar uma toxicidade aguda (dose Unica)
compreende uma etapa que antecede os ensaios farmacologicos, sendo desenvolvido com o
objetivo de obter dados preliminares sobre as propriedades tdxicas de uma substancia e seus
efeitos adversos num organismo submetido a tratamento de curta duracdo. A escolha das
doses deve incluir pelo menos trés doses espagadas capazes de mostrar os efeitos toxicos da

substancia.

Respeitando o aspecto de racionalizacdo do uso de animais, 0 que estd em
concordancia com os principios éticos que norteiam pesquisas envolvendo animais de
laboratorio como sujeitos experimentais, bem como a reducdo da quantidade de droga
utilizada, procedemos da seguinte forma:

e Grupos de camundongos de ambos os sexos (N=10, sendo 05 machos e 05 fémeas
nuliparas e ndo-gravidas), foram tratados, por via intraperitoneal, com doses crescentes da
FCDv: 125, 250, 500 e 1000 mg/kg (com um volume de 0,1 mL para cada 10 g de peso
corporal), e com agua destilada com auxilio de uma gota de tween 80 (grupo controle); desta
maneira foi permitido, que estes grupos fossem utilizados tanto para a realizacdo da triagem
farmacologica comportamental, como paralelamente para investigacdo da DLsp da fracdo em

estudo.
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5.1.2.1. Triagem Farmacoldgica Comportamental

A comprovacdo de atividade no SNC apresentado por extratos obtidos de plantas
requer primordialmente a utilizacdo de modelos animais apropriados que possam preencher
determinados critérios de validacdo. Neste protocolo experimental sdo estabelecidos alguns
critérios comparativos para uma série de comportamentos, que na sua maioria sao exibidos
normalmente pelos animais. De forma que ocorrendo qualquer alteracdo comportamental em
decorréncia de tratamentos é possivel inferir uma relagdo com atividade no SNC (ALMEIDA
etal., 1999).

Para tanto, conforme explicado anteriormente, os animais foram divididos em grupos
de 10 camundongos (de ambos os sexos), sendo submetidos a administracdo via
intraperitoneal da fracdo em estudo, nas doses de 125, 250, 500 e 1000 mg/kg (grupos
experimentais) e do veiculo utilizado nas preparac@es (grupo controle).

Os grupos de animais foram observados durante um periodo de 04 horas, onde
diversos comportamentos ou alteracdes que indicassem atividade farmacoldgica no sistema
nervoso central, tomando como referéncia os camundongos do grupo controle foram
registrados de acordo com a metodologia descrita por Almeida et al. (1999). As anotacfes
foram feitas aos 30; 60; 120; 180 e 240 minutos, apds 0s respectivos tratamentos, seguindo-se

um protocolo experimental padrdo de avaliagdo comportamental (presente no Anexo 1).

5.1.2.2. Determinacéo da DLsg

A determinacdo da dose letal 50% (DLsp) possibilita investigar os possiveis efeitos
toxicos de substancias e extratos, determinando a dose responsavel pela morte de 50% dos
animais em experimento (LITCHFIELD; WILCOXON, 1949), permitindo a realizacdo dos

testes psicofarmacologicos em doses seguras.

A DLsy de uma substancia ndo € uma constante bioldgica, sendo considerada um valor
estatistico utilizado para descrever a resposta letal dessa substadncia em determinada
populacdo submetida a uma série de condi¢des experimentais (EATON; KLAASSEN, 1996).

Ap0s a observacdo por um periodo de 04 horas dos cinco grupos de animais que foram

submetidos a triagem farmacoldgica comportamental, os camundongos receberam agua e
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comida, e foram observados a cada 24 horas durante um periodo de até 72 horas, para o

registro de possiveis mortes, a fim de possibilitar a determinacdo da DLsy.

5.2. TESTES GERAIS PARA INVESTIGAR A ACAO CENTRAL

5.2.1. Teste de Potencializacdo do Tempo de Sono Induzido pelo Pentobarbital
Sédico

Esse teste permite avaliar a atividade depressora induzida por substancias, ja que um
aumento adicional do tempo de sono induzido por pentobarbital decorrente do tratamento com
a substancia-teste ¢ indicativo de atividade depressora no SNC (ADZU et al., 2002a).

Foram utilizados grupos de dez camundongos cada (de ambos os sexos) tratados com
a FCDv nas doses de 125, 250 e 500 mg /kg, por via i.p., € um grupo controle tratado com o
veiculo. Apds 30 minutos dos respectivos tratamentos, 0s animais eram administrados com
40 mg/kg de pentobarbital sodico, diluido em solucéo salina 0,9%, por via i.p., € colocados
em caixas individuais (CHINDO et al., 2003).

Foram registrados os parametros: “laténcia para adormecer” (em segundos), periodo
considerado entre a administracdo do pentobarbital e o inicio do efeito hipnotico/sono, sendo
esse caracterizado quando o animal era colocado em decubito dorsal e ndo mais possuia o
reflexo de endireitamento, retornado ao decubito ventral. E o “tempo de sono” (em minutos),
que compreende o periodo decorrido entre a perda e a recuperacdo do reflexo de
endireitamento. Os registros para ambos 0s parametros eram feito apos trés tentativas
(CARLINI et al., 1986; MATTEI et al., 1998).

5.2.2. Teste da Barra Giratoria Rota Rod

O teste da barra giratéria (Rota Rod) foi proposto por Dunham e Miya (1957).
Consiste em colocar camundongos sobre uma barra que gira a uma velocidade constante e

verificar a capacidade do animal equilibrar-se sobre a mesma. Através desta metodologia é
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possivel medir o efeito de relaxamento muscular ou incoordenacdo motora produzido por
varias drogas (CARLINI; BURGOS, 1979).

Foi realizada uma pré-selecdo dos animais, sem administracdo de substancias, cujo
critério era a permanéncia na barra giratoria do aparelho de Rota Rod, a uma velocidade
constante de 7 rotagdes por minuto (7 r.p.m.), por pelo menos trés minutos (MENDES et al.,
2002).

Vinte e quatro horas apds a pré-selecdo, os camundongos (N=10 por grupo, sendo 05
machos e 05 fémeas) receberam a fracdo da planta em teste nas doses de 125, 250, 500 mg/kg;
0 grupo controle recebeu agua destilada com auxilio de uma gota de tween 80 via

intraperitoneal.

Foram avaliados em diferentes intervalos de tempo, aos 30, 60, e 120 minutos, onde
foi observado o tempo de permanéncia total dos mesmos no aparelho, com até trés
reconducdes (MORAIS et al., 2004). Animais que falharam mais que uma vez em permanecer
por trés minutos na barra giratoria constituiu um resultado positivo para perda da coordenacgéo
motora (DUNHAM; MIYA, 1957).

5.3. AVALIACAO ESPECIFICA DA ATIVIDADE NO SISTEMA NERVOSO
CENTRAL

5.3.1. Estudo da atividade ansiolitica e sedativa

5.3.1.1. Teste do Campo Aberto

Esse teste permite avaliar a atividade exploratoria dos animais, uma vez que sua
tendéncia natural é explorar 0 ambiente novo, apesar do estresse e do conflito provocado pelo
mesmo (MONTGOMERY, 1955).

Os animais (N= 10 camundongos, de ambos 0s sexos) foram submetidos
individualmente ao aparelho do Campo Aberto por um periodo de 5 minutos, 30 minutos apos
0s pré-tratamentos com o veiculo (grupo controle), e com a FCDv nas doses de 125, 250, 500

mg /kg (grupos experimentais). Neste teste, observou-se 0 nimero de comportamentos:
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e Da movimentacdo espontanea (ambulacdo), registrada pelo nimero de
cruzamentos, com as quatro patas, entre as divisdes do campo;

e De auto-limpeza (grooming);

e De levantar (rearing);

e Defecacdo (numero de bolos fecais) (MONTGOMERY, 1955).

Esses parametros sdo utilizados como indice da interferéncia do extrato sobre o
comportamento emocional do animal, indicando alteragdes sobre o sistema nervoso central.
Alguns estudos tém demonstrado que alteracdes nesses parametros tém correlacdo com a
ansiedade no homem (MASUR, 1971).

5.3.1.2. O Teste da placa perfurada ou Hole Board

O Teste da placa perfurada é um teste geralmente utilizado para triagem de drogas
com caréter ansiolitico, baseia-se na observacdo de que a atividade de mergulhos da cabeca
dos animais é inversamente proporcional ao estado de “ansiedade” dos mesmos, ha também
uma avaliacdo da atividade motora e exploratdria direcionada através do numero de
cruzamentos entre os quadros delimitados do aparelho e do nimero de levantar (ALMEIDA,
2006).

Os animais foram divididos em grupos de 10 camundongos de ambos 0S Sexos, e
transcorridos 30 minutos apo6s os pré-tratamentos com o veiculo (grupo controle), e com a
FCDv nas doses de 125, 250, 500 mg /kg (grupos experimentais), cada animal foi colocado no
centro do aparelho, individualmente, sendo observado por um periodo de 5 minutos. Os
parametros avaliados foram: o nimero de mergulhos da cabeca nos orificios até o nivel das
orelhas dos animais, a laténcia para o primeiro mergulho, o nimero de levantar, além do

registro do nimero de cruzamentos entre as diferentes areas demarcadas do equipamento.
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5.3.2. Estudo da atividade anticonvulsivante

5.3.2.1 Teste das Convulsdes Induzidas pelo Pentilenotetrazol

O pentilenotetrazol (PTZ) é uma das principais substancias indutoras de convulsdo
utilizadas na triagem pré-clinica de novos farmacos anticonvulsivantes (LOSCHER;
SCHMIDT, 2002; RANG et al., 2004), podendo ser utilizado como modelo de crises
generalizadas dos tipos auséncia, mioclénicas e de crises tonico-clonicas (OLIVEIRA et al.,
2001).

O experimento foi realizado com quatro grupos de 10 camundongos (05 machos e 05
fémeas), onde um grupo foi tratado com o veiculo, trés receberam a FCDv nas doses de 125,
250 e 500 mg/kg, todas as administracdes pela via intraperitoneal. Apds 30 minutos dos
tratamentos, os animais receberam a injecdo de 60 mg/kg de PTZ (solivel em agua destilada),
pela viai.p. (SAYYAH; MOAIED; KAMALINEJAD, 2005).

Em seguida, foram imediatamente colocados em caixas de polietileno individuais,
durante 15 minutos, para a observacdo da presenca de crises convulsivas, da laténcia para o
animal entrar em convulsdo, isto é, o tempo decorrido desde a administracdo do PTZ até o
aparecimento da primeira convulsdo; e percentagem de mortalidade registradas por um
periodo de 48 horas (VELISEK et al., 1991).

5.3.2.2. Teste das Convulsdes Induzidas Pelo Eletrochoque Auricular

Em conjunto com o PTZ, e em decorréncia de sua simplicidade e rapidez de resposta,
esse € um dos “testes-padréo” utilizados pelos laboratorios farmacéuticos na investigacdo de

novos compostos com potencial anticonvulsivante (ALMEIDA, 2006).

O teste das convulsdes induzidas por eletrochoque ou eletrochogque maximo foi
inicialmente descrito por Merritt e Putmam (1938). Esse protocolo baseia-se no fato que
drogas antiepiléticas eficazes no tratamento de crises generalizadas tonico-cl6nicas, tais como
valproato, fenitoina e carbamazepina, bloqueiam as convulsdes ténicas produzidas pelo
eletrochoque auricular agudo (FISHER, 1989; LOSCHER et al., 1991; KITANO et al., 1996).
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Foram constituidos grupos de 10 camundongos (de ambos 0s sexos): trés grupos
experimentais, os quais receberam a FCDv nas doses de 125, 250 e 500 mg /kg, via i.p., e um
grupo controle (tratado com o veiculo, pela via i.p.).

Apos 30 minutos dos tratamentos, todos os animais foram submetidos a um choque
auricular com corrente nominal de 0,5 mA de intensidade, numa freqiiéncia de 150
pulsos/segundo e uma duracdo de 0,2 segundos (Eletroestimulador ECT UNIT 7801). Os
parametros observados foram: o nimero de animais que apresentaram convulsfes ténicas,
registro de mortes e o tempo de flexdo e extensdo das patas (duracdo da convulsdo)
(TORTORIELLO; ORTEGA, 1993).

5.3.3. Estudo da atividade antinociceptiva

5.3.3.1. Teste das Contor¢des Abdominais induzidas por Acido Acético

O teste das contor¢des abdominais induzidas por acido acético, € um método que se
baseia no fato de que a injecdo intraperitoneal da solucdo de acido acético a 0,8% em
camundongos provoca irritacdo nesta regido, envolvendo a estimulagdo de nociceptores que
gera reacGes comportamentais, sendo tal efeito nociceptivo caracterizado por contorgdes
abdominais seguidas de extensdes dos membros posteriores (KOSTER; ANDERSON;
DEBBER, 1959). De um modo geral, as drogas com propriedades analgésicas reduzem ou
mesmo inibem esse comportamento (COLLIER et al., 1968).

Para este experimento cinco grupos de 10 camundongos (sendo, 05 machos e 05
fémeas) receberam por via i.p. 0s seguintes pré- tratamentos: veiculo, 125, 250 e 500 mg /kg
de FCDv, além de um grupo que recebeu morfina 6 mg/Kg, i.p.

Transcorrido 30 min dos tratamentos iniciais, os animais foram tratados com solucao
de acido acético 0,8% em &gua destilada (0,1 mL/10 g) por via i.p. e colocados em caixas de
polietileno individuais, sendo entdo registrada a “laténcia” para o aparecimento da primeira
contorgdo, e contabilizado o nimero de contor¢des abdominais apresentados por cada animal

durante um periodo de 20 minutos de observacdo (NARDI et al., 2006).
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5.3.3.2. Teste da Formalina

O teste da formalina foi realizado como descrito por Vaz et al., (1996) que representa
uma modificacdo do modelo original de Hunskaar, Fasmar e Hole, (1985) e Santos et al.,
(1995).

Nessa metodologia uma solucdo de formalina € injetada na regido subplantar do
camundongo o que leva a estimulacdo dos nociceptores, sendo o tempo de lambida da pata do
animal considerado indicativo de resposta nociceptiva (SOUZA et al., 2000). Sdo observadas
duas fase em que € quantificado o tempo de lambida da pata. A primeira fase, normalmente
ocorre nos cinco primeiros minutos apos a injecdo da formalina, levando a uma resposta
neurogénica, em seguida ha uma interfase de aproximadamente 10 minutos caracterizada por
mecanismos inibitérios da dor. A segunda fase (15-30 minutos) € conhecida principalmente
por uma resposta inflamatoria (HUNSKAAR; HOLE, 1987).

Foram constituidos quatro grupos de 10 camundongos (de ambos 0s sexos), 0S quais
receberam por via i.p. 0s seguintes pré-tratamentos: veiculo (grupo controle), 250 mg/kg da
FCDv (grupo experimental), morfina na dose de 6 mg/kg e &cido acetil salicilico (AAS) 100
mg/kg. Apos 30 minutos, 20uL de solucdo de formalina 2,5% que consiste em 0,92% de
formaldeido em solucdo salina, foram injetadas na regido subplantar da pata posterior direita
dos camundongos, em seguida esses animais foram colocados nas caixas de observacéo,
sendo entdo registrado o tempo total de lambida da pata que recebeu a formalina durante 5
minutos (12 fase). Ap6s um periodo de 10 minutos, novamente contabilizava-se o parametro

citado por mais 15 minutos (22 fase).

5.4. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como a média e e.p.m. ou percentagem e analisados
estatisticamente utilizando o teste “t” de Student ndo pareado para medidas paramétricas, e 0
teste de Mann Whitney para medidas ndo paramétricas, e foram considerados significantes
quando apresentaram p < 0,05.

Todos os dados obtidos foram avaliados estatisticamente através do programa
GraphPad Prism, versdo 4.0 (GraphPad Sotware Incorporated, San Diego, USA).
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VI. RESULTADOS

6.1. TESTES PRELIMINARES

6.1.1. Testes de Solubilidade e Determinacéo do pH

A FCDv foi dissolvida em &gua destilada com auxilio de uma gota de tween 80. Esta

preparacdo apresentou pH de aproximadamente 4,8 (23°C).

6.1.2. Avaliacao dos Efeitos Toxicos

6.1.2.1. Triagem Farmacoldgica Comportamental

A tabela 1 mostra as alteragbes comportamentais apresentadas pelos camundongos
tratados com a Fragdo Cloroférmica de Dioclea virgata (Rich.) Amshoff (FCDv) via
intraperitoneal, em relacdo ao grupo controle. Na dose de 125 mg/kg, durante todo o periodo
de observacdo ndo foram verificados efeitos comportamentais decorrentes do tratamento com
a fracéo.

Os animais tratados com 250 mg/kg da FCDv apresentaram diminui¢cdo da ambulagao
aos 30 e 60 minutos, e os que receberam 500 mg/kg, além da diminuicdo deste parametro,
apresentaram resposta ao toque diminuida, ndo sendo mais observados efeitos em ambas as
doses aos 120, 180 e 240 minutos do tratamento.

No tratamento com 1000 mg/kg, os camundongos apresentaram diminui¢do da
ambulacdo, resposta ao toque diminuida, sedacdo, presenca de contor¢des abdominais, e
defecacdo aumentada até os 30 minutos. Aos 60 minutos de observacdo os animais tiveram
resposta ao toque diminuida, sedacdo e diminuicdo da ambulacdo. Aos 120, 180 e 240

minutos da administragéo da fragdo nao foram observados efeitos comportamentais.
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Tabela 1 — AlteracBes comportamentais em camundongos induzidas pelo tratamento com a FCDv;

DOSE TEMPO PRINCIPAIS EFEITOS
(mg/kg, i.p.) (minutos) OBSERVADOS
Até 30 Sem alteragdes comportamentais
60 Sem alteragdes comportamentais
FCDv 125 120 Sem alteragdes comportamentais
180 Sem alteragdes comportamentais
240 Sem alteragdes comportamentais
Até 30 (-) Ambulagéo
60 (-) Ambulacgéo
FCDv 250 120 Sem alteragdes comportamentais
180 Sem alteragdes comportamentais
240 Sem alteragdes comportamentais
Até 30 (-) Ambulacdo, (+) Resposta ao
toque diminuida
FCDv 500 60 (-) Ambulacdo, (+) Resposta ao
toque diminuida
120 Sem alteragdes comportamentais
180 Sem alteragdes comportamentais
240 Sem alteragdes comportamentais
Até 30 (-) Ambulacdo, (+) Contorgdes
abdominais, (+) Defecacéo
FCDv 1000 aumentada, (+) Resposta ao toque
diminuida, (+) Sedagéo
60 (-) Ambulacdo, (+) Resposta ao
toque diminuida, (+) Sedacéo
120 Sem alteragdes comportamentais
180 Sem alteragdes comportamentais
240 Sem alteragdes comportamentais

(-) efeito diminuido, (--) efeito bem diminuido, (+) efeito presente, (++) efeito presente intenso

(n=10 animais por grupo)
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6.1.2.2. Determinacéo da Dose Letal 50%

As doses de 125, 250, e 500 mg/kg da FCDv ndo promoveram mortalidades dos
camundongos. No grupo de animais tratado com 1000 mg/kg, foi observado 10% de mortes.

A partir da dose de 1000 mg/kg ndo foi possivel solubilizar a fracdo em estudo.

6.2. TESTES GERAIS PARA INVESTIGAR A ACAO CENTRAL

6.2.1. Teste de Potencializacdo do Tempo de Sono Induzido pelo Pentobarbital

Saodico

Conforme ilustrado no Grafico 1, a FCDv interferiu de forma significativa (p < 0,05) na
perda do reflexo de indireitamento, e consequentemente, no inicio do sono induzido por
pentobarbital, com o tratamento nas doses de 125 (193,2 + 8,2 seg.) e 250 mg/kg (190,1 + 7,1
seg.) quando comparados com o grupo controle com uma laténcia de 230,4 + 9,4 segundos. A

dose de 500 mg/kg (206,5 + 19,7 seg.) néo interferiu significativamente na laténcia.

Grafico 1 — Efeito da FCDv sobre a laténcia para inicio do sono induzido por pentobarbital, em camundongos.

Os valores estdo expressos em média + e.p.m. (n=10), ** p < 0,05 vs grupo controle. Teste t-Student.

O tratamento dos camundongos com a FCDv néo foi efetivo em aumentar o tempo de
sono dos animais (Gréafico 2). Com 125, 250 e 500 mg/kg observou-se um tempo total de sono
em minutos de 60,0 = 7,2; 57,1 + 4,7 e 73,3 £ 9,4 minutos, respectivamente, ndo sendo

observado diferencas estatisticas significativas com relacdo ao controle (59,6 + 6,9 min.).
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Gréfico 2 — Efeito da FCDv sobre o tempo de sono induzido por pentobarbital, em camundongos. Os valores

estdo expressos em média + e.p.m. (n=10). Teste t-Student.

6.2.2. Teste da Barra Giratoria Rota Rod

Neste teste, conforme mostra o Gréfico 3, apdés 30 minutos do tratamento com a
FCDv, nenhuma das trés doses avaliadas: 125 mg/kg (175,2 + 3,6 seg.), 250 mg/kg (179,9 +
0,1 seg.) e 500 mg/kg (163,8 + 13,2 seg.) causaram uma reducdo significante no tempo de

permanéncia dos animais na barra giratéria quando comparadas ao grupo controle (179,8 +0,2

seg.).

Gréfico 3 — Efeito da FCDv sobre a coordenacdo motora de camundongos no teste do Rota Rod, apés 30
minutos da administragdo. Os valores sdo o tempo total de permanéncia dos animais na barra giratdria. Os

valores estdo expressos em média + e.p.m. (n=10). Teste Mann Whitney.
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Transcorridos 60 minutos ap6s a administracdo da FCDv, o grupo controle
permaneceu na barra giratoria por 177,4 £ 1,7 segundos. Os grupos que receberam as doses de
125, 250 e 500 mg/kg da fracdo, 175,3 = 3,4; 1789 + 1,1; e 176,0 = 3,7 segundos,
respectivamente, ndo provocando, portanto, alteragdes significativas no tempo de
permanéncia dos camundongos na barra (Gréfico 4) .

Gréfico 4. Efeito da FCDv sobre a coordena¢do motora de camundongos no teste do Rota Rod, apds 60 minutos
da administracdo. Os valores sdo o tempo total de permanéncia dos animais na barra giratéria. Os valores estéo

expressos em média + e.p.m. (n=10). Teste Mann Whitney.

Também ndo ocorreu reducdo significativa no tempo de permanéncia dos animais na
barra giratdria, aos 120 minutos apds a administracdo de 125, 250 e 500 mg/kg da FCDv, 0s
quais permaneceram na barra por 1775 = 1,9; 1718 + 7,3; 162,3 + 14,7 segundos,
respectivamente, quando comparadas ao grupo controle (178,5 £ 1,0 seg.), conforme

observamos no Grafico 5.
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Gréfico 5. Efeito da FCDv sobre a coordenagdo motora de camundongos no teste do Rota Rod, apés 120
minutos da administragdo. Os valores sdo o tempo total de permanéncia dos animais na barra giratdria. Os

valores estdo expressos em média + e.p.m. (n=10). Teste Mann Whitney.

6.3. AVALIACAO ESPECIFICA DA ATIVIDADE NO SISTEMA NERVOSO
CENTRAL

6.3.1. Estudo da atividade ansiolitica e sedativa

6.3.1.1. Teste do Campo Aberto

Os animais submetidos ao Campo Aberto, apresentaram uma diminuicdo da
ambulacdo, registrada pelo nimero de cruzamentos, com as quatro patas, entre as divisdes
do aparelho, ao receberem a dose de 250 mg/kg (94,60 + 9,1) da FCDv quando
comparados ao grupo controle (135,8 + 13,4). As doses de 125 mg/kg (110,3 £ 11,25) e

500 mg/kg (112,5 + 15,9) ndo provocaram alteracdo neste parametro (Grafico 6).
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Gréfico 6 — Efeito da FCDv sobre a ambulacéo, em camundongos submetidos ao aparelho do campo aberto por

5 minutos. Os valores estdo expressos em média * e.p.m. (n=10), * p < 0,05 vs grupo controle. Teste t-Student.

De acordo com o observado no Grafico 7, os tempos de auto-limpeza dos animais
tratados com a FCDv nas doses de 125 mg/kg (15,3 + 5,8 seg.), 250 mg/kg (7,8 + 2,4 seg.), e
de 500 mg/kg (15,1 £ 5,6 seg.) ndo foram significativamente alterados quando comparados

com os camundongos tratados com o veiculo (3,1 + 1,4 seg.).

Gréfico 7 — Efeito da FCDv sobre o tempo de auto- limpeza, em camundongos submetidos ao aparelho do

campo aberto por 5 minutos. Os valores estdo expressos em média + e.p.m. (n=10). Teste t-Student.

Conforme ilustrado no Gréfico 8, os animais do grupo tratado com 250 mg/kg (25,8 +
4,2) da FCDv, diminuiram significativamente 0 nimero de vezes do comportamento de
levantar em relacdo ao grupo controle (43,4 = 4,7), 0 que ndo ocorreu com 0S grupos que
receberam a dose de 125 mg/kg (31,1 + 5,8), e de 500 mg/kg (34,2 £ 5,1).
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Gréfico 8 — Efeito da FCDv sobre o comportamento de levantar, em camundongos submetidos ao aparelho do
campo aberto por 5 minutos. Os valores estdo expressos em média + e.p.m. (n=10), * p < 0,05 vs grupo controle.
Teste t-Student.

A quantidade de bolos fecais dos animais dos grupos tratados com 125 mg/kg (0,4 +
0,1) e 250 mg/kg (0,2 = 0,1) da FCDv foi significativamente menor do que os do grupo
controle (1,3 £ 0,3). O grupo com a dose de 500 mg/kg ndo provocou alteracdo significativa

neste parametro avaliado (0,8 + 0,3), como mostra o Grafico 9.

Gréfico 9 — Efeito da FCDv sobre a defecacdo (ndmero de bolos fecais), em camundongos submetidos ao
aparelho do campo aberto por 5 minutos. Os valores estdo expressos em média + e.p.m. (n=10), * p < 0,05; ** p

< 0,01 vs grupo controle. Teste Mann Whitney.
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6.3.1.2. O Teste da placa perfurada ou Hole Board

O tratamento com a dose de 250 mg/kg (24,1 + 2,9) da FCDv diminuiu o nimero de
mergulhos da cabeca nos orificios até o nivel das orelhas dos animais em relacdo ao grupo
controle (33,1 £ 2,3) de maneira significativa. Com as doses de 125 (27,7 £ 5,3) e 500 mg/kg
(31,9 +£3,5), ndo houve altera¢fes no nimero total de mergulhos (Gréfico 10).

40-
1 Controle

T 1125 mg/kg FCDv

309 * B 250 mg/kg FCDv

I 500 mg/kg FCDv

Numero de mergulhos
= N
o o
[ ] [ ]

Tratamento (i.p.)

Gréfico 10. Efeito da FCDv no nimero total de mergulhos no teste da placa perfurada em camundongos. Os

valores estdo expressos em média £ e.p.m. (n=10), * p < 0,05 vs grupo controle. Teste t-Student.

O Gréfico 11 mostra que os animais tratados com a FCDv nas doses de 125 (6,2 + 1,2
seg.), 250 (6,9 £ 1,8 seg.) e 500 mg/kg (6,0 £ 1.4 seg.), ndo interferiram de maneira
significante na laténcia para o inicio dos mergulhos quando comparados com os do grupo
controle (5,2 + 1,0 seg.).
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Gréfico 11. Efeito da FCDv na laténcia para o primeiro mergulho no teste da placa perfurada em camundongos.

Os valores estdo expressos em média + e.p.m. (n=10). Teste t-Student.

Conforme o obsevado no grafico 12, ndo ocorreu alteracdo no comportamento de
levantar pelos camundongos que receberam a FCDv nas doses de 125 (0,05 + 0,05), 250 (0,1
+0,1) e 500 mg/kg ( 0,4 £ 0,3) comparando com o grupo controle (0,5 + 0,2).

Gréfico 12. Efeito da FCDv no nimero de vezes do comportamento de levantar no teste da placa perfurada em

camundongos. Os valores estdo expressos em média * e.p.m. (n=10). Teste Mann Whitney.

N&o houve diferenca significativa no niumero de cruzamentos entre as areas
demarcadas do equipamento da placa perfurada com o0s animais nos quais foram
administrados o veiculo (18,5 £+ 3,1) e a FCDv nas doses de 125 (14,6 + 3,8 ), 250 (14,2 + 1,7)
e 500 mg/kg (17,5 £ 2,4), como mostra o Grafico 13.



Resultados 65

Gréfico 13. Efeito da FCDv no nimero de cruzamentos dos camundongos no teste da placa perfurada. Os

valores estdo expressos em média + e.p.m. (n=10). Teste t-Student.

6.3.2. Estudo da atividade anticonvulsivante

6.3.2.1. Teste das Convulsdes Induzidas pelo Pentilenotetrazol

Com relacdo a ocorréncia de ataques convulsivos durante o teste das
quimioconvulsdes induzidas por pentilenotetrazol, todos os grupos, apresentaram convulsdes
dos tipos clénica e tdnico/clénica, ocorrendo um aumento do percentual de animais que
apresentaram convulsdes clonicas nos que receberam a dose 500 mg/kg e uma diminuicéo das
crises tonico/clonica nos animais tratados com 125, 250 e 500 mg/kg da FCDv quando
comparados com o grupo controle. Na andlise da percentagem de mortes, foi evidenciado que
nos grupos tratados com a fracdo houve uma menor mortalidade, na dose de 250 mg/kg e de

500 mg/kg com 20% e 40% de dbitos, respectivamente (Tabela 2).
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Tabela 2 — Percentual de ataques convulsivos e mortalidade observados nos camundongos tratados com veiculo

e com a FCDv durante o teste das quimioconvuls6es induzidas por pentilenotetrazol;

% de animais que

Tratamento apresentaram convulsao % de mortes

(mg/kg, i.p.) (até 48 horas)
Clonica Tonico/Clbnica

Controle 80% 70% 70%

FCDv 125 mg/kg 80% 50% 70%

FCDv 250 mg/kg 80% 20% 20%

FCDv 500 mg/kg 100% 40% 40%

(n=10 animais por grupo)

O Grafico 14 mostra que os animais tratados com a FCDv nas doses de 125 (254,1 +
107,8 seg.), 250 (448,0 + 108,8 seg.), e 500 mg/kg (85,8 £ 4,2 seg.), ndo interferiram de

maneira significante na laténcia para o inicio de convulsdes induzidas quimicamente pelo

PTZ quando comparados com os do grupo controle (170,3 £ 81,3 seg.).

Gréfico 14. Efeito da FCDv na laténcia para o animal entrar em convulsdo durante o teste das convulsdes

induzidas quimicamente pelo PTZ em camundongos. Os valores estdo expressos em média + e.p.m. (n=10).

Teste Mann Whitney.

6.3.2.2. Teste das Convulsdes Induzidas Pelo Eletrochoque Auricular

A tabela 3 mostra que 100% dos animais apresentaram convulsdo tonica ao serem

submetidos ao teste de convulsdes induzidas por Eletrochoque auricular, tanto o grupo
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controle quanto os grupos experimentais (tratados com 125 mg/kg, 250 mg/kg e 500 mg/kg da
FCDv). Observando-se a auséncia de mortalidade até 48 horas apés a realizacdo do

experimento em todos 0s grupos testados.

Tabela 3 — Percentual de ataques convulsivos tonicos e mortalidade observados nos camundongos tratados com

veiculo e com a FCDv durante o teste de convulsdes induzidas por Eletrochoque auricular;

% de animais que % de mortes
Tratamento apresentaram convulsdo | (até 48 horas)
(mg/kg, i.p.) tonica
Controle 100% 0%
FCDv 125 mg/kg 100% 0%
FCDv 250 mg/kg 100% 0%
FCDv 500 mg/kg 100% 0%

(n=10 animais por grupo)

Os resultados apresentados no Grafico 15 demonstram que o tratamento com a FCDv
nas doses de 250 (179 = 0,4 seg.) e 500 mg/kg (18,4 + 1,0 seg.) aumentaram
significativamente o tempo de duragéo das convulsdes em relagcdo ao grupo controle (13,5 =

0,6 seg.). A dose de 125 mg/kg (15,9 = 1,5 seg.) ndo causou alteracdo significante.

Grafico 15. Efeito da FCDv na duragdo da convulsdo durante o teste de convulsdes induzidas por Eletrochoque
auricular, em camundongos. Os valores estdo expressos em média + e.p.m. (n=10), ** p < 0,01; *** p < 0,0001

vs grupo controle. Teste t-Student.
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6.3.3. Estudo da atividade antinociceptiva

6.3.3.1. Teste das Contor¢des Abdominais induzidas por Acido Acético

Neste teste, os resultados mostraram que em todos os grupos tratados com a FCDv,
ocorreu aumento na laténcia para o aparecimento da primeira contor¢cdo abdominal nos
camundongos, quando comparados ao grupo que recebeu o veiculo (299,8 + 34,9 seg.). Tendo
0s animais que receberam a dose de 125 mg/kg da FCDv apresentado um laténcia de 707,9 +
135,8 seg.; os de 250 mg/kg, 999,6 + 106,1 seg.; os de 500 mg/kg, 890,3 + 79,47 seg.; e por

fim, os que receberam a morfina, 1127,0 + 73,5 segundos (Gréafico 16).

Grafico 16. Efeito da FCDv na laténcia para o aparecimento de contor¢do abdominal no teste do acido acético,
em camundongos. Os valores estdo expressos em média + e.p.m. (n=10), * p < 0,05; *** p < 0,0001 vs grupo

controle. Teste Mann Whitney.

Conforme mostra o Grafico 17, ocorreu diminuicdo do ndmero de contor¢cdes
abdominais em todos os grupos nos quais foram administradas a FCDv, quando comparados
ao controle, que apresentou 24,3 + 2,8 contor¢des, obtendo-se as seguintes médias: 125 mg/kg
(10,7 £ 3,9), 250 mg/kg (3,6 = 1,8), 500 mg/kg (5,3 £ 1,7), dessa forma apresentando

resultados semelhantes ao da morfina com uma média de 0,7 + 0,7 contor¢des.
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Grafico 17. Efeito da FCDv no ndmero de contor¢des abdominais no teste do acido acético, em camundongos.
Os valores estdo expressos em média + e.p.m. (n=10), * p < 0,05; *** p < 0,0001 vs grupo controle. Teste Mann
Whitney.

6.3.3.2. Teste da Formalina

Com base no grafico 18, durante a 12 fase deste teste, ocorrida nos cinco primeiros
minutos apos a injecdo subplantar da solucéo de formalina, os camundongos tratados com 250
mg/kg da FCDv demonstraram significante reducdo do tempo de lambida da pata com 60,9 +
9,8 segundos, em relacdo ao controle 91,1 + 6,8. Dessa forma, obtendo-se resultado
semelhante ao grupo padrdo tratado com morfina 37,5 + 4,8. No grupo tratado com 100

mg/kg de AAS néo houve reducdo significativa do parametro avaliado (81,7 + 1,5).
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Gréfico 18 — Efeito da FCDv na 12 fase do teste da formalina em camundongos tratados via i.p. Os valores estdo

expressos em média + e.p.m. (n=10), * p < 0,05; *** p < 0,0001 vs grupo controle. Teste t-Student.

Conforme o resultado apresentado no Grafico 19, a FCDv na dose de 250 mg/kg (12,3
+ 10,4 seg.) diminuiu o tempo de lambida da pata durante a 22 fase do teste da formalina,
guando comparado ao grupo controle (213,3 + 51,6 seg.). A morfina (33,7 £ 8,1 seg.) e 0
AAS (89,7 + 11,5 seg.) também produziram diferenca significativa em relacéo ao controle.

Gréfico 19 — Efeito da FCDv na 22 fase do teste da formalina em camundongos tratados via i.p. Os valores estdo

expressos em média + e.p.m. (n=10), * p < 0,05; ** p < 0,05 vs grupo controle. Teste t-Student.
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VII - DISCUSSAO

Os estudos farmacologicos com a fracdo cloroférmica de Dioclea virgata (Rich.) Amshoff
(FCDv) no SNC compreenderam inicialmente a avaliacdo dos efeitos toxicos, através da triagem

farmacologica comportamental, e da determinacéo da DL50 Depois consistiram em testes gerais e

especificos voltados para a avaliacdo da atividade ansiolitica, sedativa, anticonvulsivante e
antinociceptiva.

Para uma observacao geral das alteragdes comportamentais e possiveis efeitos toxicos do
tratamento com a FCDv e conseqiiente direcionamento do presente estudo, foi realizada uma
triagem farmacoldgica comportamental preliminar. Neste teste, a FCDv foi administrada
intraperitonealmente em quatro doses diferentes; 125, 250, 500 e 1000 mg/kg, para a observacao
de efeitos sugestivos de atividade sobre o Sistema Nervoso Central (SNC) e/ou Sistema Nervoso
Auténomo (SNA) (ALMEIDA, 2006).

A dose de 125 mg/kg da FCDv ndo promoveu alteragdes comportamentais nos
camundongos em relacdo aos animais do grupo controle. Com o tratamento nas doses de 250, 500
e 1000 mg/kg foram observados efeitos sugestivos de uma possivel atividade depressora do SNC,
a exemplo de: diminuicdo da ambulaco, resposta ao toque diminuida, sedacdo (ALMEIDA et al.,
1999; FERNANDEZ-GUASTI et al., 2001; ARGAL; PATHAK, 2006).

A ambulacdo diminuida em camundongos € talvez a forma mais comum de verificar se
uma substancia analisada apresenta efeito depressor do SNC, porém, é muito temerario utilizar
apenas esse parametro para classificar uma droga. A demora de reacdo do camundongo em
resposta a um toque e um quadro sedativo, representado por sonoléncia, relaxamento, serenidade
e diminuicdo da atividade motora sem perda da consciéncia, pode indicar efeito depressor do
SNC em animais (ALMEIDA, 2006).

Estes resultados obtidos na triagem farmacoldgica preliminar sdo semelhantes ao
observado no estudo de Almeida et al., (1999), no qual também foi observada atividade
psicodepressora em camundongos submetidos a triagem comportamental tratados com o extrato
etanolico bruto de Dioclea virgata (Rich.) Amshoff.

A determinacdo da toxicidade aguda (DLSO) teve 0 objetivo de avaliar 0s seus possiveis

efeitos toxicos, e determinacdo das doses seguras que poderiam ser utilizadas nos ensaios com 0s
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animais, evitando assim que doses toxicas pudessem ser administradas e os efeitos observados
ndo fossem fidedignos com a real acdo psicofarmacologica da substancia em estudo.

De acordo com Brito, 1994, na determinacdo da DLSO, sdo estabelecidas cinco doses

crescentes que englobam uma dose que ndo provoca morte dos animais, trés doses que causam a
morte de 10 a 90%, e uma dose que mata 100% dos animais. Uma vez que ndo foi possivel
solubilizar a FCDv em doses superiores a 1000 mg/kg, ndo obtivemos os valores de uma dose
que provocasse a morte de 100% dos animais, nem valores intermediarios, ficando
impossibilitado a realizacdo do calculo da DLsy da FCDv em camundongos, por via i.p..

A dose de 1000 mg/kg foi desconsiderada ao longo dos experimentos posteriores em
virtude dos 6bitos em 10% dos animais que a receberam, e, além disto, por ter promovido
contor¢des abdominais, bem como aumentado a defecacdo nos camundongos em relacdo ao
grupo controle. E importante salientar que apesar da fragdo em estudo ter apresentado um pH
acido, a presenca de contor¢Ges abdominais s6 foi observada nos animais tratados com 1000
mg/kg da FCDv, nos primeiros trinta minutos apos as administracdes.

Baseado nos resultados da triagem comportamental, e na impossibilidade de determinacéo
da DLsy buscou-se uma maior identificacdo desses efeitos observados e assim, melhor
caracterizar a atividade da FCDv no SNC, utilizando as doses de 125, 250 e 500 mg/kg pela via
i.p., doses seguras e que representariam o real efeito psicofarmacoldgico da FCDv de modo que
os resultados encontrados néo estivessem associados a efeitos toxicos.

No estudo realizado por ALMEIDA et al., 2003, em ratos e camundongos, foi feito
tratamento agudo com o extrato hidroalcoolico de Dioclea grandiflora nas doses de 250 e 500
mg/kg, e ndo foram observados efeitos toxicos.

Como durante a triagem comportamental foi observado que os camundongos tratados com
FCDv apresentaram diminui¢cdo da ambulacdo em trés doses estudadas, elegeu-se o teste da
potencializacdo do tempo de sono induzido por pentobarbital sddico e o teste da barra giratoria
Rota Rod como testes gerais, para investigar a possivel atividade psicodepressora.

Através do teste de potencializagcdo do tempo de sono induzido por pentobarbital sodico €
possivel avaliar se a substancia em estudo tem acéo neuro-sedativa, ou ainda se possui um perfil
de droga hipnética (SANTOS; RAO;SILVEIRA, 1996).

O pentobarbital é um farmaco incluido na classe dos barbituricos. Estes farmacos atuam

basicamente nas sinapses onde a neurotransmissdo € mediada pelo GABA nos receptores
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gabaergicos do tipo A. Estes receptores sdo caracterizados por serem canais idnicos permeaveis
ao cloreto, onde os barbitaricos agem aumentando a condutancia a este ion, e dessa forma,
potencializando o efeito inibitério do GABA que € o principal neurotransmissor inibitério central.
Os barbitaricos produzem efeitos que vao desde a sedacdo até alteracBes respiratorias e
cardiovasculares, sendo menos especificos do que outras classes de farmacos (CHARNEY;
MIHIC; HARRIS, 2003).

E importante mencionar que o teste da potencializacido do sono induzido pelo
pentobarbital ndo é um teste especifico, uma vez que drogas desprovidas de acdo central, como
por exemplo, aquelas que diminuem a captacdo de oxigénio pelos tecidos ou mesmo as que
produzem vasodilatacdo ou vasoconstriccdo, potencializam o tempo de sono por interferirem na
biotransformacdo do pentobarbital no complexo do citocromo P450 e assim podem apresentar as
mesmas acdes de drogas depressoras do SNC (GOLOUBKOVA et al., 1998; GYAMFI et al.,
2000).

Neste teste, foi evidenciado uma diminuicdo na laténcia, ou seja, periodo considerado
entre a administracdo do pentobarbital e o inicio do efeito hipnético/sono sendo caracterizado
pela perda do reflexo de endireitamento, nos animais tratados com 125 e 250 mg/kg da FCDv.
Entretanto, a fracdo estudada, n&o interferiu no tempo de sono quando comparado ao grupo
controle. No geral, drogas depressoras do SNC, reduzem a laténcia para adormecer e/ou
aumentam a duracdo do tempo de sono (NEVES et al., 2007).

Uma droga estimulante diminuiria o tempo de sono dos animais, 0 que ndo ocorreu com a
administracdo da FCDv. Ressalta-se ainda também que a potencializagdo do tempo de sono pode
ainda ser indicativa de uma possivel acdo toxica da substancia em teste (o figado, nesse caso, ndo
metaboliza adequadamente o barbiturato), da mesma forma, também um efeito nefrotoxico pode
potencializar o tempo de sono (CARLINI et al., 1986).

Portanto, por ter diminuido a ambulacdo na triagem comportamental, além de outros
comportamentos observados, ter reduzido a laténcia no teste de potencializacdo do tempo de sono
induzido por pentobarbital, e ndo ter diminuido o tempo de sono dos animais, a FCDv fornece
evidéncias com esses resultados de possuir uma acdo do tipo central semelhantes a de drogas
depressoras que diminuem a atividade do SNC, e que possivelmente possui uma toxicidade baixa.

O outro teste geral escolhido foi o teste do Rota Rod, que é uma metodologia utilizada na

triagem de drogas com possivel atividade mio-relaxante e consiste em avaliar a coordenacéo
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motora dos animais, através do tempo total de permanéncia destes em uma barra giratoria
(CAPASSO, 1996). A falta de coordenacdo motora no teste do Rota Rod € uma caracteristica de
agentes farmacoldgicos, como os relaxantes musculares esqueléticos ou de drogas que diminuem
a atividade do SNC, tais como neurolépticos, ansioliticos, sedativos e hipnéticos (SEN;
CHAUDHURI, 1992; PULTRINI; GALINDO; COSTA, 2006).

Ressalta-se, no entanto, que o teste do Rota Rod € um método que ndo € especifico, uma
vez que mede indistintamente, efeitos neuroldgicos, estimulantes e depressores sobre a
coordenagdo motora, aos quais também € atribuido o termo neurotoxicidade (DE SOUSA et al.,
2007).

Portanto, como ndo ocorreu reducao significativa no tempo de permanéncia dos animais
na barra giratéria, aos 30, 60 e 120 minutos apds a administracdo das trés doses em estudo (125,
250 e 500 mg/ kg da FCDv), pode-se indicar que o tratamento com a FCDv ndo interfere na
coordenacdo motora, descartando assim um efeito relaxante muscular ou mesmo uma
neurotoxicidade, que é comum a algumas drogas com perfil depressor do SNC.

A partir de todos os resultados apresentados até esta etapa (triagem farmacoldgica
comportamental e testes psicofarmacoldgicos gerais) ha indicios que a FCDv apresente efeitos
farmacoldgicos no SNC. Desta forma, houve um direcionamento para uma avaliacdo especifica
da atividade da FCDv que pudesse nos levar a elucidar a qual classe de droga psicotropica ela
pertence.

Drogas que reduzem a atividade do SNC sdo do grupo dos psicolépticos e dentre eles
podemos citar algumas classes como os ansioliticos, anticonvulsivantes e antinociceptivos.
Seguiu-se entdo, para testes especificos para avaliar a qual dessas classes a FCDv pertenceria, e
iniciou-se com a avaliacdo da atividade ansiolitica e sedativa por meio de dois modelos animais:
0 teste do Campo Aberto e o teste da placa perfurada ou Hole Board.

A maioria dos modelos experimentais que utilizam animais de laboratério para avaliar a
ansiedade baseia-se, principalmente, em situacdes conflitantes, como por exemplo, colocar o
animal num ambiente estranho (“estressante”) ou frente a um predador, gerando assim, algumas
alteracGes comportamentais, acompanhadas de desvios fisiologicos. Assim o que se reproduz nos
animais é um estado semelhante & ansiedade no homem, medida através de sinais exteriores,
como a atividade exploratdria, locomotora e social, que podem ser avaliados por meio de alguns
testes (LEITE; SIQUEIRA, 2006).
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O teste do campo aberto foi originalmente descrito por Hall em 1934 para o estudo da
emocionalidade em ratos. O procedimento consiste em submeter um animal, normalmente, um
roedor, em um ambiente desconhecido circundado por paredes que impedem a sua fuga. E um
método usado para se avaliar o comportamento exploratdrio, a reacdo ao novo, ansiedade,
memodria, atividade estimulante, além de sedacdo e atividade locomotora (PRUT; BELZUNG,
2003; ENNACEUR; MICHALIKOVA; CHAZOT, 2006).

Drogas derivadas de plantas usadas na medicina tradicional podem ter relevancia
terapéutica no tratamento da ansiedade. Pesquisas tém sido conduzidas para a investigacdo de
agentes ansioliticos naturais em busca de novas alternativas, com menores custos. Varios tipos de
plantas medicinais tém sido utilizadas como ansioliticas em diferentes partes do mundo,
importantes exemplos sdo as raizes da planta kava e do extrato de St. John's ( GRUNDMANN et
al., 2007).

Os animais submetidos ao aparelho do Campo Aberto, apresentaram uma diminuigéo da
ambulacdo, bem como do numero de vezes do comportamento de levantar, ao receberem a dose
de 250 mg/kg da FCDv. Ocorreu também uma reducdo na quantidade de bolos fecais dos
animais que foram tratados com 125 e 250 mg/kg da FCDv. O tempo de auto-limpeza foi o Unico
parametro que ndo sofreu alteracdo com as trés doses testadas.

A inibicdo da ambulacdo e do nimero de levantar estdo relacionadas a drogas que
possuem ac¢do sedativa (PRUT; BELZUNG, 2003; HUANG et al., 2007).

A defecagdo é também um bom indicador da emocionalidade nos animais, e as pesquisas
mostram que um alto indice de emocionalidade esta relacionado com um aumento na defecacéo,
e que drogas ansioliticas reduzem a defecacdo, o que ocorreu com 0s animais tratados com a
FCDv em duas doses diferentes (ANGRINI; LESLIE; SHEPHARD, 1998; SHAW et al., 2007).

O diazepam na dose de 2 mg/kg, usado como um agente sedativo, ocasionou uma sedagéo
em camundongos no teste do campo aberto promovendo uma diminuicdo da ambulacdo, do
levantar e da defecagéo no estudo feito por Huang et al., 2007.

Segundo, Shaw et al., 2007, o comportamento de auto-limpeza geralmente aumenta em
situacbes de medo ou ansiedade em roedores e é um indice de adaptacdo para uma situacao
estressante. As drogas ansioliticas diminuem esse comportamento no teste do campo aberto, o

que ndo ocorreu com a fragdo estudada.
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O segundo teste wutilizado nesta etapa de avaliagdo especifica dos efeitos
psicofarmacoldgicos da FCDv foi o teste da placa perfurada que foi primeiramente introduzido
por Boisser e Simon (1962, 1964), e oferece um método simples para medicdo das respostas de
animais expostos a um ambiente ndo familiar, com vantagens que muitos comportamentos podem
ser observados e quantificados no teste, tais como; o comportamento exploratdrio, que pode ser
verificado pelo nimero de mergulhos de cabeca dos animais nos orificios do equipamento, o
numero de levantar, a laténcia para o primeiro mergulho e a atividade locomotora (TAKEDA et
al., 1998; CHEN et al., 2006).

O tratamento dos camundongos com a FCDv, provocou uma diminui¢cdo no nimero de
mergulhos na dose de 250 mg/kg, e de acordo com Adzu et al. (2002b) e Chindo et al. (2003), um
agente que diminui este parametro no teste da placa perfurada revela um comportamento
sedativo.

Segundo Crawley (1985), o aumento do nimero de mergulhos é caracteristico de drogas
ansioliticas. No estudo de Chindo et al. (2003) utilizou-se o clonazepam na dose de 0,2 mg/kg, e
apesar, deste farmaco ser um benzodiazepinico utilizado na clinica médica como ansiolitico, foi
observada uma inibicdo do comportamento exploratério de camundongos, registrados pelo
numero de mergulhos de cabeca dos animais no aparelho da placa perfurada, sugerindo, atividade
sedativa.

Chen, et al., 2006, analisando os efeitos de uma planta utilizada na medicina tradicional
chinesa para aliviar os sintomas da ansiedade, verificaram que a mesma possui propriedades
ansioliticas, mesmo ndo ocorrendo alteracfes significativas nos parametros da laténcia para o
primeiro mergulho, no nimero de levantar e no nimero de cruzamentos, semelhante ao ocorrido
com o0s animais tratados com a FCDv submetidos ao teste da placa perfurada, s6 havendo
alteracdo no parametro do numero e duracdo dos mergulhos. Até mesmo o diazepam, droga
padrdo ansiolitica, falhou em reduzir a laténcia no experimento dos autores anteriormente citados.

Os estudos investigativos de atividade ansiolitica e sedativa nos dois testes que
descrevemos acima sugerem a possibilidade da FCDv possuir efeitos sedativos e ansioliticos,
mais especificamente na dose de 250 mg/kg. Mattei, Leite e Tufik (1995) examinando a agdo
farmacoldgica central de sementes de Dioclea grandiflora detectou uma possivel atividade
ansiolitica (ALMEIDA et al., 2003). No estudo feito por Jabbar; Khan e Choudhuri (2001) com o
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extrato de Desmodium gangeticum DC. (Fabaceae), foi observado atividade depressora no SNC
do extrato através dos testes do Campo Aberto e da Placa perfurada. _

O desenvolvimento de novas drogas anticonvulsivantes requer escolhas apropriadas de
modelos animais de epilepsia para identificacdo de atividades farmacolégicas e toxicoldgicas,
bem como dos mecanismos de acgdo. Assim, modelos de crises convulsivas em animais de
laboratdrio continuam sendo um pré-requisito em estudos pré-clinicos para o desenvolvimento de
novos anticonvulsivantes (LOSCHER; SCHMIDT, 1988; DE SOUSA et al., 2006).

O teste das convulsdes induzidas pelo pentilenotetrazol (PTZ) e o teste do eletrochoque
auricular méximo (MES) sdo dois modelos animais considerados adequados para essas pesquisas,
sendo o primeiro um modelo de investigacdo quimico e o ultimo, fisico. Tratam-se dos mais
comumente utilizados em triagem preliminar de drogas potencialmente anticonvulsivantes, por
isso realizamos estes testes para avaliacdo da atividade anticonvulsivante da FCDv (LOSCHER;
SCHMIDT, 1988; OLIVEIRA et al., 2001; DE SOUSA; QUINTANS; ALMEIDA, 2007;
SMITH; WILCOX; WHITE, 2007).

A metodologia das convulsdes induzidas quimicamente pelo pentilenotetrazol representa
um modelo animal de boa correlacdo para o estudo de drogas eficazes em prevenir os ataques
mioclénicos generalizados e o0s ataques de auséncia (SAYYAH; NADJAFNIA;
KAMALINEJAD, 2004), caracterizadas por serem crises com perda breve da consciéncia, tendo
ou ndo comprometimento motor (CRAIG, 2005).

O pentilenotetrazol inicialmente produz contracdo muscular (subita e involuntaria)
miocl6nica, caracterizada por movimentos faciais e inclinacdo da cabeca, o qual, em seguida,
torna-se sustentada e tipicamente resulta em convulsdes generalizadas tonico-clénicas (HUOT;
RADOUCO-THOMAS, 1973; RHODES; FRYE, 2004).

O PTZ atua inibindo os canais de cloreto associados a receptores GABAA (LOSCHER;
SCHMIDT, 2002). Além do mais, 0 PTZ pode induzir convulsbes por efeito excitatério direto
através das membranas ou por um antagonismo do efeito de substancias benzodiazepinicas
enddgenas (QUINTANS-JUNIOR et al., 2007). Portanto, sabe-se que o bloqueio das convulsdes
induzidas quimicamente pelo PTZ em roedores, € uma caracteristica de algumas drogas
depressoras do SNC pertencentes a classe dos anticonvulsivantes (ANCA; LAMELA,;

CALLEJA, 1993), assim como, um aumento na laténcia para o aparecimento dos ataques
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convulsivos, também representa um forte indicativo de atividade anticonvulsivante (HARUNA,
2000).

A FCDv ndo foi capaz de inibir as convulsdes cldnicas no teste das quimioconvulsdes
induzidas pelo pentilenotetrazol, provocando até um aumento no percentual de animais com este
tipo de convulsdo na dose de 500 mg/kg, ja em relacdo as crises tonico/clénicas houve inibicdo
em todas as doses avaliadas, principalmente nos animais que receberam 250 mg/kg da FCDv. O
periodo entre a administracdo do PTZ e o inicio das crises convulsivas (laténcia) nao foi alterado
com a administracdo da FCDv, ndo apresentando, portanto, indicios de efeito contra crises de
auséncia e mioclonicas.

Com relacdo a mortalidade, o grupo tratado com 250 mg/kg de FCDv apresentou menor
percentagem de mortes quando comparados ao grupo controle, sendo este grupo o que apresentou
uma reducdo maior do percentual de animais com convulsées do tipo tonico/clonicas, que
geralmente culminam em ébitos durante o experimento. Indicando que nesta dose a FCDv pode
néo ter potencializado os efeitos toxicos causados pelo PTZ.

Vasconcelos et al. (2007), também ndo observaram em seu estudo, protecdo de
convulsdes induzidas pelo teste do PTZ, usando uma espécie da familia Fabaceae, a Erythrina
mulungu.

O segundo modelo anticonvulsivante utilizado foi o teste do Eletrochoque auricular
méaximo, o qual é muito frequentemente usado como um modelo animal para identificacdo de
drogas anticonvulsivantes indicadas no tratamento de crises epilépticas generalizadas ténico-
clonicas (LOSCHER, 1998; OLIVEIRA et al., 2001). Segundo Guerreiro (2006), este modelo
também mostrou ser preditivo de compostos que séo efetivos nas crises parciais.

O modelo do eletrochoque é baseado no fato de que repetidas estimulacdes de pulsos
elétricos sdo capazes de induzirem em diferentes estruturas neuronais uma caracteristica padrdo
de atividade epiléptica (QUINTANS-JUNIOR et al., 2002).

Crises tonicas induzidas pelo Eletrochogue podem ser prevenidas tanto por drogas que
inibem canais para Na" dependentes de voltagem, como a fenitoina, valproato e lamotriginina
(ROGAWSKI; PORTER, 1990; MACDONALD; KELLY, 1995; SAYYAH; NADJAFNIA,;
KAMALINEJAD, 2004) ou por drogas que blogueiam a excitacdo glutamatérgica mediada pelo
receptor NMDA (N-metil-D-aspartato) (McCABE et al., 1993; SUBRAMANIAM et al., 1995).
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A FCDv ndo foi capaz de inibir o percentual de animais que apresentaram convulsdo
tbnica no teste de convulsdes induzidas pelo eletrochoque auricular, e também néo interferiu na
mortalidade em relacdo ao grupo controle.

Em relacdo a duracdo das convulsdes tonicas, houve um aumento deste pardmetro nos
animais tratados com a FCDv nas doses de 250 e 500 mg/kg. Sugerindo que a fracdo em estudo,
nestas doses, pela via i.p., ndo apresenta um perfil semelhante a drogas anticonvulsivantes
utilizadas para o tratamento de crises epilépticas generalizadas ténico-cl6nicas, e sim um padrédo
caracteristico de drogas com atividade favorecedora de convulsdes do tipo ténica em animais de
laboratdrio neste modelo experimental.

O extrato de Clitoria ternatea (Fabaceae), na investigacdo feita por Jain et al. (2003),
reduziu as convulsdes induzidas pelo PTZ e pelo teste do Eletrochoque.

Conforme descreveremos abaixo, a FCDv apresentou efeito antinociceptivo tanto em
nivel central como periférico, e é relatado na literatura que o AAS (acido acetil salicilico), o
prototipo dos antiinflamatorios nao-esteroidais, apesar da eficacia e seguranca como agente
analgésico e antirreumatico, é necessario considerar seu potencial toxico, uma vez que, dentre
outros efeitos, os salicilatos, podem, por exemplo, produzir efeitos toxicos no SNC que consistem
em estimulacdo excessiva, inclusive convulsdes generalizadas, fato este que pode ter ocorrido nos
camundongos que receberam a FCDv no teste do Eletrochoque (RANG et al., 2004; BURKE;
SMYTH; FITZGERALD, 2006).

Para analise da possivel atividade antinociceptiva da FCDv foram utilizadas duas
metodologias comportamentais para inducdo de nocicepgéo: o teste das contor¢fes abdominais
induzidas por acido acético, que produz estimulo nociceptivo quimico em nivel periférico com
componente medular, e, o teste da formalina, um modelo animal com estimulacdo de
nociceptores que resulta em um modelo bifasico de comportamentos indicativos de dor.

O teste das contorcGes abdominais induzidas por &cido acético € um modelo experimental
usado para triagem de drogas com atividade analgésica, baseado na irritacdo causada apés injecéo
intraperitoneal de uma solucdo de &cido acético. Esta injecdo pode produzir uma inflamacao
peritoneal caracterizada por contracbes dos musculos abdominais seguidos de extenses dos
membros posteriores (KOSTER; ANDERSON; DEBBER, 1959; NARDI et al., 2006).

Foi escolhido por ser um teste simples, rapido e confidvel para avaliar a atividade

antinociceptiva de substancias (SHINDE et al., 1999), embora, seja de um modo geral,
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caracterizado por ser uma metodologia de baixa especificidade, uma vez que é sensivel aos anti-
inflamatdrios ndo esteroidais, narcoticos, e outras drogas de acao central, anticolinérgicos e anti-
histaminicos (ALEXANDRE-MOREIRA et al., 1999; BASTOS et al., 2006).

A resposta nociceptiva frente ao acido acético pode envolver uma estimulacdo direta das
fibras aferentes nociceptivas, devido a uma reducdo do pH ou uma sintese de mediadores da
inflamacdo, a exemplo dos metabolitos do acido araquiddnico pela via da COX, com consequente
biossintese de prostaglandinas (DUARTE; NAKAMURA; FERREIRA, 1988; FRANZOTTI et
al., 2000) tais como aumento dos niveis de prostaglandinas E, e F,, no fluido peritoneal
(DERAEDT et al., 1976, 1980; VASCONCELOS et al., 2003). Estudos realizados por Ribeiro et
al. (2000) demonstraram que a atividade nociceptiva do acido acético pode ainda ser devido a
liberagdo de citocinas, tais como, fator de necrose tumoral alfa (TNF- o), interleucina-pl e
interleucina-8, por macréfagos e mastdcitos peritoneais (BASTOS et al., 2006).

O tratamento com a FCDv provocou um aumento na laténcia para primeira contorgédo
abdominal nos camundongos e uma reducdo do numero de contor¢Bes abdominais nos trés
grupos experimentais, de maneira semelhante ao grupo padrdo tratado com morfina, sendo
observado que as alteragdes destes parametros ndo foram de maneira dose dependente.

Com isso, ficou demonstrada a eficacia da FCDv no teste das contor¢fes induzidas por
acido acético, o que nos leva a propor que a FCDv apresenta atividade antinociceptiva e/ou
estaria inibindo a liberacdo de mediadores inflamatorios ou citocinas. O farmaco padréo utilizado
nesse teste foi a morfina, um analgésico central, prot6tipo da classe dos opiaceos, que em outros
estudos causou significativa inibicdo da dor induzida pelo &cido acético (BASTOS et al., 2006).

Estes resultados sdo similares aos obtidos por Batista, Almeida e Bhattacharyya (1995)
com uma fracdo aquosa e com um flavondide, a diocleina, obtidos do extrato etanolico de
Dioclea grandiflora quanto aos efeitos inibitérios nas contor¢des induzidas por &cido acético.
Entre outras espécies de plantas da familia Fabaceae avaliadas na metodologia do acido acético,
pode-se citar que o extrato hidroalcoolico de Erythrina velutina e Erythrina mulungu, o extrato
aquoso de Desmodium gangeticum DC., bem como o extrato e algumas fracOes obtidas de
Erythrina crista-galli, reduziram o nimero de contor¢Ges abdominais nos roedores analisados
(JABBAR; KHAN; CHOUDHURI, 2001; VASCONCELOS et al., 2003; FISCHER et al., 2007).

Na tentativa de melhor caracterizar a atividade da FCDv encontrada no teste das

contorgdes abdominais induzidas por acido acetico, ja que neste método atuam indiferentemente
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substancias tanto centrais quanto periféricas (AMRESH; SINGH; RAO, 2007), realizou-se o
modelo da formalina, utilizando a FCDv na dose de 250 mg/kg.

Este teste € um modelo seguro e valido de nocicepc¢édo sensivel a varias classes de drogas
analgésicas. A formalina produz uma resposta bifasica distinta onde drogas analgésicas podem
atuar diferentemente na primeira e segunda fase do teste (MORTEZA-SEMNANI et al., 2002).

A primeira fase do modelo da formalina tem duracdo de poucos minutos e inicia-se logo
apos a injecdo da solucdo de formalina na superficie plantar do animal, ocorre devido a liberacéo
de substancia P e estimulacdo quimica nociceptiva direta de fibras aferentes, principalmente
fibras C (HEAPY; JAMIESON; RUSSEL, 1987; SHIBATA et al., 1989). Reflete 0 componente
neurogénico da nocicepcdo, sendo sensivel principalmente a drogas que agem em nivel central,
como os opiodides (FERREIRA et al., 2006).

Entre a primeira e segunda fase do teste da formalina, h& um periodo de repouso
chamado de “interfase” que ocorre devido a uma ativacdo de processos inibitorios ndo regulados
por mecanismos que envolvem o GABA, jd que agonistas gabaergicos tipo A inibem a
diminuicdo de manifestacdes de dor durante esse periodo (HENRY et al., 1999; LIRA, 2001).

O componente inflamatério de resposta nociceptiva (segunda fase) inicia-se depois do
periodo de 10 a 15 minutos da “interfase”, e resulta da liberacdo de mediadores inflamatérios, tais
como, bradicinina, histamina, aminas simpaticomiméticas, fator de necrose tumoral-o. e
interleucinas (FERREIRA et al., 2006), ou por uma facilitacdo da transmissao sinaptica espinhal
(TJOLSEN et al., 1992; FRANCA et al., 2001).

E interessante considerar que drogas de acdo central, tais como os analgésicos opidides
inibem ambas as fases do teste da formalina, entretanto, drogas de acdo periférica, como o0s
antiinflamatdrios somente séo eficazes na segunda fase (SHIBATA et al., 1989; MINO et al.,
2002). Segundo Hunskaar e Hole (1987), a segunda fase € sensivel tanto a antiinflamatorios néo-
esteroidais quanto aos corticosteroides.

A partir dos resultados apresentados (Gréaficos 18 e 19) observou-se que a FCDv produziu
uma reducdo da resposta nociceptiva em ambas as fases do teste da formalina, de modo
semelhante a morfina e outras drogas analgésicas de acdo central, que sdo amplamente efetivas
em prevenir a dor induzida pela formalina nas duas fases do teste (BASTOS et al., 2006),

indicando, portanto, que o efeito antinociceptivo da FCDv apresente um componente central.
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Como esperado, o efeito analgésico produzido pelo AAS foi evidente apenas na segunda
fase deste teste (RUJJANAWATE; KANJANAPOTHI; PANTHONG, 2003). De acordo com
Bastos et al. (2006), os antiinflamatdrios ndo-esteroidais, tais como o AAS, acetaminofeno, a
indometacina e o diclofenaco, conhecidos por inibirem a atividade da ciclooxigenase (COX), sédo
em grande parte, inefetivos ou causam uma fraca inibicdo da 12 fase do teste da formalina
(MALMBERG; YAKSH, 1992; SANTOS; VEDANA,; FREITAS, 1998; AMRESH; SINGH;
RAO, 2007).

Outros estudos em plantas da familia Fabaceae, tais como o extrato hidroalcodlico de
Erythrina velutina e Erythrina mulungu, fragGes obtidas de Erythrina crista-galli e o extrato
metanolico de Neorautanenia mitis demonstraram inibicdo das duas fases da dor no teste da
formalina, sugerindo que a atividade antinociceptiva pode ser mediada tanto perifericamente
como em nivel de SNC, semelhante ao ocorrido com a FCDv (VASCONCELOS et al., 2003;
VONGTAU et al., 2004; FISCHER et al., 2007).

Os resultados apresentados neste trabalho mostram os efeitos promissores da FCDv no
SNC. Entretanto, estudos adicionais sdo necessarios para melhor aprofundar e caracterizar as
possiveis atividades ansioliticas-sedativas, e antinociceptivas da FCDv, bem como elucidar o

mecanismo molecular de agéo.



CONCLUSOES



Conclusées 85

VIII - CONCLUSOES

Baseado nos resultados obtidos na caracterizacdo da atividade psicofarmacoldgica
da Fracdo Cloroférmica de Dioclea virgata (Rich.) Amshoff (FCDv) em modelos animais,
conclui-se que, nas doses utilizadas e via testada:

= A FCDv induziu alteracbes comportamentais sugestivas de droga

psicoléptica, ou seja, depressora do SNC;

= A FCDv apresentou indicios de possuir uma toxicidade baixa, baseado no

observado durante a triagem farmacol6gica comportamental;

= N&o promoveu relaxamento muscular, incoordenagdo motora, ou
neurotoxicidade por ndo ter alterado o tempo de permanéncia na barra

giratoria no teste do Rota Rod;

= Apresentou caracteristicas de droga com possiveis perfis ansiolitico e
sedativo baseados nos resultados dos testes do Campo Aberto e da Placa

Perfurada;

= N&o se mostrou efetiva em inibir as convulsbes induzidas por
pentilenotetrazol, nem pelo eletrochoque auricular, o que indica néo

apresentar atividade anticonvulsivante nestes testes;

= Apresentou atividade antinociceptiva evidenciada no teste das contorgdes
abdominais induzidas pelo &cido acético, e em ambas as fases do teste da
formalina, indicando que esta atividade provavelmente pode ser mediada

tanto perifericamente como em nivel de SNC.



PERSPECTIVAS



Perspectivas 87

IX - PERSPECTIVAS

Baseado nos resultados e conclusdes obtidas propfe-se as seguintes perspectivas
futuras para complementar o estudo da FCDv:

= Investigar o efeito da FCDv no SNC por via oral;

= Aprofundar o estudo através do uso de metodologias ainda mais especificas que

possam investigar com detalhes os efeitos ansiolitico-sedativos e antinociceptivos;

= Analisar o efeito do tratamento sub-cronico com a FCDv para verificar a eventual

tolerancia farmacolégica ou efeitos toxicos;

= Observar se os possiveis efeitos ansiolitico-sedativo e antinociceptivo da FCDv
sdo revertidos por antagonistas de receptores, a fim de se obter dados sobre o

mecanismo de ac¢do da FCDyv;

= Realizar estudos in vitro, como testes eletrofisioldgicos que auxiliam a elucidar o

mecanismo de acao da FCDuv.
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ANEXO



ANEXO 1 - Protocolo Experimental

TRIAGEM FARMACOLOGICA COMPORTAMENTAL

NOME PLANTA/ EXTRATO : DOSE:

PARTE USADA VEICULO: DATA: |/ /
VIA DE ADMINISTRACAO:

ESPECIE ANIMAL: SEXO:
RESPONSAVEL TECN.:

Quantificacdo dos efeitos
ATIVIDADE FARMACOLOGICA (0) sem efeito, (-) efeito diminuido, (+) efeito aumentado, (++) efeito

intenso

até 30° 1h 2h 3h 4h

1-SNC

a — Estimulante

Hiperatividade

Irritabilidade

Agressividade

Tremores

ConvulsBes

Piloerecéo

Movimento intenso das vibrissas

QOutras

b — Depressora

Hipnose

Ptose palpebral

Sedacéo

Anestesia

Ataxia

Reflexo do endireitamento
Catatonia

Analgesia

Resposta ao toque diminuido
Perda do reflexo corneal
Perda do reflexo auricular

¢ — Outros comportamentos
Ambulacdo

Bocejo excessivo

Limpeza




Escalar

Vocalizar

Sacudir a cabeca
Contorc¢des abdominais

Abducdo das patas do trem posterior

Pedalar
Estereotipia

2 - SN AUTONOMO
Diarréia
Constipacéo
Defecacéo
Respiracéo forcada
Lacrimejamento
Miccéo

Salivacéo

Cianose

Tono muscular
Forca para agarrar

3-MORTE

Observacoes:




Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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