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RESUMO

A riparina II, alcamida isolada do fruto verde de Aniba riparia, foi avaliada em modelos
animais classicos para screening de drogas com atividade em ansiedade, depressdo, sedagdo e
convulsdo, tais como, campo aberto, rota rod, labirinto em cruz elevado (LCE), placa
perfurada, nado for¢ado, suspensdo da cauda, tempo de sono induzido por pentobarbital e
convulsao induzida por pentilenotetrazol. A riparina II foi administrada de forma aguda em
todos os testes, nas doses de 25 e 50 mg/kg, e na dose de 75mg/kg nos testes do campo aberto,
rota rod, pluz maze e suspensao da cauda, através das vias oral e intraperitoneal. Os resultados
mostraram que esta alcamida ndo alterou a atividade locomotora ¢ o grooming, mas diminuiu
o numero de rearing, no teste do campo aberto, sugerindo um possivel efeito ansiolitico. No
LCE e no teste da placa perfurada, a riparina II comprovou seu efeito ansiolitico, pois
aumentou todos os parametros analisados no LCE, como NEBA, PEBA, TPBA e PTBA,
assim como o numero de head dips na placa perfurada. Este efeito estd possivelmente
relacionado com o sistema gabaérgico ja que o flumazenil, antagonista dos receptores
GABA A/Benzodiazepinico, reverteu o efeito ansiolitico da riparina I no LCE. A avalia¢ao
sedativa/hipnotica da riparina II, no teste do tempo de sono induzido por pentobarbital,
mostrou uma potencializagdo do sono, que parece estar envolvido com processos
farmacocinéticos ou com mecanismos de regulagdo do sono, ja que o efeito sedativo nao foi
corroborado no campo aberto. No teste da convulsdo induzida por pentilenotetrazol, a riparina
IT protegeu parcialmente os animais da convulsdo, assim como prolongou o tempo de vida, e,
em alguns casos, at¢ impediu a morte dos animais. Esse resultado sugere um efeito
anticonvulsivante da riparina II, possivelmente relacionado com o sistema gabaérgico, visto
que ha um envolvimento desta substincia com os receptores GABAa/Benzodiazepinico
mostrado no LCE. A riparina II também parece apresentar um efeito antidepressivo, pois no
teste do nado forgado e suspensdo da cauda, esta substancia diminuiu o tempo de imobilidade
dos animais. O efeito antidepressivo da riparina Il parece estar envolvido com o sistema
dopaminérgico e noradrenérgico. Os antagonistas dos receptores dopaminérgicos do tipo D; e
D,, SCH23390 e sulpirida, reverteram o efeito da riparina Il no nado for¢cado. O antagonista
dos receptores adrenérgicos do tipo a;, prazosina, reverteu o efeito da riparina II no nado
forgado. Por outro lado, o antagonista adrenérgico do tipo o, ioimbina, ndo reverteu esse
efeito. Esses resultados sugerem, entdo, que o efeito antidepressivo desta alcamida, se da pelo
envolvimento com os sistemas dopaminérgico, receptores D; e D,, e noradrenérgico,
especificamente com os receptores do tipo a;. Em conclusdo, esses efeitos mostraram que a
riparina II apresenta efeito ansiolitico e anticonvulsivante, provavelmente relacionado com o
sistema gabaérgico e efeito antidepressivo, provavelmente relacionado com os sistemas
dopaminérgico e noradrenérgico.

Palavras-chave: Lauraceae; Lourus; Antidepressivo; Ansioliticos; Plantas medicinais.



ABSTRACT

Evaluation of Pharmacological Effects of (O-Methyl)-N-2-hydroxy-benzoyl-tyramine
(riparin I1) from Aniba riparia (Nees) Mez (Lauraceae) on behavioral models of anxiety
and depression in mice. CAROLINE PORTO LEITE. Supervisor: Prof. Dr. Francisca
Cléa Florenco de Sousa. Master Dissertation. Program of Post-graduation in
Pharmacology. Department of Physiology and Pharmacology, UFC, 2008.

Riparin II, an alkamide isolated from unripe fruit of Aniba riparia, was evaluated in animal
classical models for screening of new drugs in anxiety, depression, sedation and convulsion,
such as, open field, rota rod, plus maze, hole board, forced swimming, tail suspension,
pentobarbital-induced sleeping time and pentilenotetrazole-induced seizures tests. Riparin II
was administered acutely in all tests, at doses of 25 e 50 mg/kg, and at dose 75 mg/kg in open
field, rota rod, plus maze and tail suspension tests, through oral and intraperitoneal routes.
The results showed that this alkamide did not alter the locomotor activity and grooming, but
decreased the number of rearing in the open field test, suggesting a possible anxiolytic effect.
In the plus maze and hole board tests, riparin II presented anxiolytic effect due to an increase
in all parameters analyzed, such as, NEOA, PEOA, TPOA and PTOA, in the plus maze, and
an increase in the number of head dips in the hole board test. This effect is possible related
with GABAergic system, since flumazenil, an antagonist of GABAAa/Benzodiazepinic
receptors, reversed the anxiolytic effect of riparin II, in the plus maze test. The
sedative/hypnotic evaluation of riparin II, in pentobarbital-induced sleeping time, showed a
sleeping potentiation that seems to be involved with pharmacokinetic processes or sleeping
regulation mechanisms, since the sedative effect of riparin II was not corroborated in the open
field test. In the pentilenotetrazole-induced seizures test, riparin Il partially protected the
animals from seizures, increased the death time, and in some cases, even protected the
animals from death. This result may suggest an anticonvulsant effect of riparin II, possible
related to GABAergic system, since there is an involvement of this substance with
GABA/Benzodiazepinic receptor, seen in plus maze test. Riparin II also presents an
antidepressant effect, since in the forced swimming and tail suspension tests, this substance
decreased the immobility time of the animals. The antidepressant effect of riparin II seems to
be related with dopaminergic and noradrenergic systems. The antagonists of D; and D,
dopaminergic receptor, SCH23390 and sulpiride, reverted riparin II effect in the forced
swimming test. The antagonist of a; adrenergic receptor, prazosin, reverted riparin II effect in
the forced swimming test. However, the antagonist of a, adrenergic receptor, yohimbine, did
not revert this effect. This result suggests that the antidepressant effect of this alkamide is
involved with dopaminergic system, with D; and D, dopaminergic receptor, and
noradrenergic systems, specifically with a; adrenergic receptor. In conclusion, these efects
showed that riparin II presents anxiolytic and anticonvulsant effects, probably related with
GABAergic system, and presents antidepressant effect, probably related with dopaminergic
and noradrenergic systems.

Key-words: Lauraceae; Lourus; Antidepressive agents; Anti-anxiety agents; Plants,
medicinal.
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1 INTRODUCAO

1.1 Generalidades

O uso popular de plantas medicinais acompanha o homem desde os primordios da
civilizagdo. Existem registros antigos, como desenhos em cavernas, que revelam uma ligagao
intima do homem com a natureza, principalmente com as plantas (SOARES, 2002). O
processo de evolucao da “arte de cura” se deu de forma empirica em processos de descoberta
por tentativas, com erros e acertos (GOTTLIEB; KAPLAN, 1993; MORS, 1992).

A populacdo de um modo geral guarda um saber significativo a respeito de
métodos alternativos para curas de doencas mais freqiientes. As comunidades tradicionais
possuem uma bagagem maior sobre este assunto, porém esta bagagem vem sendo ameacgada
devido a influéncia direta do uso da medicina ocidental moderna, nas comunidades
tradicionais.

O conhecimento sobre plantas medicinais simboliza muitas vezes o Unico recurso
terapéutico de muitas comunidades e grupos étnicos. O uso de plantas no tratamento e na cura
de enfermidades ¢ tdo antigo quanto a espécie humana. Ainda hoje nas regides mais pobres do
pais e até mesmo nas grandes cidades brasileiras, plantas medicinais sdo comercializadas em
feiras livres, mercados populares e encontradas em quintais residenciais (MACIEL et al.,
2002)

Assim, desde muito tempo, os produtos naturais, notavelmente os originados de
plantas, tétm sido uma importante fonte de agentes terapéuticos, muitos dos quais se
constituem em modelos para a sintese de um grande nimero de fairmacos. Cerca de 25 a 30%
de todas as drogas avaliadas como agentes terapéuticos sdo derivados de produtos naturais
(CALIXTO, 2005). No entanto, apesar do aumento de estudos nessa area, os dados
disponiveis revelam que apenas 15 a 17% das plantas foram estudadas quanto ao seu
potencial medicinal (SOEJARTO, 1996).

O Brasil tem uma das mais ricas biodiversidades do planeta, com milhares de
espécies em sua fauna e flora. A utilizagdo das plantas surgiu, ndo sé como alimento, mas
também como fonte terapéutica, ha cerca de 12 mil anos, dando origem aos paleoindios do
pais (SOARES, 2002).

A pesquisa sistemdtica para a obten¢cdo de novas substidncias com finalidade
terapéutica pode ser executada por meio de varios processos. Os mais utilizados sdo a sintese

de novas moléculas, a modificacdo molecular de substincias naturais e/ou sintéticas com
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propriedades farmacologicas definidas, extracdo, isolamento e purificagdo de novos
compostos de fontes naturais, especialmente de origem vegetal, as quais se caracterizam como
uma fonte inesgotavel de substancias potencialmente ativas como medicamento (DI STASI,
1996).

Neste contexto ¢ importante mencionar que as plantas, além de seu uso na
medicina popular com finalidades terapéuticas, t€ém contribuido, ao longo dos anos para a
obtengdo de varios farmacos, até hoje amplamente utilizados na clinica (MATOS, 2000).
Como exemplo, podemos citar a morfina, a emetina, a vincristina, a colchichina, a rutina, etc.

Logicamente, o fato de usar principios ativos extraidos de plantas medicinais, em
sua forma isolada apresenta muitas vantagens como asseguramento da constancia de
composi¢cdo, auséncia de qualquer outra substincia ativa, além daquela determinante da
atividade e maior facilidade para o controle de qualidade, em relagdo aos produtos de
composi¢do complexa e ndo conhecida completamente. (SCHENKEL; GOSMAN;
PETROVICK, 2003).

O desenvolvimento desta linha de pesquisa ocorre gracas a varios fatores. Entre
eles, vale a pena destacar uma inter-relagdo cada vez maior de profissionais de diversas areas
do conhecimento (agronomia, botanica, quimica, farmacognosia, farmacologia, toxicologia e
outras) que se interseccionam com o estudo das plantas medicinais (DI STASI, 1996).

Individualmente, a descoberta de novos farmacos, ou firmacos acessiveis, pode
determinar a melhoria da qualidade de vida em doengas cronicas ou a propria sobrevivéncia
do paciente afetado. Socialmente, a descoberta de fontes naturais e locais de compostos
quimicos usualmente importados e/ou o desenvolvimento de fitoterapicos de fabrificagdo
nacional, podem ter conseqiiéncias econdmicas significativas, além de possibilitar autonomia
de cada pais no gerenciamento de suas politicas de saude.

No entanto, o uso popular, e mesmo o tradicional, ndo sdo suficientes para validar
eticamente as plantas medicinais como medicamentos eficazes e seguros. Nesse sentido, as
plantas medicinais ndo se diferenciam de qualquer xenobiotico sintético e sua preconizacao,
ou a autorizagdo oficial do seu uso medicamentoso, devem ser fundamentadas em evidéncias
experimentais comprobatorias de que o risco a que se expdem aqueles que a utilizam ¢
suplantado pelos beneficios que possam advir (BRASIL, 1995).

Os conceitos de autonomia, ndo maleficéncia, beneficéncia e justica foram
incorporados a resolugdo do Conselho Nacional de Satde (CNS), Ministério da Saude (MS),
posteriormente substituida pela Resolucdo 196/1996 (BRASIL, 1996), que normatiza as

pesquisas nessa area visando o aperfeicoamento do saber cientifico e a sintese de insumos
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para o atendimento médico-hospitalar e, regulamenta as etapas das pesquisas pré-clinicas e
clinicas para avaliagado e registro de novos medicamentos (LAPA et al., 2003).

Atualmente, muitos centros em nosso pais e no exterior vém desenvolvendo
estudos sérios sobre as propriedades farmacologicas das plantas medicinais, chegando a
resultados bastante promissores, publicados em revistas cientificas respeitaveis — cerca de 590
plantas encontram-se registradas no Ministério da Saude brasileiro para comercializagao
(CORREA; BATISTA; QUINTAS, 2003).

Para a finalidade desta exposicdo, os fitoterapicos, remédios vegetais, remédios
herbarios, ou simplesmente plantas medicinais, sob qualquer forma ou processamento, sao
considerados como novos medicamentos para o uso na espécie humana. Para tanto foi criada a
portaria 6/1995 da Secretaria de Vigilancia Sanitaria do Ministério da Saude, reformulada
pela Portaria 1029/1988 e finalmente substituida pela Resolugdo RDC ANVISA 17/2000, que
regulamenta as condigdes para registro de medicamentos fitoterapicos (BRASIL, 1995, 1998,
2000).

Além disso, com o objetivo de assegurar o acesso, uso correto de plantas
medicinais e fitoterdpicos pela populacdo, bem como a utilizagdo sustentavel da
biodiversidade brasileira e o desenvolvimento da industria nacional, foi aprovado no dia 22 de
junho de 2006 a Politica Nacional de Plantas Medicinais pelo governo federal (BRASIL,
2006).

1.2 A Familia Lauraceae

Lauraceae tem cerca de 2500 espécies incluidas em 52 géneros. E pantropical com
poucos representantes em regides temperadas. Nas Américas ocorrem cerca de 29 géneros e
900 espécies. A familia ¢ freqliente em florestas tropicais montanas, com algumas espécies
habitando grandes altitudes, mas a grande diversidade ocorre em terras baixas da Amazonia e
América Central (ROHWER, 1986; WERFF; RICHTER, 1996).

Os principais géneros incluem Aniba (40 spp.), Ocotea (300-400 spp.), Persea
(150 spp.), Cinnamomum (250 spp.), Litsea (400 spp.), Neolitsea (80 spp.), Lindera (100
spp.), Laurus (2 spp.) e Cryptocarya (200-250 spp.) (EVANS, 1996). Algumas espécies tém

sido utilizadas pelas industrias para a fabricagdo de diversos produtos, porém, a maioria das
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espécies tem seu uso restrito as comunidades tradicionais que detém o conhecimento empirico

da utilizacao dessas plantas.

Lauraceae ¢ de grande importincia economica em todo o mundo. Espécies
utilizadas em larga escala sdo o abacate (Persea americana), a canela (Cinnamomum verum) e
o louro (Laurus nobilis); as demais tém em geral grande importancia econdmica em suas
areas de ocorréncia. A casca ou o fruto de algumas espécies sao usados como condimentos
(Dicypellium caryophyllaceum) ou para fazer cha (Licaria puchury-major e Aniba canelilla).
Substancias aromaticas para perfumaria sdo extraidas de algumas espécies, como a canela-
sassafras (Ocotea odorifera) e o pau-rosa (Aniba rosaeodora). Esta ultima foi muito
explorada na regido de Manaus. Outras tém usos na medicina popular ou industrial, como a
canfora (Cinnamomum camphora). A madeira de Lauraceac ¢ amplamente explorada em
diversas regides. Na Amazonia, a itauba (Mezilaurus spp.) ¢ a madeira preferida para
constru¢do de embarcacdes devido a sua alta durabilidade ¢ resisténcia. Diversas outras
espécies constituem o principal produto madeireiro vendido nas lojas de Manaus sob o nome
de "louro" (VICENTINI; WERFF; NICOLAU, 1999).

Na medicina popular, as Lauraceae apresentam utilizagdo variada,
desempenhando diferentes fungdes contra diversas doengas. Deve-se ressaltar, entretanto, que
o uso fitoterapico das plantas deve ser feito com critério. Assim, estdo aptas a serem utilizadas
aquelas que tenham conhecida sua eficiéncia terapéutica e sua toxicologia (MARTINS;
SANTOS, 1995).

A familia Lauraceae revela um ntimero expressivo de espécies que apresentam
uma grande diversidade de usos, com destaque para as que possuem utilizacdo medicinal e na
industria. O alto valor economico destas espécies tem levado a uma exploragdo crescente ao
longo dos anos, fazendo com que estas se tornem “vulneraveis” ou mesmo “em perigo de
extingdo”, segundo classificagdo da Unido Internacional para Conservagdo da Natureza e

Recursos Naturais (I.U.C.N) (VIEIRA et al., 1997).

1.3 Aniba riparia (Nees) Mez

O género Aniba compreende cerca de 40 espécies de arbustos e arvores de
planicie, ocorrentes na Amazdnia e nas Guianas, nos Andes ¢ em montanhas do norte da

Venezuela como também no leste e sul do Brasil (CASTELO-BRANCO et al., 2000).
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Dentre as espécies medicinais, também merecem destaque as pertencentes ao
género Aniba. A espécie A. riparia (Nees) Mez, por exemplo, € tipica da regido amazonica e
dela pode-se obter um extrato dos frutos e dos calices persistentes que possuem atividade
antibiotica comprovada contra Candida albicans, Bacillus cereus, Klebsiela pneumoniae e
Staphylococcus aureus. As espécies A. canellita (H.B.K) Mez, A. duckei Kosterm. ¢ A.
hastmanniana (Nees) Mez, também possuem atividade bloqueadora no desenvolvimento do
ancilostomideo humano, devido a agdo do 6leo essencial que ¢ extraido do lenho e da casca
(MARQUES, 2001).

Aniba riparia (Nees) Mez ¢ conhecida popularmente como “louro” no Brasil
(MARQUES, 2001). Essa planta apresenta folhas carticeas, foscas em ambas as faces,
reticulacdo aureolada, ramos de 3 mm de espessura, marrons e lenticelados, peciolo
canaliculado, engrossado na base e gema terminal menor que 4 mm (VICENTINI; WERFF;
NICOLAU, 1999) (FIGURA 1).

A partir de estudos quimicos, foi descoberta a presenca de alguns flavonodides,
benzilbenzoatos e benzaldeidos nas cascas do caule de Aniba riparia (FRANCA et al., 1976).
Além disso, o estudo realizado por Barbosa-Filho et al. (1987), com o fruto verde da planta,
mostrou a presenca de uma grande variedade de substancias, cujas principais sao neoglicanas,
benzilbenzoatos, feniletilaminas (O-metil-tiramina) e alguns alcaldides, mais especificamente

alcamidas (feniletilamidas de 4cido benzoico).
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FIGURA 1 - Aniba riparia (Nees) Mez.

Fonte: http://www.bio.uu.nl/~herba/Guyana/VTGG/Lauraceae/Aniba/slides/Aniba%20ripa ria%201.html

1.4 Tiramina

A tiramina ¢ um subproduto normal do metabolismo da tirosina no organismo,

estruturalmente relacionada com a noradrenalina, dopamina e o metilfenidato, que ¢ utilizado
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pelos seus efeitos centrais. E também encontrada, em altas concentragdes, nos alimentos
fermentados, como queijos (QUADRO 1). A tiramina ¢ rapidamente metabolizada pela MAO
no figado, sendo normalmente inativada quando ingerida, em virtude do elevado efeito de
primeira passagem. Quando administrada por via parenteral, exerce uma acdo
simpaticomimética indireta, causada pela liberagdo de catecolaminas armazenadas. Por

conseguinte, seu espectro de acao assemelha-se ao da noradrenalina (KATZUNG, 2003).

Em pacientes tratados com inibidores da MAO — particularmente inibidores da
isoforma MAO-A -, esse efeito da tiramina pode ser acentuadamente intensificado, resultando
em elevacdes pronunciadas da pressdo arterial. Esses individuos devem ter muito cuidado
para evitar alimentos contendo tiramina (KATZUNG, 2003). Os inibidores da MAO
potencializam fortemente seus efeitos ao impedirem a inativacdo do transmissor deslocado
das vesiculas para o interior das terminagdes. A inibicdo da MAO aumenta particularmente a
acdo da tiramina, visto que esta substancia é, em si, um substrato da MAO. Normalmente, a
tiramina da dieta ¢ destruida pela MAO na parede intestinal e no figado antes de alcancar a
circulagdo sistémica. Quando a MAO ¢ inibida, essa acdo ndo ocorre, ¢ a ingestdo de
alimentos ricos em tiramina, como queijo fermentado, pode provocar entdo uma elevacgao
stibita e perigosa da pressdo arterial (RANG et al., 2004). Existem diferengas nos efeitos de

varios inibidores da MAO sobre a biodisponibilidade da tiramina.

Quadro 1 - Alimentos aos quais se atribui um elevado teor de tiramina ou outros agentes
simpaticomiméticos.

Alimento ContetGdo de Tiramina de uma Por¢ao
Média
Cerveja (Nenhum dado)
Escargd Desprezivel (mas contém feniletilamina)
Feijao em geral, feijéo tipo fava Despresivel (mas contém dopamina)
Figado de galinha 0a9mg
Levedura (por exemplo, suplementos de levedura de 2-68mg
cerveja dietética)
Peixe defumado ou em conserva (por exemplo, 0a 198 mg

arenque em conserva)

Queijo natural ou curado 0 a 130 mg (queijos Cheddar, Gruyére e
Stilton com contetido particulamente alto)

Salsicha fermentada (por exemplo, salame, piperone, 0Oa74mg
salsicha de verdo)

Vinho (tinto) 0a3mg

Fonte: KATZUNG, 2003
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Num paciente em uso de inibidor irreversivel de MAO, a presenca de 20-50mg de
tiramina numa refeicao pode elevar significamente a pressao arterial. Observe-se que apenas o
queijo, a salsicha, o peixe em conserva e os suplementos de levedura contém tiramina
suficiente para serem consistentemente perigosos. Isso ndo afasta a possibilidade de que
algumas preparagdes de outros alimentos possam conter quantidades de tiramina

significativas acima da média.

Uma vez no interior das terminagdes nervosas, as aminas simpaticomiméticas de
acdo indireta sdo captadas nas vesiculas pelo carreador de monoamina vesicular em troca do
neurotransmissor, que escapa no citosol. Parte do neurotransmissor citosolico ¢ degradado
pela MAO (monoaminooxidase), enquanto o restante escapa através da captacao 1, em troca
da monoamina estranha, atuando sobre os receptores pds-sindpticos. A exocitose ndo esta
envolvida no processo de liberagdo, de modo que essas agdes ndo exigem a presenca de Ca®”

(RANG et al., 2004).

A tiramina ¢ captada nas terminagdes nervosas e convertida em octopamina, que
substitui parcialmente a noradrenalina nos granulos de armazenamento das catecolaminas.
Como a octopamina ¢ ineficaz como agonista pressor nos receptores o pds-sinapticos, ocorre
simpatoplegia, embora as reservas totais de noradrenalina possam estar aumentadas.

(KATZUNG, 2003)

Uma importante caracteristica dos efeitos das aminas simpaticomiméticas de agao
indireta consiste no desenvolvimento de acentuada tolerancia. Assim, por exemplo, doses
repetidas de anfetamina ou de tiramina produzem respostas pressoras progressivamente

menores (RANG et al., 2004).

A tiramina ¢ um metabolito secundario da tirosina, precursor das catecolaminas
noradrenalina e dopamina, portanto, além de entrar na termina¢do nervosa como falso
transmissor, ela ainda pode ser convertida em dopamina através de uma reagao catalisada pela

enzima hidroxilase (Quadro 2).
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Quadro 2 - Conversao da tiramina em dopamina.

fenilalanina tirosina
COZH fenilalanina COZ H
hidroxilase
mz HO NH;

descarboxilase

v

HO

-
<

HO NH2 hidroxilase HO NH2

dopamina tiramina

Fonte: www.dq.fct.unl.pt/cadeiras/qpnl/molweb/2002/mescalina/classifi.htm

1.5 Alcamidas

As alcamidas s3o metabolitos secunddrios que compreendem cerca de 200
compostos comumente presente em plantas. Compde uma classe resultante biossinteticamente
da condensagdo de uma amina, feniletilaminas naturais, com um &cido graxo insaturado,
acidos fenilpropidnicos, possuindo atividades biologicas promissoras (HOFER et al., 1986).

Do ponto de vista biogénico, as alcamidas representam uma classe distinta de
produtos naturais que se forma ao serem conjugadas nas diferentes rotas metabolicas, sendo
por isso, entdo, consideradas metabolitos secundarios (HOFER et al., 1986).

Dependendo do tipo de insaturagdes apresentadas, as alcamidas sdo divididas em
dois grupos principais: alcamidas olefinicas, com apenas ligagdes duplas e olefinas
acetilénicas, com pelo menos uma ligacdo tripla. As alcamidas alifaticas (de cadeia aberta)

sd0 mais importantes para o metabolismo secundario e sdo as mais comumente utilizadas pelo
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homem. S3ao compostos bioativos, pois alguns compostos apresentam uma notavel resposta
nos receptores das células-alvo. As alcamidas alifaticas tem se mostrado bastante eficazes
como compostos medicinais, flavorizantes e no controle bioldgico, o que explica crescente
interesse dos pesquisadores e da industria nesta classe de farmacos (TORRES; CHAVEZ,
2001).

Muitas vezes, a diferenca entre alimento, medicamento e veneno ¢ uma questao de
dose. As plantas que contém alcamidas devem ser tratadas com cautela e serem utilizadas
esporadicamente. Com o uso prolongado, interno ou externo, aumenta a probabilidade de
efeitos adversos. As pessoas que apresentam erupgdes na pele ao manejar algumas plantas que
contenham alcamidas podem ser alérgicas a essa substancia (TORRES; CHAVEZ, 2001).

A tiramina tem sido freqiientemente encontrada em conjugados formando
alcamidas em algumas plantas, como por exemplo, na forma de N-trans-coumaroil-tiramina
na espécie Piper sanctum (MATA et al., 2004), na forma de N-feruroil-tiramina na Piper
argyrophylum (SINGH et al., 1996) ¢ na forma de N-benzoil-tiramina na Aniba riparia
(BARBOSA-FILHO et al., 1987), além de seus analogos.

Foram isoladas algumas alcamidas do fruto maduro da planta Aniba riparia, como
por exemplo, o éter metilico de N-benzoil-tiramina (riparina I), assim como alguns de seus
analogos substituidos, (O-metil)-N-2-hidroxibenzoil-tiramina (riparina II) e (O-metil)-N-2,6-
dihidroxibenzoil-tiramina (riparina III), sendo que o principal composto isolado do fruto
verde de Aniba riparia foi a alcamida riparina III (BARBOSA-FILHO et al., 1987). Essas
amidas ou alcamidas foram denominadas riparinas em homenagem a planta (BARBOSA-
FILHO, 1997).

Posteriormente, essas alcamidas naturais encontradas na planta Aniba

riparia foram sintetizadas por Barbosa-Filho, Yoshida e Gottlieb (1990).

1.6 Riparina Il (O-metil-N-2-dihidroxibenzoil-tiramina)

Riparina II (Figura 2) ¢ uma molécula isolada da fruta verde da planta Aniba
riparia que apresenta atividade antimicrobiana (THOMAS et al., 1994; CASTELO-BRANCO
et al., 2000).
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Figura 2 — Estrutura quimica da riparina II.

Isolada do fruto verde de Aniba riparia, a riparina II ¢ um alcal6ide do ciclo ndo
heterociclico, mais especificamente, uma alcamida natural, caracterizada como uma
feniletilamida de acido benzéico, é o componente majoritario isolado do fruto nio maduro. E
formada da unido da tiramina, uma feniletilamina, ¢ o acido benzobico. Apresenta uma
substituicdo no anel do acido benzodico, acrescentando uma hidroxila. Além disso, o anel da
tiramina apresenta um metil ligado ao oxigénio formando uma fung¢ao éter (Figura 2).

Em relacdo a toxicidade aguda da droga verificou-se que riparina II, quando
administrada por via oral (v.0.) em doses de até 1g/kg ndo causou mortes de camundongos
durante um periodo de 48 h. A droga também nao apresentou letalidade por via
intraperitoneal, em doses semelhantes. Além disso, testes hipocraticos foram realizados para
verificar se riparina II, nas doses de 500mg/kg, v.o. e i.p., provocariam alteracdes centrais,
autondmicas ou musculares. O resultado se mostrou negativo para todos estes pardmetros, nao
s para riparina II, como também para as riparinas I e III. (CASTELO BRANCO et al., 2000).

Riparina II, assim como riparinas I e III, apresenta efeito hipotensor e
bradicardico transitério, devido a uma agdo que parece envolver, principalmente, um

componente de origem parassimpatica a nivel cardiaco (SEIXAS, 1996).

1.7 Ansiedade

A ansiedade, diferente de outras condigdes psiquiatricas, tais como, esquizofrenia
e depressdo, ¢ uma emog¢do normal e também uma desordem psiquidtrica. Muitas vezes ¢
dificil separar a condicdo normal da patologica, no entanto, quando os sintomas sdo

freqiientes e mal adaptados, interferindo com o funcionamento normal do individuo, a
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ansiedade ¢ considerada patologica e requer terapia farmacologica (BHATTACHARYA;
SATTYAN, 1997).

Em termos bioldgicos, a ansiedade induz a uma forma particular de inibigdo
comportamental, que ocorre em resposta aos eventos ambientais que sdo novos, nao-
recompensadores (em condigdes em que a recompensa € esperada) ou a puni¢do. Em animais,
esta inibicdo comportamental pode tomar a forma de imobilidade ou de supressdo de uma
resposta comportamental, tal como pressionar uma alavanca para obter comida. Para
desenvolver novos farmacos ansioliticos, ¢ importante ter testes animais que fornecam um
bom guia para a atividade em seres humanos e muito empenho para desenvolver e dar
validade a tais testes (RANG et al., 2004).

Um agente ansiolitico deve reduzir a ansiedade e exercer um efeito calmante, com
pouco ou nenhum efeito sobre as fungdes motoras ou mentais. Vdarias drogas ansioliticas
usadas rotineiramente, principalmente os benzodiazepinicos, estdo entre as classes de drogas
que modulam alostericamente os receptores gabaérgicos do tipo A (OLSON, 2002).

O aparecimento dos benzodiazepinicos contribuiu para uma melhor compreensao
das bases da ansiedade. Essas drogas foram introduzidas na clinica médica ha mais de quatro
décadas e sdo os agentes ansioliticos de escolha devido a sua efetividade e relativa seguranga.
Entretanto, essas drogas podem induzir tolerancia e dependéncia fisica (WALKER, 1990).
Isto tem direcionado a pesquisa para novos e melhores agentes ansioliticos. Drogas que
reduzem a atividade serotonérgica central, tais como o agonista parcial do receptor 5-HT 4,
buspirona, e o antagonista 5-HT;, ondansetron, tém desviado a atengdo dos

benzodiazepinicos.

1.7.1 Sistema gabaérgico

O é4cido y-aminobutirico (GABA) ¢ o principal neurotransmissor inibitério no
SNC e ¢ formado por uma via metabdlica denominada GABA shunt. O GABA shunt ¢ um
processo de alca fechada que tem como objetivo produzir e conservar o suplemento de
GABA. Este neurotransmissor esta presente em altas concentracdes (milimolar) em muitas
regides cerebrais, concentracdes estas que sao cerca de 1.000 vezes maiores que aquelas dos

neurotransmissores classicos monoaminérgicos nas mesmas regioes. Isto esta de acordo com
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as acoes poderosas e especificas dos neuronios GABAérgicos nestas regides. A glicose € o
principal precursor da produ¢do do GABA in vivo, embora o piruvato e outros aminoacidos
possam atuar Como precursores.

O GABA atua em dois tipos distintos de receptores: GABA, ¢ GABAg. O
receptor GABA4 consiste em um canal regulado por ligante, sensivel ao cloreto, enquanto os
receptores GABAg sdo acoplados a proteina G e regulam canais de K™ que quando ativados
reduzem a condutincia ao Ca™" e inibem a producio de AMPc. Recentemente, foi proposto o
receptor GABAc que se assemelha estreitamente ao receptor GABA, e exibe agdes
farmacologicas ligeiramente diferentes, embora sua importdncia funcional permaneca
desconhecida.

Os receptores GABA, sdo os de maior importancia por possuirem um papel
central na regulacdo da excitabilidade cerebral, através de seus efeitos inibitdrios, e, muitas
drogas importantes tais como os benzodiazepinicos, apresentam varios efeitos relacionados
com este receptor, tais como a sedacdo e a indugcdo do sono, a redug¢dao da ansiedade e da
agressdo, a reducdo do tonus muscular e da coordenacdo, efeito anticonvulsivante, além de
amnésia anterograda. Estes efeitos dos benzodiazepinicos ocorrem através da potencializagao
da resposta ao GABA, por facilitarem a abertura dos canais de cloreto ativados pelo GABA.
Eles se ligam de um modo especifico em um sitio regulador do receptor, distinto do sitio
ligante de GABA, e agem de modo alostérico, aumentando a afinidade do GABA pelo
receptor (RANG et al., 2004)

O receptor GABA, (Figura 3) ¢ um canal ionico acionado por ligante,
consistindo de um aglomerado pentamérico, construido pela reunido de 18 ou mais
subunidades diferentes. A subunidade o do complexo pentamérico ocorre em seis isoformas
(a1-06). Mutagdes de um unico aminoacido, na subunidade o, elimina a sensibilidade aos
benzodiazepinicos. Isto foi usado em uma série engenhosa de experimentos em camundongos
transgénicos nos quais esse aminoacido foi mutado em quatro das diferentes subunidades a. A
seguir, os animais foram testados, para determinar que efeitos benzodiazepinicos fossem
eliminados nesses diferentes mutantes, com o resultado interessante de que a mutagdo na
subunidade o; (a variante mais amplamente expressa) eliminou as agdes sedativa e a
produtora de amnésia dos benzodiazepinicos, assim como diminuiu o efeito
anticonvulsivante, enquanto que a mutagdo na subunidade o, (expressa principalmente no
sistema limbico) eliminou o efeito ansiolitico, mas deixou inalterado o efeito sedativo.

Diferentes efeitos benzodiazepinicos podem, assim, estar ligados a diferentes subtipos de
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receptores de GABA,, sugerindo a possibilidade de desenvolvimento de novas substancias
com efeitos mais seletivos do que os benzodiazepinicos existentes. Um avango importante
deve ser uma substancia seletiva para o, com agdes ansioliticas, mas sem atividades sedativas

(RANG et al., 2004).

Barhithiricos

Figura 3 - Receptor GABA,.

Fonte: <http://www.pr.mg.edu.au/macnews/sept01/apaf. htm>

1.8 Depresséo

A depressao ¢ uma condigdo psiquidtrica extremamente comum, debilitante, com
uma significante incidéncia na populacdo mundial. Cerca de 5-6% da populacdo apresentam
depressdo (prevaléncia de ponto), e estima-se que 10% das pessoas podem vir a sofrer
depressdo durante a sua vida (prevaléncia em toda a vida) (KATZUNG, 2003). Numerosos
compostos antidepressivos estdo agora disponiveis e presume-se que agem através de
diferentes mecanismos, incluindo os sistemas noradrenérgico, serotonérgico e/ou

dopaminérgico. A heterogeneidade da resposta clinica as drogas antidepressivas e
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estabilizadoras do humor, e, a susceptibilidade aos efeitos adversos, sdo os maiores problemas
encontrados atualmente na clinica (LERER; MACCIARDI, 2002).

Acredita-se que o estresse e a depressdo sdao fendmenos inter-relacionados. O
estresse ¢ tipicamente implicado na etiologia das desordens depressivas ou como uma
conseqiiéncia delas (ANISMAN; ZACHARKO, 1982; BROWN, 1993; LLOYD, 1980;
SHERRILL et al., 1997, TURNER; LLOYD, 1999).

Para explicar a patogenia da depressdo surgiu a hipotese das monoaminas, que
afirma que a depressao ¢ causada por um déficit funcional das monoaminas transmissoras em
certos locais no cérebro, enquanto a mania resulta de um excesso funcional (MANIJI;
DREVETS; CHARNEY, 2001). Esta hipotese surgiu originalmente das associagdes entre os
efeitos clinicos de varios farmacos que causam ou aliviam os sintomas da depressdo e seus
efeitos neuroquimicos conhecidos sobre a transmissdo monoaminérgica no cérebro.

Apesar da teoria das monoaminas, foi sugerido que o neurotransmissor dopamina
também participa na depressao (BROWN, 1993; KAPUR; MANN, 1992). A dopamina esta
implicada na regulagdo do humor (BROWN, 1993) e foi mostrado que, em modelos animais
de depressao, os niveis de dopamina extracelular no cérebro estavam diminuidos (ROSSETTI
et al., 1993). Além disso, tem sido considerado que a dopamina esta envolvida com os efeitos
antidepressivos de drogas (JOCA et al., 2000), pois a bupropiona, um inibidor seletivo da
recaptagdo de dopamina, ¢ clinicamente usado em humanos como um antidepressivo ou na
terapia de retirada da nicotina (ASCHER et al., 1995; MARTIN et al., 1990; RICHMOND;
ZWAR, 2003).

A disponibilidade de agonistas e antagonistas permitiram estudos, os quais
indicam o papel dos receptores dopaminérgicos nas fungdes motoras tais como locomocao,
catalepsia, rearing e grooming em camundongos e ratos. Geralmente, agonistas aumentam a
funcdo dopaminérgica, aumentando a atividade motora, enquanto os antagonistas possuem
efeito oposto. A administracao sist€émica do agonista do receptor D;, SKF-38393, em ratos
aumenta o grooming e rearing, mas ndo aumenta significantemente a locomog¢ao ou outros
comportamentos  estereotiopados  (JACKSON; WESTLIND-DANIELSSON, 1994).
Entretanto, a infusdo direta deste agonista dentro do ntcleo accumbens também afeta a
locomogdo, rearing e a estereotipia de maneira dose-dependente (MEYER; VAN
HARTESVELDT; POTTER, 1993). De forma oposta, a injecdo de antagonistas dos
receptores Dy, tais como SCH-23390 ou SKF-83566 reduzem os mesmos comportamentos, de

maneira dose ¢ tempo-dependente (MEYER et al., 1993).
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A principal objecdo da hipotese dopaminérgica da depressao ¢ que clinicamente
os antidepressivos efetivos inibem a recaptagdao de serotonina ou noradrenalina, mas nado
dopamina. Existe uma aparente contradi¢do no mecanismo de acdo desses antidepressivos,
pois, apesar do bloqueio da recaptacdo de serotonina e noradrenalina ocorrerem
imediatamente apos o tratamento agudo, o efeito clinico dos antidepressivos acontece apenas
ap6s duas ou quatro semanas de tratamento. Essa afirmativa pode fortalecer a hipdtese
dopaminérgica, pois estudos mostram que o tratamento cronico com todos os inibidores da
recaptacdo de serotonina e noradrenalina potenciam a transmissdo dopaminérgica no nicleo
accumbens (SERRA et al., 1992).

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

(PORSOLT; ANTON; JALFRE, 1987).

1.8.1 Catecolaminas

As catecolaminas sdo compostos que contém um nucleo catecol e uma cadeia
lateral contendo amina. Do ponto de vista farmacoldgico, as catecolaminas mais importantes

sao:

Noradrenalina: substancia transmissora liberada por neur6nios poés-

ganglionares;

e Adrenalina: hormonio secretado, juntamente com a noradrenalina, pela supra-

renal;

e Dopamina: precursor da noradrenalina e da adrenalina;

J4

e [soprenalina: derivado sintético da noradrenalina que ndo ¢ encontrado no

corpo (RANG et al., 2004).

A dopamina ¢ um dos principais neurotransmissores de modula¢do no cérebro

(JONES; PILOWSKY, 2002). Evidéncias mostram que a dopamina tem um papel bem
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estabelecido na regulacdo da atividade motora, emocdao, motivacdo e cogni¢dao. Um
desequilibrio do sistema dopaminérgico ¢ a base etioldgica de doengas como a esquizofrenia,
doenca de Parkinson e discinesia tardia (SPIELEWOQY et al., 2000).

A sintese da dopamina comeg¢a com a L-tirosina, um aminodcido aromatico
presente nos liquidos organicos, que ¢ captado pelos neurdnios adrenérgicos. A tirosina
hidroxilase, enzima que catalisa a conversdo de tirosina em diidroxifenilalanina (DOPA), ¢
encontrada apenas nas células que contém catecolaminas, provavelmente sob a forma livre no
citosol. A tirosina-hidroxilase ¢ considerada a enzima limitante desta via (FELDMAN;
MEYER; QUENZER, 1997). A etapa seguinte, que consiste na conversio da DOPA em
dopamina, ¢ catalisada pela DOPA descarboxilase, em enzima citosolica, que nao se limita as
células que sintetizam catecolaminas.

A dopamina sintetizada pode atuar nos receptores dopaminérgicos, ser recaptada
sem sofrer nenhuma transformagdo, ser metabolizada pelas enzimas monoamina oxidase
(MAO) e catecol-O-metil transferase (COMT) em produtos inativos ou pode ser convertida
em noradrenalina pela dopamina f-hidroxilase nas terminagdes nervosas. A MAO esta
localizada na parte externa da membrana mitocondrial (COSTA; SANDLER, 1972) e pela sua
localizagdo intracelular, tem um papel estratégico na inativagdo das catecolaminas que estao
livres na fenda sinaptica. A COMT age nas catecolaminas extraneuronais.

A noradrenalina ¢ um transmissor da via inibitéria do locus ceruleus para o corno
dorsal e possivelmente também em outras vias antinociceptivas. A teoria das monoaminas
sugere que a depressao resulta da deficiéncia funcional da transmissdo dessa monoamina,
relacionando especificamente com os receptores adrenérgicos do tipo a; (HIRANO et al.,
2007).

O processo de captagdo das monoaminas foi originalmente descrito por
AXELROD (1971) e ¢ de suma importancia para a finalizacdo da a¢do do neurotransmissor
na fenda sinaptica. A captacdo ¢ mediada por um carreador ou transportador localizado no
lado externo do neurdnio catecolaminérgico. Estes transportadores fazem parte de uma
grande familia de neurotransportadores (AMARA; KUHAR, 1993). O processo de captacdo ¢
dependente de energia, desde que ele pode ser inibido pela incubagio a baixas temperaturas
ou por inibidores metabolicos. O processo depende de um gradiente de Na" e de CI". Este
transporte pode ser inibido por drogas como os antidepressivos e a cocaina.

e Sistema dopaminérgico
A dopamina constitui em torno de 80% do contetido de catecolaminas no cérebro.

Projecdes originadas de areas cerebrais que sintetizam este neurotransmissor se estendem para
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regidoes do mesencéfalo formando quatro vias dopaminérgicas: (1) nigroestriatal; (2)
mesolimbica; (3) mesocortical e (4) tuberoinfundibular (Figura 4).

O sistema nigroestriatal compreende os neurdnios dopaminérgicos que se
originam da substincia negra pars compacta e terminam na regido chamada de corpo estriado
dorsal. Esta regido inclui o nucleo caudado e putamen. A via nigroestriatal esta envolvida no
controle dos movimentos e a sua degeneragao causa a doenca de Parkinson, caracterizada por
tremor de repouso, rigidez e bradicinesia (GERFEN, 1992; LANG; LOZANO, 1998). A via
mesocortical tem origem na area tegmentar ventral (ATV) e inerva diferentes regides do
cortex frontal. Esta via parece estar envolvida em alguns aspectos do aprendizado e memoria
(FELDMAN; MEYER; QUENZER, 1997). A via mesolimbica ¢ originada do mesencéfalo
na area tegumentar ventral e inerva o estriado ventral (nticleo accumbens), o tubérculo
olfatorio (TO) e parte do sistema limbico (FELDMAN; MEYER; QUENZER, 1997). Esta
via estd implicada com o comportamento motivacional (KOOB; BLOOM, 1988; KOOB,
1992). A via tuberoinfundibular origina-se das células do nucleo periventricular e arqueado
do hipotdlamo (FELDMAN; MEYER; QUENZER, 1997). As proje¢des desta via alcangam a
eminéncia média do hipotdlamo onde ocorre liberacdo de dopamina nos espagos
perivasculares do plexo capilar do sistema hipotalamico-hipofisario. Por esta via a dopamina
¢ transportada para a hipofise anterior onde atua inibindo a liberagdo de prolactina (Quadro

3).

Vi Via
la nigro-estriatal

tubero-hipofisaria

Via
mesocortical

DOPAMINA
Via
mesolimbica

Figura 4 — Vias dopaminérgicas no cérebro.

Fonte: Rang et al., 2004.
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A familia de receptores da dopamina pode ser dividida em dois grupos principais:
Dl1-simile (D1 e D5) e D2-simile (D2, D3, D4) que estdo distribuidos pelo cérebro. Essa
divisdo foi devido a existéncia de diferentes seqiiéncias de aminodcidos no DNA. Os
receptores D1 e D2 encontram-se predominantemente no neoestriado, enquanto os receptores
D3 estdo presentes principalmente no tubérculo olfatorio, nucleo accumbens e no hipotalamo
(ANANTH et al., 2001; JONES; PILOWSKY, 2002). Os receptores D3 sdo os mais sensiveis,
requerendo menos dopamina para serem disparados do que os outros. O receptor D4 apresenta
niveis elevados no cortex pré-frontal (ANANTH et al., 2001) e o D5 no hipotdlamo e no
hipocampo (JONES; PILOWSKY, 2002).

Esses receptores realizam suas ag¢des por se acoplarem e ativarem diferentes
complexos de proteinas G. Os receptores D;-simile interagem com o complexo de proteinas
Gs, resultando em ativa¢do da adenilil ciclase e aumento nos niveis de AMPc intracelular.
Esses receptores estdo localizados principalmente no neuroénio pods-sinaptico. Os receptores
D,-simile interagem com um complexo de proteinas Gi com conseqiiente inibigdo da
producdo de AMPc (CIVELLI; BUNZOW; GRANDY, 1993; COOPER; BLOOM; ROTH,
1991; DE KEYSER, 1993). Além disso, a familia de receptores D,-simile bloqueia os canais
de calcio e abrem os canais de potassio, através do mecanismo da hidrélise do fosfolipidio,

aumentando assim o trifosfato de inositol (IP3) (Quadro 3).

Quadro 3 — Receptores de dopamina

Tipo D; Tipo D,
Distribuicéo Papel Funcional
Dl D5 Dz D3 D4

Cortex Reatividade,

Humor AR — g _ .
Sistema Emocao, +++ + it +
LarlelEY Comportamento

Estereotipado
Estriado Controle motor +++ 4 A 4 4
Hipotalamo Secrecéo de - — Ak A —
ventral e prolactina

adeno-hipdfise



Transdug&o TAMPc  TAMPc  [AMPc
de sinais elou TIP3
Efeito Inibicdo | Inibicdo  Inibicao
poés- pos- pré- e
sinaptica | sinaptica poés-
sinaptica

Ativagéo/
inibicéo
da
secregao
de
horménios

IP5 — trifosfato de inositol

Fonte: Rang et al., 2004

¢ Sistema noradrenérgico

{AMPc
elou TIP3
Inibicdo
pré- e
pos-
sinaptica

Ativacéo/
inibicéo
da
secrecao
de
horménios
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JAMPC
elou TIP3
Inibicéo
pré- e
pos-
sinptica

Ativagao/
inibicdo
da
secrecao
de
horménios

O neurénio noradrenérgico constitui um importante alvo para a agdo de

substancias, tanto como objeto de investigagdo por si mesmo quanto como ponto de ataque de

muitas substincias clinicamente uteis.

Os receptores adrenérgicos sdo classificados farmacologicamente em subtipos o ¢

B. Os estudos subseqiientes com agonistas ¢ antagonistas confirmaram a existéncia de dois

subtipos principais de receptores a-adrenérgicos (a; € o) e trés subtipos de receptores -

adrenégicos (B1, B2 € B3) (Quadro 4)

Todos os adrenérgicos constituem em receptores tipicos acoplados a proteina G, e

a sua clonagem revelou que os receptores a; e ap-adrenérgicos sao constituidos, cada um, de

outras subclasses, que se expressam em diferentes locais, mas cuja fungdes ainda nao foram,

em sua maior parte, elucidadas (BYLUND, 1994; INSEL, 1996).



Quadro 4 — Receptores adrenérgicos

o Oz Bq B2 Ba

Tecidos e efeitos
Musculo liso:

Vasos sanglineos Constrigdo Constricao/dilatagao Dilatacao

Brénquios Constricao Dilatagao

Trato Gl Relaxamento Relaxamento Relaxamento

(Efeito pré-sindptico)

Esfincteres Gl Contracao

Utero Contragao Relaxamento

Detrusor da bexiga Relaxamento

Esfincter da bexiga Contracao

Vias seminais Contragao Relaxamento

iris (musculo radial) Contracao

Musculo ciliar Relaxamento
Coracao

Frequéncia Aumento

Forga da contracao Aumento
Musculatura esquelética Tremor Termogénese

Aumento da
massa muscular
e da velocidade
de coniracdo
Glicogendlise

Figado Glicogenélise

Glicogendlise

Gordura

Lipolise
Termogénese

llhotas pancredticas

Diminuigdo da

secrecdo de insulina

Terminagoes nervosas
Adrenérgicas
Colinérgicas

Reducéo da liberacao
Reducdo da liberacao

Aumento da liberagéo

Glandulas salivares Liberacao de K*

Secreca@o de amilase

Plaquetas

Agregacgéo

Mastécitos

Inibic@o da liberaggo

de histamina

Tronco encefdlico

Inibe o fluxo

simpatico
Segundos Ativacéio da PLC | cAMP TcAMP T cAMP T cAMP
mensageiros e i { Canais de cdlcio
efetores
T DAG T Canais de potassio
T Ga*t
Ordem de poténcia NA=A >>I1SO A >NA>>ISO ISO > NA > A ISO > A > NA ISO > NA = A
dos agonistas
Agonistas seletivos Fenilefrina, Clonidina, Dobutaming, Salbutamol, BRL 37344
metoxamina clembuterol xamoterol terbutalina,
salmeterol,
formoterol
Antagonistas seletivos  Prazosing, loimbina, idazoxan  Atenoclol, Butoxamina
doxazocina metoprolol

A, adrenalina; cAMP, 3’,5'-adenosina monofosfato ciclico; DAG, diacilglicerol; ISO, isoprenaling; IP;, trifosfate de inositol,

NA, noradrenalina; PLC, fosfolipase C.

Fonte: Rang et al., 2004
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2 RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA

Devido ao precario acesso a medicina moderna, grande parte da populacdo
depende essencialmente de plantas medicinais para o cuidado com a saude primaria. Todavia,
poucas plantas foram cientificamente estudadas para assegurar sua qualidade, seguranca e
eficacia (CALIXTO, 2005).

O reconhecimento das propriedades biologicas de ampla variedade de produtos
naturais, termo empregado como sinonimo de metabdlitos secundarios, tem alimentado uma
busca intensa por novos farmacos (MACEDO JUNIOR., 2007).

A riparina II, uma substancia pura, extraida do fruto maduro da planta Aniba
riparia, que apresentou algumas propriedades farmacoldgicas mostrando ser uma substancia
biologicamente ativa. Quimicamente, a riparina Il apresenta em sua estrutura, uma
feniletilamina, especificamente a tiramina. A tiramina é um composto quimico de ocorréncia
natural, produzida no metabolismo da tirosina (precursor das catecolaminas), podendo
também ser convertida em dopamina através de uma reagdo metabolica catalisada por uma
enzima chamada hidroxilase. Quando a tiramina alcanga a circulagdo sanguinea, ¢ captada
para dentro dos terminais nervosos pré-sinapticos pelo mesmo mecanismo de transporte usado
pelas catecolaminas. Uma vez inserida nos terminais nervosos, acredita-se que a tiramina
provoque a liberacdo das catecolaminas para a fenda sinaptica provocando o estimulo dos
neurdnios pré- e pos-sinapticos.

Diante da necessidade de buscar novos medicamentos de maior eficacia, com
qualidade e seguranca comprovadas, ¢ levando em consideracdo a influéncia da tiramina
sobre o sistema nervoso central (SNC), tornou-se de extrema relevancia estudar os efeitos da
riparina II, sobre o SNC, em varios modelos animais de comportamento, além de possivel

atividade anticonvulsivante e hipnotica.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar as agdes da riparina II de Aniba riparia (Nees) Mez no sistema nervoso central,
através do estudo das alteracdes comportamentais em diferentes modelos, ja

padronizados, de depressdo, ansiedade, convulsdo e sedagdo em camundongos.

3.2 Objetivos especificos

v Avaliar a atividade motora da riparina II nos modelos de campo abeto e
rota rod;
v Avaliar a atividade ansiolitica da riparina II nos modelos de labirinto

em cruz elevado e placa perfurada;

v Avaliar a atividade antidepressiva da riparina II nos modelos de nado

forcado, suspensdo da cauda;

4 Avaliar a atividade anticonvulsivante da riparina II no modelo de

convulsdo induzido por pentilenotetrazol (PTZ);

v Avaliar a atividade sedativa/hipnética da riparina II no modelo de

tempo de sono induzido por pentobarbital;

v Avaliar a participagdo dos receptores GABAa/Benzodiazepinicos, no

mecanismo de a¢do ansiolitico da riparina II.

v Avaliar a participagdo do sistema dopaminérgico e noradrenérgico no

mecanismo de agdo antidepressivo da riparina II;
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Material botanico

A planta Aniba riparia (Nees) Mez foi identificada pelo botanico Klaus Kubitzki
da Universidade de Hamburgo/Alemanha (BARBOSA-FILHO et al., 1987). A fruta verde de
Aniba riparia (material botanico) foi coletada por Dr. Hipolito F. Paulino-Filho (Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho) na regido de Humaita, estado do Amazonas,
Brasil (BARBOSA-FILHO et al., 1987). O material foi cedido ao Prof. Dr. José Maria
Barbosa-Filho do grupo de pesquisa do Laboratério de Tecnologia Farmacéutica da

Universidade Federal da Paraiba.

A extracdo e isolamento foram feitos pelo doutorando Stanley Juan Chavez
Gutierrez sob a orientacdo e supervisdo do Prof. Dr. Jos¢ Maria Barbosa Filho que
gentilmente nos cedeu a substincia isolada e que muito colaborou para realizagdo deste

trabalho.

4.2 Extracao e isolamento

As frutas verdes (5 kg) foram moidas e extraidas em etanol (temperatura
ambiente). A solucdo foi entdo filtrada e o filtrado foi evaporado. O residuo (380 g) foi
redissolvido numa solugdo aquosa de etanol 60%. A solu¢do foi extraida primeiro com
hexano e depois com cloroféormio (CHCI;). Os solventes foram evaporados e o extrato
hexanico (88 g) foi cristalizado com metanol dando triglicerideos (79 g). A 4dgua mae foi
evaporada e o residuo foi submetido a cromatografia (silica gel). A eluicdo com solvente de
polaridade crescente deu na ordem benzilbenzoatos (1 g) e sitosterol (75 mg). O extrato de
CHCIls (59 g) foi cristalizado com benzeno (C¢Hg) dando riparina II (17 g). A 4gua mae foi
evaporada e o residuo tratado da mesma maneira deu na ordem riparina III (3 g), riparina I

(305 mg) e riparina II (427 mg), entre outros compostos (BARBOSA-FILHO et al., 1987).
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4.3 Animais

Camundongos Swiss (20-25 g), adultos, do sexo masculino, provenientes do
Biotério Central da Universidade Federal do Ceara. Os animais foram mantidos em caixas de
propileno, acondicionados em temperatura ambiente (26 = 1 °C) e submetidos ao ciclo
claro/escuro de 12 em 12 h onde receberam ragdo do tipo Purina e agua ad libitum. Nos
experimentos em que a via oral era utilizada para absorcdo do firmaco, os animais foram
colocados em jejum de so6lidos de 8 horas. Os protocolos experimentais foram aprovados pelo

Comité de Etica em Pesquisa Animal (CEPA) desta universidade.

4.4 Drogas e reagentes

Drogas/Reagentes Origem
Agua Destilada Deionizador
Alcool etilico P.A. Quimex, Brasil
Bupropiona Zyban®, Glaxo-Wellcome
Diazepam Unido Quimica Brasil
Flumazenil Flumazil®, Cristalia
Imipramina Imipra®, Cristalia
loimbina Sigma
Pentilenotetrazol Sigma
Pentobarbital Abbot
Prazosina Sigma
SCH 23390 Sigma
Sulpirida Equilid®, Aventis Pharma
Tween 80 — Polyoxyethilene Sorbitan Mono-oleate Sigma
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Equipamentos

Origem

Balanga Analitica

Modelo H5, Mettler, Suica

Balanga para animais

Filizola, Brasil

Campo Aberto Fabricado no préprio laboratorio
Cronometro Incoterm, Brasil
Deionizador USF, Elga, USA

Equipamento da Placa Perfurada

Ugo Basile, Italy

Equipamento do Rota Rod

Ugo Basile, Italy

Labirinto em cruz elevado

Fabricado no departamento

Pipetas Automaticas

H.E., Dinamarca

Recipiente do Nado For¢ado

Fabricado no préprio laboratorio

Sonicador

Modelo PT 10-35. Brinkmann Instruments Inc., USA

Vidrarias

Pirex, Brasil

4.6 Preparo das drogas

A riparina II (ripll) foi dissolvida com Tween 80 a 2% e diluida em agua

destilada, obtendo-se a concentragdo final de 2.5, 5,0 e 7,5mg/mL para ser administrada nas

doses 25, 50 e 75 mg/kg, respectivamente. Os grupos controles receberam veiculo (dgua

destilada emulsificada a 2% com Tween 80). As drogas utilizadas ao longo dos experimentos

tais como, diazepam (1 e 2 mg/kg), imipramina (10 e 30 mg/kg), bupropiona (30 mg/kg),

pentobarbital sodico (40 mg/kg), pentilenotetrazol (100 mg/kg), flumazenil (2,5 mg/kg), SCH

23390 (15 pg/kg), sulpirida (50 mg/kg), ioimbina (1 mg/kg) e prazosina (1 mg/kg) foram

dissolvidas e diluidas diretamente em agua destilada. O volume total de solucdo administrada

nos animais foi de 10 mL/kg.
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4.7 Tratamento dos grupos experimentais

Os animais foram tratados com riparina II, de forma aguda, nas doses de 25, 50 e
75 mg/kg através das vias oral (v.0.) e intraperitoneal (i.p.). Os animais foram submetidos aos
testes 30 ou 60 minutos (min) apds o tratamento intraperitoneal ou oral, respectivamente. Para
a avaliacdo da atividade antidepressiva, foi utilizada imipramina 10 ¢ 30 mg/kg, i.p., e,
bupropiona 30 mg/kg, i.p. no teste do nado for¢ado e da suspensdo da cauda, como padrdes
positivos. Como referéncia ansiolitica foi utilizado diazepam 1 mg/kg, i.p., nos testes do
labirinto em cruz elevado e placa perfurada, e, diazepam 2 mg/kg, i.p., no campo aberto.
Diazepam 2 mg/kg, i.p., foi usado também no modelo do rota rod, como padrdo para
atividade relaxante muscular, assim como diazepam 1 mg/kg, i.p., foi ainda utilizado nos
modelos de tempo de sono induzido por pentobarbital e convulsdo induzida por

pentilenotetrazol como padrio para atividade sedativa e anticonvulsivante, respectivamente.

4.8 Protocolo experimental

Antes dos experimentos, os animais foram colocados num ambiente fechado,
desprovido de barulho externo, com a temperatura constante (24 £ 1° C) e iluminagdo de
baixa densidade (lampada vermelha de 15 W), de modo que se adaptassem com o ambiente
do experimento. Os testes do campo aberto e rota rod foram realizados com os mesmos
grupos de animais da maneira descrita a seguir: primeiramente o animais, um por vez, foram
colocados no campo aberto onde foram avaliados durante 5 minutos e, em seguida, foram
transferidos para o rota rod onde a atividade foi registrada por 1 minuto. Os outros testes
comportamentais tais como, labirinto em cruz elevado, placa perfurada, nado forcado,
suspensdao da cauda, tempo de sono induzido por pentobarbital e convulsdo induzida por
pentilenotetrazol foram realizados com diferentes grupos de animais. Em todos os testes, com
exce¢do apenas do nado forgado e suspensao da cauda, apds a observacao de cada animal, foi

utilizado alcool 70% para a remogdo de residuos e odor do animal.
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4.9 Avaliacgdo da atividade ansiolitica

4.9.1 Teste do campo aberto

O campo aberto foi utilizado para avaliar a atividade exploratoria do animal
(ARCHER, 1973). O teste consiste em observar o nimero de travesias de cada animal,
durante 5 minutos. O aparato para camundongos ¢ feito de acrilico (paredes transparentes e
piso preto, 30 x 30 x 15 cm) e dividido em 9 quadrantes iguais. Apos 30 ou 60 minutos dos
tratamentos 1.p. ou v.0., respectivamente, os animais, um por vez, foram colocados no centro
do campo aberto. Os parametros observados foram: ALE (atividade locomotora espontanea),
ou seja, o numero de quadrantes atravessados com as quatro patas cruzando cada area,
“grooming” (nimero de comportamentos de auto-limpeza) ¢ “rearing” (nimero de

comportamento exploratorio vertical).

Quadro 5 — Esquema do teste do campo aberto.

=

30 cu 60 min

Riparinall (25,50 e 75 mg/kg; i.p.
e v.0.) ou veiculo (agua destilada +
2% Tween 80) ou diazepam (2
mg/kg; i.p.)

Rearing Grooming
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4.9.2 Teste do Rota Rod

O teste do rota rod mede o efeito de relaxamento muscular ou incoordenagao
motora produzidos por drogas nos animais (CARLINI; BURGOS, 1979). O animal foi
colocado com as quatro patas sobre uma barra de 2,5 cm de didmetro, elevada a 25 cm do
piso, em uma rotagdo de 12 rpm. Para cada animal foram registrados o tempo de permanéncia
na barra giratoria, em segundos (s), € o nimero de quedas, com trés recondugdes, no maximo,

em um periodo de até 1 minuto (DUNHAM; MIYA, 1957).

Quadro 6 — Esquema do teste do rota rod

Riparinall (25,50 e 75 mg/kg; i.p. e
v.0.) ou veiculo (agua destilada + 2%
Tween 80) ou diazepam (2 mg/ky;

Nimero de Quedas (no
. maximo3) e Tempo de
ip) Permanéncia
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4.9.3 Teste do Labirinto em Cruz Elevado (LCE)

O labirinto em cruz elevado para camundongos (LISTER, 1987) consiste de dois
bragos abertos (30 x 5 cm) e dois fechados (30 x 5 x 25 cm) posicionados
perpendicularmente. Os bracos abertos e fechados estdo conectados por uma plataforma
central (5 x 5 cm). A plataforma, as paredes laterais dos bracos fechados sdo confeccionadas
em acrilico transparente e o chdo em acrilico preto. O aparelho esta elevado a uma altura de
45 cm do nivel do chao. Apos 30 ou 60 minutos dos tratamentos i.p. ou v.o.,
respectivamente, os animais foram posicionados no centro do aparelho com o focinho
voltado para um dos bracos fechados. Durante 5 minutos foram observados os seguintes
parametros: numero de entradas nos bragos abertos e fechados e o tempo de permanéncia em
cada um deles. A freqii€ncia total de entradas ¢ obtida pela soma simples das freqiiéncias de
entradas nos bragos abertos e nos fechados. Para analise estatistica dos dados e confeccao
dos gréaficos a percentagem de entradas nos bragos abertos ¢ calculada dividindo-se a
freqiiéncia de entradas nos bracos abertos pela freqiiéncia total de entradas, e esse indice
multiplicado por 100. De maneira semelhante é calculada a percentagem do tempo em que
0s animais permanecem nos bragos abertos. Dessa forma, os parametros levados em
consideracdo para andlise estatistica sdo: niimero de entradas nos bracos abertos (NEBA),
tempo de permanéncia nos bragos abertos (TPBA), percentagem de entrada nos bragos

abertos (PEBA) e percentagem do tempo de permanéncia nos bragos abertos (PTBA).

Subseqiientemente foram feitos dois grupos com a finalidade de investigar o
mecanismo de acdo da riparina II. O primeiro grupo foi composto por camundongos tratados
com flumazenil (FLU) 2,5 mg/kg, ip., um antagonista do receptor GABAa/
Benzodiazepinico, ¢ 15 min depois, foi administrado veiculo por via oral (FLU-2,5 +
veiculo). Ao segundo grupo foi administrado flumazenil, e, 15 min depois riparina I 75
mg/kg, v.o. (FLU-2,5 + ripll-75). Os dois grupos experimentais foram conduzidos ao labirinto
60 min depois da administra¢do do veiculo e ripll-75. Para andlise estatistica, o grupo (FLU-
2,5 + ripll-75) foi comparado com o grupo ripll-75, v.o., enquanto que os demais grupos

foram comparados aos respectivos controles.



Quadro 7 — Esquema do Teste do Labirinto em Cruz Elevado.

30 ou 60 min

Riparinall (25,50 e 75 mg/ky; i.p. e
v.0.) ou veiculo (Ggua destilada + 2%
Tween 80) ou diazepam (1 mg/kg;

isps)

ﬂ 15 minutos

Flumazenil (2,5 mg/kg; i.p.)

4.9.4 Teste da placa perfurada

S minutes

Nimero de entradas (bracos
abertos e fechados) e tempo de
permanéncia (bracos abertos e

fechados)
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O teste da placa furada, utilizado para avaliar o comportamento exploratdrio em

camundongos foi o proposto por Clark, Koster e Person, (1971). O aparato usado foi um

Ugo Basile de 60 x 30 cm com 16 buracos espagados uniformemente com sensores de infra-

vermelho. O parametro analisado foi o nimero de vezes que o animal colocou a cabega nos

buracos (head dips) durante o periodo de 5 minutos. Os animais, um por vez, foram

colocados na plataforma 30 ou 60 minutos apos os tratamentos i.p. ou v.0., respectivamente.

A contagem do ntimero de head dips foi feita automaticamente através do sensor localizado

nos buracos e registrada no aparelho.
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Quadro 8 — Esquema do teste da placa perfurada

5 minutes

30 ou 60 min

—

ﬂ Numero de Head dips

Riparinall (25 e 50 mg/kg, i.p. e v.0.)
ou veiculo (agua destilada + 2%
Tween 80) ou diazepam (1 mg/ky;
ioPo)o

4.10 Avaliagéo da atividade antidepressiva

4.10.1 Teste do nado for¢ado

No teste do nado for¢cado (PORSOLT; BERTIN; JALFRE, 1977) tanques
cilindrico transparentes medindo 22 cm de didmetro e 40 cm de altura contendo dgua na
temperatura ambiente (25 £ 1° C) até a metade do tanque, cerca de 20 cm. Apos 30 ou 60
minutos dos tratamentos i.p. ou v.o., respectivamente, os animais foram colocados, um por
vez, no tanque onde o parametro observado foi o tempo de imobilidade, em segundos, durante
cinco minutos. O animal foi considerado imével quando permaneceu flutuando na agua,

fazendo apenas movimentos suaves necessarios para manter a cabeca acima da agua.
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Com a finalidade de investigar o mecanismo de acdo da atividade antidepressiva
da riparina II diferentes grupos foram utilizados. Para avaliar se estava relacionado com a
atividade dopaminérgica, os animais foram pré-tratados com sulpirida (SPD; 50 mg/kg, i.p.)
ou SCH 23390 (SCH; 15 pg/kg, i.p.) 30 minutos antes da administra¢do de riparina II (50
mg/kg, v.0.), veiculo (dgua destilada + 2% Tween 80, v.0.) ou bupropiona (30 mg/kg, v.o.).
Depois de 60 minutos da administracdo da ripll-50, veiculo ou bupropiona, os animais foram
colocados no cilindro com agua onde o tempo de imobilidade por 5 minutos foi avaliado. Na
investigacdo do envolvimento do sistema noradrenérgico, foram utilizados prazosina (PRA;
Img/kg; i.p.), antagonista dos receptores oj-adrenérgicos, ou ioimbina (IOIM; 1mg/kg; i.p.),
antagonista dos receptores ap-adrenérgicos € como padrao positivo a imipramina (10 mg/kg,

L.p.).

Quadro 9 — Esquema do teste do nado forgado.

=

S minutos

Riparinall (25 e 50 mg/kg, i.p. e v.0.)
ou veicule (Ggua destilada + 2%
Tween 80) ou bupropiona (30 mg/ml;
ips) ou imipramina (10 mg/kg; i.p.)

y % Tempo de Imobilidade (s)

$CH23390 (15 mg/ky; i.p.) Prazosina (1 mg/kg; i.p.)
ou ou
Sulpirida (50 mg/kg; i.p.) loimbina (1 mg/kg; i.p.)




58

4.10.2 Teste da suspensao da cauda

O método seguido foi o proposto por STERU et al., (1985). Ap6s 30 ou 60 min do
tratamento i.p. ou v.o., respectivamente, os animais foram suspensos, presos com uma fita
adesiva a cerca de 1 cm da ponta da cauda, numa plataforma 58 cm acima da bancada. O
tempo de imobilidade do animal, em segundos, foi observado durante 6 minutos Neste
experimento foram utilizados os seguintes grupos: imipramina (30 mg/kg, i.p.), veiculo (i.p.

ou v.0.) ou riparina II (25 e 50 mg/kg; i.p ou v.0.).

Quadro 10 — Esquema do teste da suspensao da cauda

6 minutes

Riparinall (25,50 e 75 mg/kg, i.p.
e v.0.) ou veiculo (agua destilada +
2% Tween 80) ou bupropiona
(3omg/kg;i.p.) ou imipramina (30
mg/kg;i.p.)

Tempo de Imobilidade (s)
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4.11 Avaliagéo da atividade sedativa/hipnética e anticonvulsivante

4.11.1 Teste do tempo de sono induzido por pentobarbital

Os animais foram pré-tratados com riparina II (25 e 50 mg/kg; i.p ou v.0.), veiculo
(controle) ou diazepam (1mg/kg, i.p.). Apos 30 ou 60 minutos dos tratamentos i.p. ou v.o.,
respectivamente, injetou-se pentobarbital sodico (PTB) na dose de 40 mg/kg, via i.p. Com o
inicio da atividade do PTB, os animais foram colocados na posi¢cdo de decubito dorsal. O
tempo desde a injecdo do pentobarbital até o animal perder o reflexo postural é registrado
como laténcia de sono e o tempo de laténcia entre a perda e a recuperagao voluntaria do
reflexo postural ¢ registrado como tempo de sono (WAMBEBE, 1985; ROLLAND et al.,
1991). O critério para a recuperagdo dos reflexos foi fixado quando o animal saiu da
imposi¢ao por trés vezes consecutivas (CARLINI et al., 1986; MATTEI et al., 1998). Um
tempo maximo de 240 minutos foi estabelecido, ou seja, animais cujo tempo de sono

ultrapassava esse valor, 0 mesmo foi mantido.

Quadro 11 — Esquema do teste do tempo de sono induzido por pentobarbital

30 ou 60 min
Pentobarbital sodico

:> (40 mg/kg; i.p.)

Riparinall (25 e 50 myg/kg; i.p. e v.0.)
ou veiculo (agua deionizada + 2%
Tween 80) ou diazepam (1 mg/ky;

iopo)

Laténcia do Sono (s) e
Duragéao do Sono (s)
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4.11.2 Teste da convulsao induzida por pentilenotetrazol

Esse experimento tem como objetivo avaliar a possivel acdo anticonvulsivante da
droga em teste. O pentilenotetrazol (PTZ) 100 mg/kg, i.p. foi administrado como agente
indutor das convulsdes ap6s o tratamento com riparina II (25 e 50 mg/kg; i.p ou v.0.), veiculo
(controle) ou diazepam (1mg/kg, i.p.). Os animais foram colocados em gaiolas individuais e
observados por um periodo de até 20 minutos. Os pardmetros analisados foram: laténcia da
convulsdo (tempo entre a administragdo do PTZ até a primeira convulsdo clonica ou tonico-
clonica), em segundos, e, a laténcia de morte dos animais (tempo decorrido da administragao

do PTZ até a morte), em segundos.

Quadro 12 — Esquema do teste da convulsao induzida por pentilenotetrazol

Pentilenctetrazol

|::> (100 my/kg; i.p.)
30 ou 60 min

Riparinall (25 e 50 mg/kg; i.p. e v.0.)
ou veiculo (agua destilada + 2%
Tween 80) ou diazepam (1 mg/ky;

iops)

Laténcia da Convulséao (s) e
Laténcia de Morte (s)
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4.12 Analise estatistica

A andlise estatistica dos dados foi realizada através do software GraphPad Prism
versdo 4.0 para Windows, GraphPad Software, San Diego California EUA. Copyright (c)
1994-1999 por GraphPad Software.

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

Em todas as andlises estatisticas, os valores foram representados pela Média +
Erro Padrao da Média (EPM) com o nimero de animais entre parénteses e foi considerado o
nivel critico para rejeicdo da hipotese de nulidade menor que 0,05 (p<0,05). Os asteriscos
(*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001) caracterizam o grau de significAncia, assim como o0s

demais simbolos a e b.
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5 RESULTADOS

5.1 Avaliacéo da atividade ansiolitica

5.1.1 Teste do campo aberto

Os parametros analisados foram atividade locomotora espontianea (ALE), rearing
e grooming e os resultados foram expressos como ntimero de cruzamentos, de rearing e de
grooming. A riparina II, por via oral e intraperitoneal, ndo alterou a atividade locomotora
(Figuras 5a e 5b) em nenhuma das doses utilizadas [(i.p.) = riplI-25: 49,67 + 2,41 (12); ripll-
50: 47,83 + 3,30 (12); riplI-75: 43,43 + 3,94 (7); (v.0.) = ripll-25: 58,0 = 5,16 (12); ripII-50:
57,25 + 3,31 (12); riplI-75: 74,0 £+ 4,42(9)] comparando com os respectivos controles [(i.p.) =
cont.: 45,83 + 1,98 (12); (v.0.) = cont.: 61,17 = 5,06 (12)]. O diazepam 2 mg/kg, i.p., usado
como droga padrao, reduziu a atividade locomotora em relagdo aos controles de ambas vias de
administracdo, v.o. e i.p. [(DZP-2: 24,28 + 7,61 (7); (i.p.) = cont.: 45,83 + 1,98 (12); (v.0.) =
cont.: 61,17 £5,06 (12)].

As Figuras 6a e 6b mostram que a riparina II diminuiu o nimero de rearing em
ambas vias de administracdo [(i.p.) = ripll-25: 6,83 + 0,80 (12); ripIl-50: 6,27 £ 0,79 (11);
ripll-75: 2,0 + 0,52 (6); (v.0.) = ripll-25: 6,17 £ 1,06 (12); ripII-50: 6,92 + 1,18 (12); riplI-75:
9,33 £ 1,14 (9)] quando comparado com os respectivos controles [(i.p.) = cont.: 8,50 = 0,97
(12); (v.0.) = cont.: 10,42 = 1,0 (12)]. Da mesma forma, diazepam 2 mg/kg, i.p. também
diminuiu o niimero de rearing [DZP-2: 0,00 + 0,00 (8)] comparando com os controles [(i.p.)
=cont.: 8,50 + 0,97 (12); (v.0.) =cont.: 10,42 + 1,0 (12)].

O numero de grooming, Figuras 7a e 7b, manteve-se constante apds o tratamento
1.p. € v.0. com riparina II [(i.p.) = ripIl-25: 2,17 + 0,36 (12); ripII-50: 1,92 + 0,36 (12); ripll-
75: 2,57 £ 0,65 (7); (v.0.) = ripll-25: 4,67 £ 0,51 (12); ripII-50: 4,08 = 0,70 (12); ripII-75:
5,33 £ 1,07 (9)] comparando com os respectivos controles [(i.p.) = cont.: 3,08 + 0,45 (12);
(v.0.) = cont.: 4,16 £ 0,61 (12)]. Diazepam 2 mg/kg, i.p., também diminuiu este parametro
[DZP-2: 1,12 + 0,29 (8)] comparando com os controles [(i.p.) = cont.: 3,08 £+ 0,45 (12); (v.0.)
= cont.: 4,16 £ 0,61 (12)].
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Figuras 5 - Efeito da riparina Il e diazepam, via intraperitoneal (5a) e oral (5b), sobre a
atividade locomotora espontanea no teste do campo aberto em camundongos.

Controle (veiculo), riparina II (Ripll; 25, 50 e 75 mg/kg) e diazepam (DZP; 2 mg/kg) foram
administrados 30 (i.p.) ou 60 min (v.0.) antes do experimento. Os valores das figuras 5a ¢ 5b
apresentam a média £ EPM do nimero de travessias durante 5 minutos. Para andlise
estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Student Newman Keuls como teste post hoc.
Valores significativos: ***p<0,001 vs controle.
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Figuras 6 - Efeito da riparina II e diazepam, via intraperitoneal (6a) e oral (6b), sobre o
namero de rearing no teste do campo aberto em camundongos.

Controle (veiculo), riparina II (Ripll; 25, 50 e 75 mg/kg) e diazepam (DZP; 2 mg/kg) foram
administrados 30 (i.p.) ou 60 min (v.0.) antes do experimento. Os valores das figuras 6a ¢ 6b
representam a média + EPM do niimero de rearing durante 5 minutos. Para analise estatistica
foi utilizado ANOVA seguido por Student Newman Keuls como teste post hoc. Valores
significativos: *p<0,05; ***p<0,001 vs controle.
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Figuras 7 - Efeito da riparina II e diazepam, via intraperitoneal (7a) e oral (7b), sobre o
nimero de grooming no teste do campo aberto em camundongos.

Controle (veiculo), riparina II (Ripll; 25, 50 e 75 mg/kg) e diazepam (DZP; 2 mg/kg) foram
administrados 30 (i.p.) ou 60 min (v.0.) antes do experimento. Os valores das figuras 7a ¢ 7b
representam a média + EPM do nimero de grooming durante 5 minutos. Para analise
estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Student Newman Keuls como teste post hoc.
Valores significativos: *p<0,05 vs controle.
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5.1.2 Teste do rota rod

Os animais tratados por via intraperitoneal com riparina II nas doses de 25, 50 e
75 mg/kg, ndo apresentaram alteragdes significativas (p > 0,05) no nimero de quedas (Tabela
1) [(NQ) riplI-25: 0,67 + 0,26 (12); riplI-50: 0,92 = 0,19 (12); ripII-75: 1,0 = 0,38 (8)] ou no
tempo de permanéncia na barra (Tabela 2), em segundos [(TP) ripll-25: 57,42 £+ 1,96 (12);
ripll-50: 58,67 + 0,33 (12); ripll-75: 57,50 = 1,18 (8)] em relacdo ao grupo controle [(NQ)
controle: 0,58 £ 0,19 (12); (TP) controle: 59,25 + 0,25 (12)].

Nenhuma altera¢ao nestes parametros foi observada com os animais tratados com
riparina Il nas mesmas doses por via oral [(NQ) ripll-25: 0,77 £+ 0,32 (13); riplI-50: 1,08 +
0,31 (13); ripll-75: 0,62 + 0,32 (8)] e [(TP) ripll-25: 55,31 + 2,98 (13); riplI-50: 57,31 + 1,22
(13); ripll-75: 58,75 + 0,65 (8)] em relagdo ao grupo controle [(NQ) controle: 0,76 + 0,20 (13)
e (TP) controle: 59,0 + 0,28 (13)] (Tabelas 1 e 2).

Como padrdo positivo, o diazepam 2 mg/kg, i.p., aumentou o nimero de quedas
[2,50 = 0,27 (8)] e diminuiu o tempo de permanéncia na barra [35,25 £ 6,69 (8)] quando

comparado aos grupos controles via oral e intraperitoneal. (Tabelas 1 e 2).
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Tabela 1 - Efeito da administracdo intraperitoneal e oral da riparina II e diazepam no nimero

de quedas no teste do rota rod para camundongos.

Grupo Dose (mg/kg) Numero de Quedas

Via intraperitoneal

Controle i.p - 0,58 £0,19 (12)
RipIl 25 0,67 £0,26 (12)
RipIl 50 0,92 + 0,19 (12)
RipIl 75 1,00 £ 0,38 (8)
Via oral

Controle v.o. - 0,76 £0,20 (13)
RipIl 25 0,77 £ 0,32 (13)
Ripll 50 1,08 £ 0,31 (13)
Ripll 75 0,62 + 0,32 (8)
DZP 2 2,50 £ 0,27 (8)***

Os valores representam a média + EPM do nimero de quedas. O nimero de animais esta
representado entre parénteses. Para andlise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por
Student Newman Keuls como teste post hoc. Valores significativos: ***p<0,001 vs controle
v.0 € L.p.
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Tabela 2 — Efeito da administragdo intraperitoneal e oral da riparina II e diazepam no tempo

de permanéncia na barra (s) no teste do rota rod para camundongos.

Grupo Dose (mg/kg) Tempo de Permanéncia (s)

Via intraperitoneal

Controle i.p - 59,25 +£0,25 (12)
RipIl 25 57,42 1,96 (12)
RipIl 50 58,67 £0,33 (12)
Ripll 75 57,50 + 1,18 (8)
Via oral

Controle v.o. - 59,00 +£ 0,28 (13)
RipIl 25 55,31 £2,98 (13)
Ripll 50 57,31 £ 1,22 (13)
Ripll 75 58,75 + 0,65 (8)
DZP 2 35,25 £ 6,69 (8)***

Os valores representam a média + EPM do nimero de quedas. O nimero de animais esta
representado entre parénteses. Para andlise estatistica foi realizado o teste paramétrico
ANOVA seguido por Student Newman Keuls como teste post hoc. Valores significativos:
**%p<0,001 vs controle v.o € i.p.
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5.1.3 Teste do labirinto em cruz elevado

O tratamento agudo por via i.p. com a riparina II nas doses de 25, 50 e 75
mg/kg, no labirinto em cruz elevado, mostrou que a riparina II aumentou todos os parametros
analisados na dose de 25 mg/kg: NEBA (Figura 8a) [ripll-25: 7,07 £ 0,69 (15); ripII-50: 6,78
+ 0,57 (9); ripll-75: 6,12 + 0,74 (8)]; TPBA (Figura 9a) [riplI-25: 133,70 £ 8,65 (10); riplI-
50: 120,71 £ 11,85 (14); ripll-75: 118,37 + 5,26 (8)]; PEBA (Figura 10a) [ripIl-25: 47,81 +
1,81 (13); ripII-50: 47,18 + 1,26 (10); ripll-75: 47,49 + 3,11 (8)]; PTBA (Figura 11a) [ripll-
25: 53,06 = 2,43 (8); ripll-50: 46,31 + 4,13 (14); ripll-75: 50,43 £ 1,29 (7)] quando
comparado com os respectivos controles: NEBA [4,62 + 0,40 (13)]; TPBA [91,92 + 7,79
(13)]; PEBA [38,75 £2,58 (15)] e PTBA [36,16 £+ 3,10 (13)].

O tratamento agudo com as doses de 25, 50 e 75 mg/kg de riparina II aumentou no
teste do labirinto em cruz elevado, por via oral, o NEBA (Figura 8a) na dose de 75mg/kg
[ripII-25: 7,33 + 0,76 (12); ripII-50: 6,54 + 0,65 (11); ripIl-75: 9,33 + 0,84 (9)] comparando
com o controle [5,77 + 0,48 (13)], assim como aumentou TPBA (Figura 9a) na dose de
75mg/kg [ripll-25: 101,67 + 11,27 (12); ripll-50: 96,91 + 6,80 (11); ripIl-75: 116,1 £ 10,58
(10)] comparando com o controle [76,08 + 7,69 (12)], e PEBA (Figura 10a) em todas as doses
[ripIl-25: 50,40 + 2,38 (11); ripll-50: 51,14 + 3,16 (11); ripll-75: 51,98 £ 2,65 (10) ]
comparando com o controle [41,24 + 2,05 (12)]. A riparina II ndo alterou PTBA (Figura 11a)
[ripII-25: 40,67 + 4,25 (13); ripIl-50: 47,19 £ 5,62 (11); ripll-75: 45,17 + 3,84 (10) controle:
33,03 £2,62 (12)].

Diazepam 1 mg/kg aumentou todos os pardmetros: NEBA [9,50 £ 0,70 (14)];
TPBA [139,60 + 8,82 (15)]; PEBA [54,13 + 2,82 (15)] ¢ PTBA [59,29 + 3,80 (16)] em
relacdo aos controles v.o. e i.p. (Figuras 8,9, 10e 11; aeb).

A andlise do envolvimento dos receptores benzodiazepinicos no efeito ansiolitico
da riparina II mostrou que o grupo (FLU-2,5 + veiculo v.0.) ndo alterou os parametros
analisados NEBA [4,70 + 0,33 (10)] (Figura 12); TPBA [77,0 £ 9,44 (10)] (Figura 13); PEBA
[38,28 = 2,24 (8)] (Figura 14); PTBA [40,35 £+ 2,57 (10)] (Figura 15) quando comparado com
os respectivos grupos controle v.o. No entanto, o flumazenil, no grupo (FLU-2,5 + ripll-75
v.0.), reverteu o efeito ansiolitico da riparina Il no NEBA [3,75 £ 0,70 (8)] (Figura 12); TPBA
[71,25 £ 19,04 (8)] (Figura 13); PEBA [39,98 + 2,24 (7)] (Figura 14) quando este grupo foi
comparado com os respectivos grupos de riplI-75 v.o.. Nao houve diferenca significativa no

PTBA [38,23 + 6,68 (5)] (Figura 15). A associagao (FLU-2,5 + DZP-1) reverteu o efeito
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ansiolitico do diazepam (DZP-1 + FLU-2,5) em todos os parametros analisados NEBA [3,80
+ 0,69 (10)] (Figura 12); TPBA [94,33 + 4,31 (9)] (Figura 13); PEBA [43,40 + 2,46 (10)]
(Figura 14); PTBA [43,18 + 2,66 (9)] (Figura 15) quando comparado com os respectivos
grupos de DZP-1.
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Figuras 8 - Efeito da riparina II e diazepam, via intraperitoneal (8a) e oral (8b), sobre o
nimero de entradas nos bracos abertos (NEBA) no teste do labirinto em cruz elevado para
camundongos.

V.0.

Controle (veiculo), riparina II (Ripll; 25, 50 e 75 mg/kg) e diazepam (DZP; 1 mg/kg) foram
administrados 30 (i.p.) ou 60 min (v.0.) antes do experimento. Os valores das figuras 8a ¢ 8b
representam a média = EPM do numero de entradas nos bragos abertos (NEBA) durante 5
minutos. Para andlise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Student Newman Keuls
como teste post hoc. Valores significativos: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 vs controle.
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Figuras 9 - Efeito da riparina Il e diazepam, via intraperitoneal (9a) e oral (9b), sobre o tempo
de permanéncia nos bragos abertos (TPBA) no teste do labirinto em cruz elevado para
camundongos.
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Controle (veiculo), riparina II (Ripll; 25, 50 e 75 mg/kg) e diazepam (DZP; 1 mg/kg) foram
administrados 30 (i.p.) ou 60 min (v.0.) antes do experimento. Os valores das figuras 9a ¢ 9b
representam a média = EPM do tempo de permanéncia nos bragos abertos (TPBA) durante 5
minutos. Para analise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Student Newman Keuls
como teste post hoc. Valores significativos: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 vs controle.
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Figuras 10 - Efeito da riparina II e diazepam, via intraperitoneal (10a) e oral (10b), sobre a
percentagem de entrada nos bragos abertos (PEBA) no teste do labirinto em cruz elevado para
camundongos.

Controle (veiculo), riparina II (Ripll; 25, 50 e 75 mg/kg) e diazepam (DZP; 1 mg/kg) foram
administrados 30 (i.p.) ou 60 min (v.0.) antes do experimento. Os valores das figuras 10a e
10b representam a média + EPM da percentagem de entrada nos bragos abertos (PEBA)
durante 5 minutos. Para anélise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Student Newman
Keuls como teste post hoc. Valores significativos: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 vs
controle.
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Figuras 11 - Efeito da riparina II e diazepam, via intraperitoneal (11a) e oral (11b), sobre a
percentagem do tempo de permanéncia nos bragos abertos (PTBA) no teste do labirinto em
cruz elevado para camundongos.

Controle (veiculo), riparina II (Ripll; 25, 50 e 75 mg/kg) e diazepam (DZP; 1 mg/kg) foram
administrados 30 (i.p.) ou 60 min (v.0.) antes do experimento. Os valores das figuras 11a e
11b representam a média =+ EPM da percentagem do tempo de permanéncia nos bragos
abertos (PTBA) durante 5 minutos. Para andlise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por
Student Newman Keuls como teste post hoc. Valores significativos: *p<0,05; ***p<0,001 vs
controle.
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Figura 12 - Efeito da riparina Il e diazepam, via oral, sozinhos ou associados com flumazenil,
antagonista dos receptores de benzodiazepinicos sobre o nimero de entradas nos bragos
abertos (NEBA) no teste do labirinto em cruz elevado para camundongos.

Controle (veiculo), riparina II (Ripll; 25, 50 e 75 mg/kg) e diazepam (DZP; 1 mg/kg), quando
sozinhos, foram administrados 30 (i.p.) ou 60 min (v.0.) antes do experimento; ou quando
associados, foram administrados 15 min apdés a administragdo de flumazenil (FLU; 2,5
mg/kg) e, entdo, 30 (i.p.) ou 60 min (v.0.) depois foram submetidos ao experimento. Os
valores da figura 12 representam a média = EPM do niimero de entradas nos bragos abertos
(NEBA) durante 5 minutos. Para anélise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Student
Newman Keuls como teste post hoc. Valores significativos: ***p<0,001 vs controle;
3,<0,001 vs Ripll-75; ®°p<0,001 vs DZP-1.
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Figura 13 - Efeito da riparina Il e diazepam, via oral, sozinhos ou associados com flumazenil,
antagonista dos receptores de benzodiazepinicos sobre o tempo de permanéncia nos bracos
abertos (TPBA), em segundos, no teste do labirinto em cruz elevado para camundongos.

Controle (veiculo), riparina II (Ripll; 25, 50 e 75 mg/kg) e diazepam (DZP; 1 mg/kg), quando
sozinhos, foram administrados 30 (i.p.) ou 60 min (v.0.) antes do experimento; ou quando
associados, foram administrados 15 min apds a administragdo de flumazenil (FLU; 2,5
mg/kg) e, entdo, 30 (i.p.) ou 60 min (v.o0.) depois foram submetidos ao experimento. Os
valores da figura 13 representam a média = EPM do tempo de permanéncia nos bragos abertos
(TPBA) durante 5 minutos. Para andlise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Student
Newman Keuls como teste post hoc. Valores significativos: *p<0,05; ***p<0,001 vs controle;
p<0,05 vs RipII-75; ®°p<0,001 vs DZP-1.
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Figura 14 - Efeito da riparina Il e diazepam, via oral, sozinhos ou associados com flumazenil,
antagonista dos receptores de benzodiazepinicos sobre a percentagem de entrada nos bracos
abertos (PEBA), no teste do labirinto em cruz elevado para camundongos.

Controle (veiculo), riparina II (Ripll; 25, 50 e 75 mg/kg) e diazepam (DZP; 1 mg/kg), quando
sozinhos, foram administrados 30 (i.p.) ou 60 min (v.0.) antes do experimento; ou quando
associados, foram administrados 15 min apds a administragdo de flumazenil (FLU; 2,5
mg/kg) e, entdo, 30 (i.p.) ou 60 min (v.o0.) depois foram submetidos ao experimento. Os
valores da figura 14 representam a média = EPM da percentagem de entrada nos bragos
abertos (PEBA) durante 5 minutos. Para andlise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por
Student Newman Keuls como teste post hoc. Valores significativos: *p<0,05; **p<0,01 vs
controle; *p<0,01 vs RipIl-75; **p<0,01 vs DZP-1.
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Figura 15 - Efeito da riparina Il e diazepam, via oral, sozinhos ou associados com flumazenil,
antagonista dos receptores de benzodiazepinicos sobre a percentagem do tempo de
permanéncia nos bragos abertos (PTBA), no teste do labirinto em cruz elevado para
camundongos.

Controle (veiculo), riparina II (Ripll; 25, 50 e 75 mg/kg) e diazepam (DZP; 1 mg/kg), quando
sozinhos, foram administrados 30 (i.p.) ou 60 min (v.0.) antes do experimento; ou quando
associados, foram administrados 15 min apds a administragdo de flumazenil (FLU; 2,5
mg/kg) e, entdo, 30 (i.p.) ou 60 min (v.0.) depois foram submetidos ao experimento. Os
valores da figura 15 representam a média £+ EPM da percentagem de entrada nos bragos
abertos (PEBA) durante 5 minutos. Para andlise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por
Student Newman Keuls como teste post hoc. Valores significativos: ***p<0,001 vs controle;
*°h<0,01 vs DZP-1.



80

5.1.4 Teste da placa perfurada

Neste modelo experimental, apos a administragdo aguda de riparina II nas doses
de 25 e 50 mg/kg, foi observado um significante aumento do nimero de vezes que o animal
colocou a cabega no buraco da placa perfurada (head dips), tanto pela administragdo v.o.
(Figura 16a) [ripll-25: 45,33 £ 3,72 (9); ripll-50: 54,44 + 4,29 (9)] quanto pela i.p. (Figura
16b) [ripll-25: 30,92 = 1,0 (13); ripll-50: 31,54 + 1,40 (13)] quando comparado aos
respectivos grupos controle [v.0.: 31,63 + 3,09 (8); i.p.: 24,31 £ 1,0 (13)].

O efeito do diazepam (DZP) 1 mg/kg, i.p., administrado 30 min antes do teste da
placa perfurada ¢ também mostrado nas Figuras 16a e 16b. Comparado aos grupos controle
(i.p. e v.0.), os animais tratados com diazepam manifestaram um aumento do nimero de head

dips, [DZP-1: 46,14 + 1,53 (7)].
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Figuras 16 - Efeito da riparina Il e diazepam, via oral (16a) e intraperitoneal (16b), sobre o
numero de head dips no teste da placa perfurada em camundongos.

Controle (veiculo), riparina II (Ripll; 25 e 50 mg/kg) e diazepam (DZP; 1 mg/kg) foram
administrados 30 (i.p.) ou 60 min (v.0.) antes do experimento. Os valores das figuras 16a e
16b representam a média £+ EPM do nimero de head dips durante 5 minutos. Para analise
estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Student Newman Keuls como teste post hoc.
Valores significativos: *p<0,05; ***p<0,001 vs controle.
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5.2. Avaliagéo da atividade antidepressiva

5.2.1 Teste do nado for¢ado

No teste do nado forgado, os animais tratados com riparina II, por via ip.,
apresentaram uma diminui¢do do tempo de imobilidade em 42,20% na dose de 25 mg/kg
[63,75 £ 5,93 (8)] assim como também houve uma diminui¢ao do tempo de imobilidade em
60,62% na dose de 50 mg/kg [43,44 £ 9,38 (9)] quando comparado com o controle [110,30 £+
5,70 (10)] (Figura 17a).

Do mesmo modo, por via oral, a riparina II diminuiu o tempo de imobilidade em
51,89% na dose de 25 mg/kg [62,06 £ 6,38 (16)] e em 52,65% na dose de 50 mg/kg [56,63 +
7,73 (16)] comparando com o controle [119,60 + 12,42 (16)] (Figura 17b).

Os padrdes positivos utilizados imipramina 10 mg/kg e bupropiona 30 mg/kg
também diminuiram o tempo de imobilidade [IMI-10: 18,12 + 2,74 (8); BUP-30: 55,11 £ 8,43
(9)] em relagdo aos controles v.o. e i.p. (Figuras 17a e 17b).

Os grupos pré-tratados com SCH23390 (Figura 18), sulpirida (Figura 19)
prazosina (Figura 20) e ioimbina (Figura 21) e tratados com veiculo ndo diminuiram o tempo
de imobilidade [SCH-15 + veiculo: 107,6 £ 12,97 (8); SPD-50 + veiculo: 124,0 £ 6,91 (10);
PRA-1 + veiculo: 105,00 £ 6,77 (11); IOI-1 + veiculo: 103,90 + 8,65 (11)] em relagdo ao
controle oral (veiculo). Os grupos pré-tratados com SCH23390, sulpirida e prazosina, e,
posteriormente, tratado com riplI-50, v.o., reverteram o efeito antidepressivo da riparina II
[SCH-15 + riplI-50: 95,25 + 12,97 (8)] (Figura 18); [SPD-50 + ripII-50: 103,50 + 9,39 (8)]
(Figura 19); [PRA-1 + ripll-50: 104,20 = 17,41 (6)] (Figura 20), pois apresentaram uma
diferenca significativa em relagdo ao grupo ripll-50, v.o. No grupo pré-tratado com ioimbina,
a riparina II continuou diminuindo o tempo de imobilidade [IOI-1 + ripll-50: 56,43 + 7,35
(7)] (Figura 21). O SCH23390 (Figura 18) e a sulpirida (Figura 19) reverteram o efeito
antidepressivo da bupropiona [SCH-15 + BUP-30: 97,75 + 10,22 (8); SUL-50 + BUP-30:
89,40 + 7,38 (10)] da mesma forma que a prazosina (Figura 20) e a ioimbina (Figura 21)
reverteram o efeito antidepressivo da imipramina [PRA-1 + IMI-10: 45,17 £ 6,29 (6); IOI-1 +
IMI-10: 58,00 + 8,45 (6)], pois todos grupos mostraram diferengas significativas quando

comparados com o grupo BUP-30 e IMI-10 respectivamente.
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Figuras 17 - Efeito da riparina II, bupropiona e imipramina, via intraperitoneal (17a) e oral
(17b), sobre o tempo de imobilidade, em segundos, no teste do nado forcado em
camundongos.

Controle (veiculo), riparina II (Ripll; 25 e 50 mg/kg), imipramina (IMI; 10 mg/kg) e
bupropiona (BUP; 30 mg/kg) foram administrados 30 (i.p.) ou 60 min (v.0.) antes do
experimento. Os valores das figuras 17a ¢ 17b representam a média + EPM do tempo de
imobilidade (s) durante 5 minutos. Para analise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por
Student Newman Keuls como teste post hoc. Valores significativos: *p<0,05; **p<0,01;
**%p<0,001 vs controle.
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Figura 18 - Efeito da riparina II (50 mg/kg) e bupropiona (30 mg/kg), via oral, sozinhos ou
associados com SCH23390 (15 pg/kg), antagonista dos receptores dopaminérgicos do tipo Dy,
sobre o tempo de imobilidade (s) no teste do nado for¢ado em camundongos.

Controle (veiculo), riparina II (Ripll; 50 mg/kg) e bupropiona (BUP; 30 mg/kg), quando
sozinhos, foram administrados 60 min antes do experimento; ou quando associados, foram
administrados 30 min apds a administracdo de SCH23390 (SCH; 2,5 mg/kg) e, entdo, 60 min
depois foram submetidos ao experimento. Os valores da figura 18 representam a média +
EPM do tempo de imobilidade (s) durante 5 minutos. Para andlise estatistica foi utilizado
ANOVA seguido por Student Newman Keuls como teste post hoc. Valores significativos:
#%%n<(),001 vs controle *p<0,01 vs RiplII-50; °p<0,01 vs BUP-30.
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Figura 19 - Efeito da riparina II (50 mg/kg) e bupropiona (30 mg/kg), via oral, sozinhos ou
associados com sulpirida (50 mg/kg), antagonista dos receptores dopaminérgicos do tipo D,,

sobre o tempo de imobilidade (s) no teste do nado for¢ado em camundongos.

Controle (veiculo), riparina II (Ripll; 50 mg/kg) e bupropiona (BUP; 30 mg/kg), quando
sozinhos, foram administrados 60 min antes do experimento; ou quando associados, foram
administrados 30 min apos a administragao de sulpirida (SPD; 50 mg/kg) e, entdo, 60 min
depois foram submetidos ao experimento. Os valores da figura 19 representam a média +
EPM do tempo de imobilidade (s) durante 5 minutos. Para andlise estatistica foi utilizado
ANOVA seguido por Student Newman Keuls como teste post hoc. Valores significativos:
#%%p<(),001 vs controle; “**p<0,001 vs Ripll-50; *°p<0,01 vs BUP-30.
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Figura 20 - Efeito da riparina II (50 mg/kg) e imipramina (10 mg/kg), via oral, sozinhos ou
associados com prazosina (1 mg/kg), antagonista dos receptores o-adrenérgicos, sobre o
tempo de imobilidade (s) no teste do nado for¢cado em camundongos.

Controle (veiculo), riparina II (Ripll; 50 mg/kg) e imipramina (IMI; 10 mg/kg), quando
sozinhos, foram administrados 60 min antes do experimento; ou quando associados, foram
administrados 30 min apo6s a administracdo de prazosina (PRA; 1 mg/kg) e, entdo, 60 min
depois foram submetidos ao experimento. Os valores da figura 18 representam a média +
EPM do tempo de imobilidade (s) durante 5 minutos. Para analise estatistica foi utilizado
ANOVA seguido por Student Newman Keuls como teste post hoc. Valores significativos:
#%%p<(),001 vs controle ***p<0,001 vs RipII-50; °p<0,05 vs IMI-10.
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Figura 21 - Efeito da riparina II (50 mg/kg) e imipramina (10 mg/kg), via oral, sozinhos ou
associados com ioimbina (1 mg/kg), antagonista dos receptores o,-adrenérgicos, sobre o
tempo de imobilidade (s) no teste do nado for¢ado em camundongos.

Controle (veiculo), riparina II (Ripll; 50 mg/kg) e imipramina (IMI; 10 mg/kg), quando
sozinhos, foram administrados 60 min antes do experimento; ou quando associados, foram
administrados 30 min apos a administragdo de ioimbina (IOI; 1 mg/kg) e, entdo, 60 min
depois foram submetidos ao experimento. Os valores da figura 19 representam a média +
EPM do tempo de imobilidade (s) durante 5 minutos. Para analise estatistica foi utilizado
ANOVA seguido por Student Newman Keuls como teste post hoc. Valores significativos:
*#%p<0,001 vs controle; bbp<0,01 vs IMI-10.
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5.2.2 Teste da suspensao da cauda

Neste experimento, a administracdo oral de riparina II diminuiu em 20,32% o
tempo de imobilidade na dose de 25 mg/kg [119,18 + 8,56 (11)], diminuiu 27,59% na dose de
50 mg/kg [108,30 £ 12,78 (10)], assim como diminuiu 40,10 % na dose de 75 mg /kg [89,60 +
6,88 (10)] relacionando ao grupo controle [149,57 = 8,78 (14)] (Figura 22a). Da mesma
forma, por via i.p., a riparina Il também diminuiu o tempo de imobilidade em todas as doses,
em 28,90% na dose de 25 mg/kg [99,33 + 10,02 (12)], 28,20% na dose de 50 mg/kg [100,30 +
9,99 (12)] e 26,13% na dose de 75 mg/kg [103,20 + 14,39 (9)] quando comparado ao controle
[139,7 £ 8,55 (12)] (Figura 22b).

A imipramina 30 mg/kg também diminuiu o tempo de imobilidade [IMI-30: 22,44

+ 2,88 (9)] em relacdo aos controles oral e intraperitoneal (Figuras 22a e 22b).
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Figuras 22 - Efeito da riparina II e imipramina, via intraperitoneal (22a) e oral (22b), sobre o
tempo de imobilidade, em segundos, no teste da suspensdo da cauda em camundongos.

Controle (veiculo), riparina II (Ripll; 25, 50 e 75 mg/kg) e imipramina (IMI; 30 mg/kg) foram
administrados 30 (i.p.) ou 60 min (v.0.) antes do experimento. Os valores das figuras 22a e
22b representam a média + EPM do tempo de imobilidade (s) durante 6 minutos. Para analise
estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Student Newman Keuls como teste post hoc.
Valores significativos: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 vs controle.
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5.3 Avaliacéo da atividade sedativa/hipnotica e anticonvulsivante

5.3.1 Teste do tempo de sono induzido por pentobarbital

Neste teste foram analisados dois pardmetros: a laténcia do sono (LS), em
segundos e a duracdao do sono (DS), também em segundos. A riparina Il diminuiu a laténcia
do sono por via i.p. (Figuras 23a) nas doses de 25 e 50 mg/kg [i.p. = ripll-25: 279,40 + 13,26
(13); ripIl-50: 258,80 £ 17,01 (13)] comparando com o controle i.p. [323,30 £ 10,61 (12)], no
entanto, nenhuma alteracdo na laténcia do sono foi vista ap6s administracdo por via oral
(Figura 23b) [v.o. = ripll-25: 349,60 £+ 27,28 (8); ripIll-50: 359,40 + 13,30 (8); controle:
365,30 £ 21,68 (12)].

Na duragdo do sono, a riparina II aumentou esse pardmetro tanto por via i.p.
(Figura 24a) quanto por via oral (Figura 24b) [i.p. = ripIl-25: 3541,0 + 402,7 (12); ripII-50:
3469,0 + 407,2,61 (12); v.o. = ripll-25: 2930,0 + 355,2 (7); ripII-50: 4330,0 + 290,7 (7)]
comparando com os respectivos controles [i.p. = 2032,0 = 134,5 (13); v.0.=1973,0 £ 171,7
(1D].

Como esperado, o diazepam 1 mg/kg, i.p., reduziu o tempo de laténcia do sono
[DZP-1: 187,6 £ 9,25 (10)] e aumentou a duragdo do sono [DZP-1: 4481,4 £ 419,21 (10)] em

relacdo aos grupos controle v.o. e i.p., conforme as Figuras 23 e 24.
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Figuras 23 - Efeito da riparina Il e diazepam, via intraperitoneal (23a) e oral (23b), sobre a
laténcia do sono, em segundos, no teste do tempo de sono induzido por pentobarbital em
camundongos.

Controle (veiculo), riparina II (Ripll; 25 e 50 mg/kg) e diazepam (DZP; 1 mg/kg) foram
administrados 30 (i.p.) ou 60 min (v.0.) antes do experimento. Os valores das figuras 23a e
23b representam a média £ EPM da laténcia do sono (s). Para analise estatistica foi utilizado
ANOVA seguido por Student Newman Keuls como teste post hoc. Valores significativos:
*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 vs controle.
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Figuras 24 - Efeito da riparina Il e diazepam, via intraperitoneal (24a) e oral (24b), sobre a

duragdo do sono, em segundos, no teste do tempo de sono induzido por pentobarbital em
camundongos.

Controle (veiculo), riparina II (Ripll; 25 e 50 mg/kg) e diazepam (DZP; 1 mg/kg) foram
administrados 30 (i.p.) ou 60 min (v.0.) antes do experimento. Os valores das figuras 24a e
24Db representam a média + EPM da durag@o do sono (s). Para analise estatistica foi utilizado
ANOVA seguido por Student Newman Keuls como teste post hoc. Valores significativos:
*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 vs controle.
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5.3.2 Teste da convulsao induzida por pentilenotetrazol

No teste da convulsdo induzida por pentilenotetrazol foram avaliados a laténcia da
convulsdo (LC), em segundos, a laténcia de morte (LM), em segundos, € a porcentagem de
sobrevivéncia. Nenhuma alteragdo na laténcia da convulsdo foi vista ap6s administracdo da
riparina II tanto via i.p. quanto por via oral [i.p. = ripll-25: 69,67 + 4,90 (18); ripll-50: 76,67
+ 4,15 (18); v.o. = ripll-25: 65,40 + 4,20 (10); ripII-50: 69,50 £ 7,10 (10)] comparando aos
respectivos controles [i.p. = 59,33 £+ 3,62 (18); v.0o. = 69,0 £ 2,83 (15)] (Tabela 3).

A riparina II aumentou o tempo de morte nas mesmas doses e vias utilizadas [i.p.
= ripll-25: 494,70 £ 99,80 (17); riplI-50: 509,85 + 59,04 (14); v.o. = riplI-25: 330,10 + 28,30
(9); ripII-50: 342,0 £+ 29,20 (7)], comparando aos respectivos controles [i.p. = 227,82 £ 29,40
(17); v.0.=222,30 £ 19,50 (15)] (Tabela 3).

O diazepam, 1 mg/kg, como esperado, aumentou a laténcia da convulsao [DZP-1:
156,06 + 14,40 (17)] comparando com os controles i.p. € v.o., de acordo com a Tabela 3.

A percentagem de sobrevivéncia dos animais tratados com riparina II, por via
oral, foi de 0% em ambas as doses. Contudo, por via i.p., 4,54% e 14,28% dos animais de
cada grupo de riparina II (25 e 50 mg/kg), respectivamente, sobreviveram, assim como, 100%

dos animais tratados com diazepam sobreviveram (Tabela 3).
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Tabela 3 - Efeito da administracdo intraperitoneal e oral da riparina II e diazepam nas

convulsoes induzidas por pentilenotetrazol em camundongos.

Grupo (mg/kg) Laténcia da Laténcia de Sobrevivéncia (%)
Convulséo (s) Morte (s)

Via

Intraperitoneal

Controle 59,33 + 3,62 (18) 227,82 +29,40 (17) 0

RiplI-25 69,67 £4,90 (18) 494,70 + 99,80 (17)** 4,54

RiplI-50 76,67 £ 4,15 (18) 509,85 + 59,04 (14)* 14,28

Via Oral

Controle 69,00 + 2,83 (15) 222,30 + 19,50 (15) 0

RipII-25 65,40 + 4,20 (10) 330,10 28,30 (9)** 0

RipII-50 69,50 £ 7,10 (10) 342,00 +29,20 (7)** 0

DZP-1 156,06 + 14,40 (17)*** - 100

Os valores representam a média = EPM da laténcia da convulsdo e laténcia de morte. O
nimero de animais estd representado entre parénteses. Para andlise estatistica foi realizado
ANOVA seguido por Student Newman Keuls como teste post hoc. Valores significativos:
*p<0,05; *p<0,01; ***p<0,001 vs controle. O grupo DZP-1 foi significativo em rela¢do aos

controles intraperitoneal e oral.
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6 DISCUSSAO

A pesquisa de plantas medicinais como estratégia alternativa na procura de novos
agentes terapéuticos tem se tornado uma ferramenta bastante util nos paises em
desenvolvimento visto que, a utilizagcdo de plantas medicinais tornou-se um recurso de grande
aceitagao pela populacdao e vem crescendo junto a comunidade médica, que preza por plantas
cujas atividades bioldgicas tenham sido investigadas cientificamente, comprovando sua
seguranga e eficacia (CECHINEL; YUNES, 1998; KINGORN, 2001).

A importancia das plantas medicinais Deve-se também por sua contribuicdo como
fonte natural de farmacos e por proporcionar grandes chances de obter-se uma molécula
protétipo devido a diversidade de constituintes presentes nestas (KINGORN, 2001)

Aproximadamente 25% de todas as drogas modernas disponiveis sdo derivadas,
direta ou indiretamente, de plantas. Um dos exemplos que podemos destacar sdo os salicilatos
que levaram ao desenvolvimento das maiores classes de drogas analgésicas, principalmente,
opiodides e drogas antiinflamatodrias ndo esteroidais (CALIXTO et al., 2000 e 2005). Todavia,
o potencial dos produtos naturais como fontes de novas drogas tem sido pouco explorado
(HAMBURGER; HOSTETTMANN, 1991).

Aniba riparia (Nees) Mez, um herbaceo da familia Lauraceae, popularmente
conhecida como “louro”, “louro-faia” e “pau-rosa”, ¢ encontrada na Amazonia, Brasil
(MARQUES, 2001). Do fruto verde desta planta foram isoladas trés alcamidas que possuiam
atividade antimicrobiana: riparina I, riparina II e riparina IIl (BARBOSA-FILHO et al., 1987,
1990; CATAO et al., 2005). Alguns trabalhos mostraram que estas substincias apresentam
outros efeitos farmacologicos. Castelo-Branco et al., (1991, 1992) mostraram que a riparina
III apresenta efeitos espasmoliticos ¢ Thomas et al., (1994) concluiu que esse efeito estava
relacionado com a reducdo da concentracio intracelular do Ca**. Além disso, recentemente,
foi verificado, em outros estudos, que a riparina I (SOUSA et al., 2005) e III (SOUSA et al.,
2004; MELO et al., 2006) apresentam efeitos ansioliticos em camundongos nas doses de 25 e
50 mg/kg.

Neste trabalho, procurou-se estudar a riparina Il com o intuito de investigar suas
propriedades farmacoldgicas aliado com o fato da riparina II apresentar em sua estrutura
quimica, a tiramina, uma amina simpaticomimética de a¢do indireta. Os efeitos da riparina II
foram estudados em varios modelos de comportamento animal, tais como o campo aberto,

rota rod, labirinto em cruz elevado (LCE), placa perfurada, nado for¢ado, suspensdo da
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cauda, tempo de sono induzido por pentobarbital e convulsao induzida por pentilenotetrazol.
Estes testes sdo modelos classicos para screening de atividades sobre o sistema nervoso
central em animais e fornece informagdes tais como desempenho psicomotor, locomocao,
atividades relaxante muscular, ansiolitica, antidepressiva, sedativo/hipndtica e
anticonvulsivante.

A ansiedade pode ser caracterizada como a antecipacdo emocional de uma
situacdo aversiva, de dificil controle e de provavel ocorréncia. Medo, no entanto, pode ser
definido como uma reacdo a uma situacdo perigosa real e bem definida e ¢ visto por varios
autores como uma entidade independente da ansiedade. Ainda assim, Por vezes pode ser
dificil uma separagdo entre as duas.

Alguns modelos animais de ansiedade evocam, pela simples exposi¢do do animal
a um novo ambiente ou estimulo, comportamentos de medo ou defensivos, andlogos a
manifestagdes ansiosas em individuos com transtornos de ansiedade. Por exemplo, animais
expostos ao labirinto em cruz elevado apresentam um comportamento denominado de
avaliag@o de risco (risk assessment), o que pode ser relacionado a hipervigilancia, apresentada
por individuos ansiosos. A avaliagdo de risco representa uma antecipacdo de um perigo
potencial, sendo um comportamento defensivo de grande valor adaptativo; ainda assim,
individuos ansiosos parecem mais freqiientemente tentar antecipar tal ameaga no intuito de
lidar melhor com isto, o que acaba por trazer prejuizos para os mesmos (RAMOS et al., 1997,
BLANCHARD et al., 1989).

Virios testes foram desenvolvidos para avaliar pardmetros comportamentais que
indicassem ansiedade em roedores. A avaliagdo do comportamento relacionado a ansiedade
em modelos animais tem por base a hipdtese da ansiedade em animais ser comparavel a
ansiedade em humanos. E incontestavel que diferentes modelos comportamentais em roedores
indicam ansiedade, isto ¢, mudancas comportamentais ¢ periféricas que, presumivelmente
podem estar relacionadas com uma alta atividade do sistema nervoso simpatico. Portanto,
uma analogia, sendo uma homologia, pode ser assumida entre a ansiedade em humanos e
roedores (HALL, 1936; OHL, 2003).

Os roedores parecem preferir a periferia ao centro do campo aberto, normalmente
ambulados em contato com as paredes, ou seja, apresentam tigmotaxia. Portanto, assim como
no labirinto em cruz elevado, a tigmotaxia estaria relacionada com a ansiedade no campo
aberto (CAROLA et al., 2002; PRUT; BELZUNG, 2003). Outro ponto causador de estresse é
o nivel de iluminagdo do ambiente, sendo uma area clara mais aversiva para roedores,

portanto produzindo uma aversao mais pronunciada do que uma area escura. Dessa maneira,
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em nossos experimentos, colocamos os animais em uma sala fechada pobremente iluminada

com uma luz vermelha de 15W.

O comportamento dos roedores ¢ determinado pelo conflito entre explorar
areas/objetos desconhecidos e o instinto de evitar perigos potenciais. A ansiedade inibe o
comportamento exploratorio (atividade locomotora, rearing, climbing, e manipulacdo de
objetos) do animal (BARNETT, 1975). Um aumento ou diminui¢do deste comportamento
pode ser indiretamente uma medida do nivel de ansiedade (CRAWLEY; GOODWIN, 1980;
PELLOW etal., 1985).

O teste do campo aberto ¢ utilizado para avaliar a atividade exploratéria dos
animais, como medida de emocionalidade em roedores (BROADHURST, 1958, 1978;
ALBONETTI; FARABOLLINI, 1984, 1992;) além de ser utilizado para estudar os efeitos de
ansioliticos e outras classes de drogas sobre o comportamento em um novo ambiente. A
tendéncia natural do animal em um ambiente novo ¢ a de explora-lo, apesar do estresse ¢ do
conflito provocado por este ambiente (MONTGOMERY, 1958). Desta forma, a locomogao,
rearing e grooming em roedores, observados no campo aberto, sdo o0s pardmetros
comportamentais mais usados para descrever influéncias dos eventos da vida ou da
administracdo de drogas (MONTGOMERY, 1958; ARAKAWA; IKEDA, 1991; REX;
STEPHENS; FINK, 1996).

A riparina II ndo alterou a atividade locomotora dos animais em todas doses
utilizadas, tanto por via oral como intraperitoneal. Dados na literatura demonstraram que a
reducdo na atividade locomotora espontanea da uma indicagdo do nivel de excitabilidade do
sistema nervoso central (MANSUR; MARTZ; CARLINI, 1971) e, esta reducao pode estar
relacionada com a sedagdo resultante da depressdo do sistema nervoso central (OZTURK et
al.,, 1996; PEREZ et al., 1998). Os resultados apresentados sugerem que a riparina Il nio
apresenta efeito sedativo no campo aberto. O diazepam, na dose de 2 mg/kg, diminuiu a
atividade locomotora mostrando seu efeito sedativo.

A atividade de rearing parece estar relacionada com a hiperatividade
dopaminérgica. Estudos apontam que o aumento da atividade dopaminérgica induz um maior
comportamento de rearing (SWANSON et al., 1997). Em alguns estudos o rearing tem sido
focalizado como um aspecto de comportamento exploratério (JOHANSSON; AHLENIUS,
1989), mas outros sugerem que agentes ansioliticos diminuem o numero de rearing

(HUGHES, 1972; STOUT; WEISS, 1994).
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No presente trabalho, como mencionado anteriormente, a riparina II reduziu o
numero de rearing em todas as doses usadas em ambas vias administradas. A dose de
diazepam usada neste estudo também reduziu o nimero de rearing. Estes achados sdo
consistentes com estudos anteriores que mostraram que ratos de raca mais emocional
apresentaram maior nimero de rearing em campo aberto que uma raga menos emocional
(HINE, 1995), e com outros achados anteriores que apresentaram uma redu¢ao no nimero de
rearing em campo aberto produzido por ansioliticos (GRAY, 1982). A atividade de rearing
em roedores ¢ também descrita como um comportamento estereotipado complexo
(DANDIYA et al., 1969). Assim sendo, a redugao de rearing, induzida pela riparina II, pode
também ser devido a redugao da excitabilidade do sistema nervoso central por esta substancia,

desde que, o sistema nervoso central ¢ conhecido facilitar o rearing (GUPTA et al., 1971).

De acordo com MacFarland e Reeder, (1974), quase todos os animais gastam uma
significante parte do tempo no comportamento de grooming. Embora varios transmissores
possam modular a expressao deste comportamento (MOODY; MERALI; CRAWLEY, 1993;
TRABER et al., apud SERAFIM; FELICIO, 2001), a dopamina estd particularmente
envolvida (COOLS; SPRUIJT; ELLENBROEK apud SERAFIM; FELICIO, 2001; DRAGO;
CONTARINO; BUSA, 1999). Neste estudo, o grooming manteve-se constante no campo
aberto, com a riparina II, em ambas vias administradas e doses utilizadas nos experimentos. O
diazepam, na dose de 2 mg/kg, diminuiu o grooming. Na literatura, ¢ referido que o aumento
de grooming ¢ observado em roedores apreensivos (ARCHER, 1973), ¢ em um grande
numero de estudos, pesquisadores observaram que drogas ansioliticas reduzem o grooming no
campo aberto (BARROS et al., 1994; DUNN et al., 1981; MOODY; MERALI; CRAWLEY,
1993).

Alguns autores afirmam que os receptores dopaminérgicos D; e D, interagem na
locomogdo e na estereotipia. A locomogao depende da ativagdo dos receptores D; (STARR;
STAAR, 1989), enquanto o comportamento estereotipado depende do receptor D,
(USHIJIMA; CARINO; HORITA, 1995). Além disso, tem sido relatado que a reducdo da
atividade locomotora ¢ causada pela diminuicdo da dopamina, de forma que a locomog¢ao
depende do aumento ou reducdo desta monoamina (HSICH; PENG; HSICH, 1994). Pode-se
sugerir que a riparina Il ndo estimula os receptores dopaminérgicos do tipo Dj, ja que nao
alterou a atividade locomotora espontinea. Com relagdo ao rearing e o grooming
(comportamentos estereotipados), alguns autores afirmam o envolvimento dos receptores

dopaminérgicos do tipo D,. Assim sendo, ja que a riparina II diminuiu um desses parametros
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(rearing) de forma significativa, pode-se sugerir que ha um envolvimento desta substancia, no
teste do campo aberto, com esse tipo de receptor dopaminérgico, provavelmente estimulando

os receptores D, pré-sinapticos.

O teste do rota rod é usado para medir o desempenho da coordenagdo motora nos
animais (SEDELIS; SCHWARTING R; HUSTON, 2001), ou seja, ¢ um modelo que serve
para detectar déficits neurologicos em ratos e camundongos (DUNHAM; MIYA, 1957). A
riparina II, em todas as doses e vias utilizadas, ndo alterou a coordenagdo motora no teste do
rota rod, diferentemente do diazepam que aumentou o nimero de quedas e diminuiu o tempo
de permanéncia na barra por apresentar um efeito relaxante muscular. Esses resultados
sugerem que as agoes desta substancia, provavelmente, podem nao ser exercidas através de
bloqueio neuromuscular periférico, mas seus efeitos devem envolver neurénios que controlam
a atividade depressora central (ADZU et al., 2002; PEREZ et al., 1998; AMOS et al., 2001).

Para ratificar os efeitos ansioliticos da riparina II, foram realizados mais dois
testes para drogas ansioliticas, a placa perfurada e o LCE, além de um teste para avaliar o
efeito sedativo/hipnoético, o tempo de sono induzido por pentobarbital.

O teste da placa perfurada (Hole board), foi estudado para explorar o potencial
ansiolitico da riparina II. Neste teste ¢ medido o comportamento exploratério em roedores
(FILE; WARDILL, 1975). O nimero de vezes que o animal coloca a cabega no buraco da
placa perfurada (head dips) tem sido registrado como um parametro para avaliar as condigdes
de ansiedade em animais. Neste modelo, doses ndo-sedativas de benzodiazepinicos e outras
drogas ansioliticas, aumentaram o numero de head dips em camundongos, enquanto seus
antagonistas o reduziram (CRAWLEY, 1985).

Estudos realizados por Takeda, Tsuji e Matsumiya (1998) demonstraram que,
ansioliticos benzodiazepinicos, tais como, o diazepam e o clordiazepoxido, apresentaram
efeitos consistentes no comportamento de head dips no teste da placa perfurada, ou seja,
ambos aumentaram o numero de head dips em doses que estes compostos ndo produziam
sedacdo. Esta observacdo ¢ consistente com resultados anteriores, que mostraram aumento na
freqiiéncia de head dips seguida de inje¢des de doses ndo sedativas de diazepam. No entanto
este efeito foi revertido com doses maiores de diazepam, o qual induziu sedagdo (SUZUKI;
INAYAMA; MISAWA, 1990). Estudos realizados com compostos ansiogénicos, tais como,
FG7142 e B-CCM, ambos derivados B-carbolina, mostraram que estas drogas reduziram o
numero de head dips (TAKEDA; TSUJI; MATSUMIYA, 1998). Estes efeitos sugerem que a

redugdo no comportamento de head dip pode refletir estado ansiogénico do animal, e que
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ambos os estados ansioliticos e ansiogénicos podem ser estimados usando o teste da placa
perfurada (TAKEDA; TSUJI; MATSUMIYA, 1998). Com base nestes estudos e, em
informagdes que a expressdo de um estado ansiolitico em animais pode ser refletida por um
aumento no comportamento de head dip, nossos resultados forneceram evidéncias que a
riparina II apresentou efeito ansiolitico, desde que, nas doses de 25, 50 mg/kg, tanto por via
intraperitoneal como oral, mostrou aumento deste comportamento.

O labirinto em cruz elevado (LCE) ¢ o modelo mais utilizado e aceito pela
comunidade cientifica como um procedimento rapido e simples para detectar ambos efeitos
ansiolitico e ansiogé€nico de drogas em ratos e camundongos (TREIT, 1985; ZANGROSSI
JR., 1997). Este modelo experimental ¢ muito sensivel para determinar a influéncia do
receptor GABA »/Benzodiazepinico no processo de ansiedade, visto que, outras drogas como
a buspirona, que envolve receptores serotonérgicos, tem resultados muito varidveis em relacao
a esse teste. E o teste mais popular para pesquisar agentes ansioliticos como os
benzodiazepinicos (PELLOW et al., 1985; RODGERS et al., 1997).

Quando confinados nos bragos abertos, ratos mostram manifestagdes
comportamentais e fisiologicas de medo, tais como freezing (congelamento), defecacdo, e
aumento de corticosteroides no plasma (PELLOW et al., 1985; TREIT; MENARD; ROYAN,
1993). Drogas ansioliticas aumentam o nimero ¢ o tempo de permanéncia nos bragos abertos,
enquanto agentes ansiogénicos fazem o oposto (HANDLEY; MITHANIM, 1984; PELLOW
etal., 1985; PELLOW; FILE, 1986; TRULLAS; SKOLNICK, 1991).

No presente estudo, como esperado, o diazepam, usado como droga ansiolitica de
referéncia, produziu significante aumento em todos os parametros analisados, ou seja, nimero
de entradas nos bragos abertos (NEBA), percentual do numero de entradas nos bragos abertos
(PEBA), tempo de permanéncia nos bracos abertos (TPBA) e percentual do tempo de
permanéncia nos bragos abertos (PTBA). A riparina II, na dose de 25mg/kg, aumentou todos
esses parametros quando administrada por via intraperitoneal. Na via oral, aumentou NEBA
(75 mg/kg), PEBA (25, 50 e 75 mg/kg) e TPBA (75 mg/kg). Contudo, a aparente discrepancia
pode ser devido ao diferente nimero de animais usado em cada condi¢do. Ainda assim, a
riparina II mostrou que apresenta um efeito ansiolitico tanto no teste da placa perfurada
quanto no teste do labirinto em cruz elevado, do mesmo modo que o diazepam.

Trabalhos anteriores mostram que o flumazenil, antagonista competitivo do
receptor GABA s/Benzodiazepinico, preveniu os efeitos ansioliticos do diazepam no LCE
(KURIBARA; MARUYAMA, 1996; KURIBARA et al., 1998; LUSCOMBE et al., 1991).

Para melhor esclarecer o mecanismo de acao do efeito ansiolitico da riparina II, foi utilizado o
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flumazenil para avaliar o possivel envolvimento do sistema gabaérgico. Para tanto, foi
escolhido o teste do LCE, por ser mais sensivel para testar drogas ansioliticas do tipo
benzodiazepinicas (PELOW et al., 1985; RODGERS et al., 1997). Além disso, a via de
administracdo usada para tratar os animais com riparina Il foi a via oral, por ter apresentado
resultados mais significantes quando comparados com o controle. Os resultados mostraram
que o flumazenil reverteu o efeito ansiolitico da riparina II no NEBA, PEBA e TPBA, do
mesmo modo que reverteu os efeitos do diazepam, sugerindo assim, que a riparina II
apresenta efeito ansiolitico, e, este efeito parece estar relacionado com o sistema gabaérgico,
mais especificamente envolvido com os receptores GABA »/Benzodiazepinico.

De acordo com a literatura, os benzodiazepinicos, tais como o diazepam, agem
como ansioliticos (em doses baixas) e anticonvulsivantes, produzindo também sedacdo e
efeito relaxante muscular em doses mais altas (ONAIVI et al., 1992; WOLFFGRAMM,;
MIKOLAICZY; COPER, 1994). Por esta razdo, no presente trabalho, foram utilizadas
diferentes doses de diazepam nos testes realizados.

E conhecido que a diminuigdo na laténcia do sono e o aumento no tempo de sono
sdo classicamente relatados por drogas depressoras do SNC (WILLIANSON; OKPAKO
EVANS, 1996). O principio deste teste ¢ verificar se uma droga possui a capacidade de
potencializar o efeito sedativo e hipnotico do pentobarbital sédico, embora algumas drogas
desprovidas de acdo central, como por exemplo, a adrenalina e a histamina, também
apresentam resultados positivos (RILEY; SPINKS, 1958).

Nossos resultados mostraram que a riparina II diminuiu a laténcia do sono em
ambas as doses por via intraperitoneal, ¢ aumentou a duragdo do sono em ambas as vias e
doses. Os dados deste trabalho sugerem que esta potencializagdo ¢ um fendmeno dose-
dependente, pois os efeitos observados com doses maiores foram mais significativos quando
comparado com os controles. No entanto, este teste nao ¢ especifico, visto que compostos que
interagem com a biotransformacao do pentobarbital, pelo complexo citocromo P-450, podem
apresentar o mesmo efeito de drogas depressoras no SNC (GOLOUBKOVA et al., 1998).
Desse modo, o prolongamento da hipnose pelo pentobarbital sédico pode ser devido as
propriedades sedativo/hipnéticas (FUIIMORI, 1965) atribuidas a inibicdo do metabolismo do
pentobarbital (KAUL; KULKARNI, 1978) ou mecanismos centrais envolvidos na regulacao
do sono (N’GOUEMO; NQUEMBY-BINA; BALDY-MOULINIER, 1994). Neste
experimento, o efeito sedativo/hipndtico da riparina II ndo foi corroborado no teste do campo
aberto, no qual os animais tratados com riparina II, em ambas vias ¢ doses, ndo tiveram

alteragdo da atividade locomotora espontanea.
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Como a riparina Il j& havia demonstrado efeito ansiolitico, via mecanismo
GABAérgico, foi estudado também a possibilidade de efeitos anticonvulsivantes através dos
mecanismos GAGAérgicos. O pentilenotetrazol (PTZ) ¢ uma droga ansiogénica, que, em
humanos, foi inicialmente utilizada como uma droga convulsivante, sendo constatado
posteriormente que, em doses subconvulsivantes, produzia intensa ansiedade e ataques de
panico. Esta claro que os efeitos especificos do PTZ sdo largamente mediados pelo receptor
GABA,, embora o mecanismo de bloqueio do receptor pelo PTZ ainda nao esteja esclarecido.
Sabe-se que o PTZ age via sitio picrotoxina (situado no interior do canal de cloreto) no
complexo receptor GABA-benzodiazepinico-canal de cloreto, reduzindo o influxo de ions
cloreto (JUNG; LAL; GATCH, 2002; HANSEN; SPERLING; SANCHEZ, 2004).

O teste das convulsdes induzidas por pentilenotetrazol ¢ usado para avaliar
efeitos sedativos sobre o sistema nervoso central. As convulsdes sdo propostas como resultado
do desequilibrio das atividades excitatdrias ou inibitérias neuronais, seguida do aumento da
excitacdo glutamatérgica ou reducdo da inibi¢do gabaérgica (ELISABETSKY; SILVA-
BRUM; SOUZA, 1999). As convulsdes do tipo tonico-clonica generalizadas podem ser
estudadas através de modelos que utilizem a administragdo sistémica de substancias quimicas
convulsivantes, muito usadas como screening de drogas anticonvulsivantes (SWINYARD,
1949; SWINYARD; BROWN; GOODMAN, 1952).

A inibicdo das convulsdes induzidas pelo pentilenotetrazol (PTZ) ¢ uma
metodologia extensamente utilizada para avaliar o efeito anticonvulsivante de drogas em
animais (LOWSON; GENT; GOODCHILD, 1991). O PTZ ¢ um agente prototipo das
substancias quimicas sistémicas convulsivantes (PAPY; NAQUET, 1971). Apresenta acao
convulsivante em camundongos, ratos, gatos e primatas, ¢ quando administrado pela via
parenteral produz inicialmente abalos mioclonicos, que se mantém sustentados evoluindo para
convulsdes generalizadas do tipo tonico-clonica. As convulsdes induzidas por PTZ sdo como
descargas elétricas anormais na atividade cerebral (PRINCE, 1978). De maneira geral, o PTZ
permite a identificacdo eficaz de compostos contra crises de auséncia e permite uma avaliagao
genérica do potencial anticonvulsivante de uma droga (KUPFERBERG; SCHMUTZ, 1997).
Sabe-se que os benzodiazepinicos produzem seus efeitos sedativos, hipndticos, ansioliticos e
anticonvulsivantes pela sua interagdo com receptores GABA, (GOODCHILD, 1993;
SHADER; GREEBLAT, 1993).

O diazepam, utilizado como padrdo positivo nos experimentos, aumentou a
laténcia da convulsdo e obteve 100% de sobrevivéncia dos animais. A riparina Il aumentou a

laténcia de morte em ambas vias e doses utilizadas, no entanto, ndo teve nenhum efeito sobre
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a laténcia da convulsao. Além disso, por via intraperitoneal, os grupos tratados com riparina Il
25 e 50 mg/kg obtiveram 4,54% e 14,28%, respectivamente, de sobrevivéncia dos animais.
Esses resultados sugerem que a riparina II apresenta um possivel efeito anticonvulsivante e
que este efeito pode estar relacionado com o sistema gabaérgico devido a sua interacdo com o

receptor GABA a/Benzodiazepinico, como visualizado no teste do labirinto em cruz elevado.

Outros estudos também mostram outras drogas de origem vegetal como a
wogonina que possuem efeitos anticonvulsivantes que também resultam da potencializagdo da
atividade do GABA (PARK et al., 2007).

A depressdao ¢ uma condicdo psiquidtrica extremamente comum, para a qual
existem uma gama de teorias neuroquimicas e uma variedade correspondente de diferentes
tipos de farmacos usada no tratamento. E um campo no qual o empirismo terapéutico ocorreu
antes, com o entendimento do mecanismo, tendendo a ficar para trds, sendo que parte das
dificuldades ¢ dos modelos de animais que ndo se aplicam a mudanga de humor que define a
condigdo humana (RANG et al., 2004). Numerosos compostos antidepressivos estdo agora
disponiveis e presume-se que agem através de diferentes mecanismos, incluindo os sistemas
noradrenérgico, serotonérgico e¢/ou dopaminérgico.

Muitos modelos animais para a avaliacdo de drogas antidepressivas sdo baseados
na associacao clinica de episodios de depressdo e de eventos como o estresse. O estresse €
tipicamente implicado na etiologia das desordens depressivas ou como uma conseqiiéncia
delas (ANISMAN; ZACHARKO, 1982; BROWN, 1993; LLOYD, 1980; SHERRILL et al.,
1997; TURNER; LLOYD, 1999). Os dois modelos animais mais amplamente utilizados para
screening de novas drogas antidepressivas sdo os testes do nado for¢ado e da suspensdo da
cauda. Esses testes sdo bastante sensiveis e relativamente especificos para a maioria das
classes de drogas antidepressivas, incluindo, os antidepressivos triciclicos, os inibidores
seletivos da recaptacdo de serotonina, os inibidores da MAO (monoamina oxidase) ¢ os
atipicos (DETKE; RICKELS; LUCKI, 1995; PORSOLT; BERTIN; JALFRE, 1977; STERU
etal., 1985).

A depressdo representa uma condi¢do psiquiatrica que necessita de intervengao
medicamentosa. Clinicamente, ¢ tratada com antidepressivos, porém, nem todos pacientes
respondem ao tratamento, os efeitos terapéuticos sdo prolongados persistindo por varias
semanas. Tornam-se necessarias novas estratégias para o tratamento da depressdo, onde
estudos comprovam que o sistema serotoninérgico desempenha um importante papel.

(TAYLOR, et al., 2005; NEUMEISTER, 2003).
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Varios modelos animais de doengas humanas tém provado ser util na elucidagao
de mecanismos basicos dessas doencas (GUAY-WOODFORD, 2003). O teste da suspensdo
da cauda baseia-se no fato de que camundongos, quando suspensos pela cauda demonstram
um padrdo temporal, alternando entre periodos de atividade (“comportamento de fuga”) e
imobilidade (“comportamento de espera”), refletindo um “desespero comportamental”
(PORSOLT et al., 1978). Esse comportamento em animais ¢ considerado como uma
reproducdo semelhante ao comportamento da depressdo humana (STERU et al., 1985;
WILLNER, 1984). Foi evidenciado nos nosso resultados que a riparina II diminuiu o tempo
de imobilidade, em todas as doses utilizadas, quando administrada tanto por via
intraperitoneal quanto por via oral. Uma diminui¢ao no tempo de imobilidade de um grupo
submetido a administracdo de uma droga padrdo ou teste, em relacdo ao grupo controle,
sugere uma acdo antidepressiva (STERU et al., 1985). Esses efeitos sugerem que a riparina 11
apresenta um efeito antidepressivo e para corroborar com esses resultados obtidos no teste da
suspensao da cauda, foi realizado o teste do nado forgado.

O teste do nado forcado ¢ um teste comportamental que nos d4 uma indicagdo da
eficacia clinica de vérios tipos de drogas antidepressivas. Atualmente, drogas antidepressivas
sdo conhecidas por agirem através de varios diferentes mecanismos em nivel de receptor,
provavelmente estimulando caminhos em nivel sub-celular (YILDIZ et al., 2000).

O fendomeno comportamental observado nesse teste parece ser resultado da
exposicdo a uma situacdo inescapavel, e o animal divide seu comportamento em periodos de
atividade vigorosa (comportamento de procura) e de imobilidade (comportamento de espera)
(STERU et al., 1985). Embora a relagdo entre imobilidade (uma postura mantida que reflete
um estado de “desespero comportamental” no qual o animal ¢ rendido pelo desejo de escapar)
e depressdo sejam controversas ¢ bem demonstrado que drogas com atividade antidepressiva
antagonizam, ou seja, diminuem o tempo de imobilidade do animal (PORSOLT; BERTIN;
JALFRE, 1977).

A riparina II, neste teste, diminuiu o tempo de imobilidade em ambas vias e doses
utilizadas. Nossos resultados também mostraram que a imipramina (inibidor da recaptagdo de
noradrenalina e serotonina) ¢ a bupropiona (inibidor da recaptacdo de dopamina), usados
como padrdes positivos nos testes do nado forcado e suspensdo da cauda (imipramina),
também diminuiram o tempo de imobilidade dos animais, corroborando com os estudos que
mostram a sensibilidade destes testes as varias classes de drogas antidepressivas

(KULKARNI; DHIR, 2007).
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O teste do nado forcado foi utilizado para investigagdo do mecanismo de a¢ao por
parece ser mais sensivel que o teste da suspensao da cauda em detectar drogas com atividade
antidepressiva, visto que, doses menores de drogas como a imipramina sdo suficientes para
apresentar um efeito antidepressivo no nado forcado (PORSOLT; BERTIN; JALFRE, 1977).
Isso ¢ possivel, por exemplo, através da administragdo combinada de drogas-teste com
agonistas ou antagonistas especificos de receptores, permitindo elucidar o mecanismo de agao
dessas drogas (REDROBE et al., 1998).

A principal teoria bioquimica da depressdo ¢ a hipotese das monoaminas, proposta
por Schildkraut em 1965, que afirma que a depressao ¢ causada por um déficit funcional das
monoaminas transmissoras, noradrenalina e/ou serotonina, em certos locais do cérebro
(RANG et al., 2004). Inibidores seletivos da recaptagdo dessas monoaminas melhoram a
depressdo (BLIER; DE MONTIGNY, 1994). No entanto, tem sido proposto que a dopamina
apresenta um importante papel nos sintomas depressivos e no efeito antidepressivo de drogas
(WILLNER, 1995) além de estar implicada na regulagao do humor (BROWN, 1993).

O envolvimento da dopamina na depressdo ¢ fortemente baseado na observacao
de que o efeito antidepressivo da imipramina ¢ significantemente antagonizado pelos
bloqueadores dos receptores dopaminérgicos do tipo D; (HIRANO et al., 2007). Além disso,
alguns antidepressivos que agem na neurotransmissao dopaminérgica, inibindo a recaptagdo
de dopamina, exibem um efeito anti-imobilidade no nado forcado, em doses que ndo alteram a
atividade locomotora do campo aberto (PORSOLT et al., 1978; VAUGEOIS et al., 1996).

Com a finalidade de verificar o envolvimento do sistema dopaminérgico com o
mecanismo de agdo do efeito antidepressivo da riparina II, diferentes grupos foram pré-
tratados com SCH23390 (antagonista dos receptores dopaminérgicos do tipo D;) ou com
sulpirida (antagonista dos receptores dopaminérgicos do tipo D) e tratados com riparina II,
por via oral. Os resultados mostraram que os efeitos da riparina Il foram revertidos pela
sulpirida e pelo SCH23390 sugerindo que a riparina Il apresenta efeito antidepressivo, e, este
efeito parece estar envolvido com os receptores dopaminérgicos do tipo D, e D,.

Foi observado por Yamada, Sugimoto, e Yamada (2004) que o SCH 23390 ¢ o
sulpiride antagonizaram os efeitos anti-imobilidade da bupropiona, sugerindo que a
participagdo dos receptores D; e D, podem potencialmente melhorar a depressdo e, além
disso, estd bem documentado, que existe uma interacao funcional sinérgica entre os receptores
D, e D; em varios tipos de comportamento (MENON et al., 1988).

Virios estudos experimentais e estudos clinicos indicaram que o sistema

noradrenérgico esta envolvido na fisiopatologia da depressao (FRAZER, 2000; NUTT, 2006).
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Drogas que afetam a transmissdo noradrenérgica, como as que inibem a recaptagao de
noradrenalina nos terminais nervosos, ou seu metabolismo (inibidores da MAO), sao efetivas
na depressao.

Para avaliagdo do envolvimento noradrenérgico, foram utilizados prazosina,
antagonista dos receptores o,-adrenérgicos, ou ioimbina, antagonista dos receptores o-
adrenérgicos, e tratados com riparina II, por via oral. A prazosina reverteu os efeitos,
diferentemente da iombina, onde a riparina II continuou diminuindo o tempo de imobilidade.
Os resultados sugerem que a riparina II apresente efeito antidepressivo envolvido com os
receptores noradrenérgicos do tipo o, mas nao a,. Os receptores - € or-adrenérgicos tem
um papel importante na acdo antidepressiva das drogas nos modelos comportamentais de
depressio (KITADA et al., 1983; DANYSZ et al., 1986; MASUDA; OHNUMA;
SUGIYAMA, 2001).

O efeito anti-imobilidade da riparina Il nos testes do nado forcado e suspensao da
cauda ndo estdo associados com qualquer efeito motor, uma vez que a riparina II ndo alterou a
atividade locomotora espontanea no campo aberto. Isso indica que o aumento da atividade
motora ndo estd envolvido no efeito visto no nado for¢ado e suspensio da cauda, e confirma a
assertiva de que o efeito antidepressivo da riparina II € especifico.

A riparina II mostrou ser bastante promissora nos modelos animais de ansiedade.
Apesar de o seu mecanismo parecer estar envolvidlo com o receptor
GABA/Benzodiazepinico, apresentou efeitos ansioliticos desprovidos de efeitos sedativos
comuns a maioria dos ansioliticos cléassicos, principalmente os benzodiazepinicos. Em
modelos de depressdo, a riparina Il apresentou efeitos antidepressivos e, estes parecem estar
envolvidos com o sistema dopaminérgico, com a estimulacdo dos receptores dopaminérgicos
do tipo D; e D,, e noradrenérgico, mais especificamente com estimulagdo dos receptores

noradrenérgicos do tipo a.;.
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7 CONCLUSOES

O estudo dos efeitos centrais da riparina II, em varios modelos comportamentais,

permitiu as seguintes conclusdes:

4 No teste do campo aberto, a riparina I diminuiu o numero de rearing,
sugerindo um possivel efeito ansiolitico, mas ¢ desprovida de efeito sedativo, pois ndo

alterou a atividade locomotora espontanea dos animais;

4 No teste do rota rod, a coordenagdo motora dos animais ndo foi
alterada, mostrando que os efeitos desta substdncia ndo estdo relacionados com o

bloqueio neuromuscular periférico, mas sim, ocasionados centralmente.

4 Nos testes do labirinto em cruz elevado e placa perfurada, a riparina II
comprovou seu efeito ansiolitico sugerido no teste do campo aberto, pois aumentou

todos os parametros analisados.

v O flumazenil, antagonista benzodiazepinico, associado a riparina II,
reverteu os efeitos ansioliticos produzidos por essa substancia no teste do labirinto em
cruz elevado, considerando que o mecanismo de acdo da riparina II esteja relacionado

com o receptor GABA »/Benzodiazepinico.

v No teste do tempo de sono induzido por pentobarbital, a riparina II
potencializou o efeito sedativo/hipnotico do pentobarbital sodico, o que ndo parece ser
um efeito especifico, ja que o efeito sedativo nao foi confirmado no teste do campo
aberto. Este efeito pode estar envolvido com alteracdes farmacocinéticas do

pentobarbital ou mecanismos de regulagdo do sono;

4 No teste da convulsdao induzida por pentilenotetrazol, a riparina II
aumentou a laténcia de morte, sugerindo assim um possivel efeito anticonvulsivante,

que pode estar relacionado com o sistema gabaérgico devido a sua interagdo com o
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receptor GABA s/Benzodiazepinico, como visualizado no teste do labirinto em cruz

elevado.

v No teste da suspensdo da cauda e nado forgado, a riparina II apresentou
efeito antidepressivo, que ndo, estd relacionado com a hiperatividade, pois ndo alterou

a atividade locomotora espontanea no campo aberto;

v O mecanismo de agdo antidepressivo da riparina II, analisado no teste
do nado for¢ado, parece estar envolvido com os sistemas dopaminérgico e
noradrenérgico, sugerindo uma possivel ativacdo dos receptores dopaminérgicos do
tipo D; e D,, e noradrenérgico, especificamente com ativagdo dos receptores

adrenérgicos do tipo a.;.

v Este trabalho permitiu concluir que a riparina II apresenta efeito
ansiolitico, sem apresentar efeito sedativo, assim como também apresenta um possivel
efeito anticonvulsivante. Provavelmente, esses efeitos estdo relacionados com o
sistema gabaérgico. Além disso, essa alcamida apresenta efeito antidepressivo,

provavelmente relacionado com o sistema dopaminérgico ¢ noradrenérgico.
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In order to cvaluate the cffects produced by N-(2-hydroxybenzoyl) tyramine (riparin II) isolated from the
unripe fruit of Aniba riparia (NEES) MEZ (Lauraceae) on the central nervous system, different behavioral tests
were performed. Riparin I1 (rip II) was administered orally (p.o.) and intraperitoneally (i.p.) in male mice, at
doses of 25, 50 and 75 mg/Kg, and tested on elevated plus maze (EPM), open field, rota rod and hole board tests.
The results revealed that rip 11 caused considered increase of the number of head dips in hole board test and in-
creased the number of entries and the time of permanence in the open arms in plus maze test in both routes. No
significant effect was evidenced on rota rod and open field test, except an increase observed in the number of
rearing. These results showed that riparin 11 presents anxiolytic-like effects in the plus maze and hole board tests
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which are not influenced by the locomotor activity as detected in the open field test.

Kev words  Aniba riparia; riparin II; antianxiety

Aniba riparia (NEgs) MEz, from the Lauraceae family, is
popularly named “louro™ in Brazil. It belongs to a genus
mainly found in Central Amazonia and Guiana comprising
approximately 40 species of lowland shrubs and trees. '

From the green fruit of Aniba riparia, collected from the
Amazonas state of Brazil, were isolated three substances
with broad spectrum antimicrobial activity: methyl ethers of
N-benzoyl tyramine (riparin 1), N-(2-hydroxvbenzovl) tyra-
mine (riparin II) and N~(2,6-dihydroxybenzoyl) tyramine (ri-
parin 11" which were later synthesized.”

It was previously reported that (OQ-methyvl)-N~(2,6-dihy-
droxybenzoyl) tyramine (riparin IlI) has potent smooth
muscle relaxant activity™ and this spasmolytic effect was
possibly related to a reduction of intracellular Ca** concen-
tration.”

Recently, it was reported by us that riparin 1" and 1%
presented antianxiety effects in mice treated with the doses
of 25 and 50 mg/kg. As far as we know, there are no studies
in the literature on the central actions of riparin 1I. However,
this substance is an N-(2-hvdroxybenzoyl) tyramine, and pre-
vious data showed that the spectrum of tvramine actions are
similar to those of norepinephrine. In fact, some reports re-
lated that tyramine-rich foods when ingested by individuals
taking antidepressant drugs. such as monoamino oxidase in-
hibitors, might result in a prolonged increase in blood pres-
sure.'”

S

Riparin I {R1=R2=H})
Riparin IT {R1=0H, R2=H)
Riparin ITT {R1=R2=0H)

Fig. 1. Structure of Riparin (I. I, ITT)

* To whom correspondence should be addressed. e-mail: clea@ufc.br

Hereby, these findings led us to investigate the behavioral
effects of riparin Il on animals models of locomotion, anxi-
olytic and myorelaxant activities.

MATERIALS AND METHODS

Animals  Male Swiss mice weighing 25—30 g were used
in these experiments. The animals were housed in plastic
cages, 30 to cage, under a 12h light/dark cycle (light on at
7:00 a.m.) at constant temperature of 23*+1 °C with free ac-
cess to food and water, except during the experiments. Ani-
mals were treated in accordance to the current law and the
NIH Guide for Care and Use of Laboratory Animals.

Drugs Riparin 11 was emulsified with 3% Tween RO
(Sigma-U.S.A.) and dissolved in distilled water. Animals
were treated with the compound in doses of 25, 50 and
75mg/kg, once, 30 or 60 min before the experiments when
administered by intraperitoneal or oral routes, respectively.
Controls received vehicle at the same volume (10 ml/kg) and
the same route as the treated groups. Diazepam (DZP),
Unido Quimica Brazil, (1. 2 mg/kg) was used as standard.

Experimental Protocol The animals were tested during
the light period and were observed in a closed room at con-
stant temperature (23%1°C) and poorly illuminated with a
15-V red light. One hour after the treatment, the open field
and rota rod tests were performed with the same animals in
the manner described below: Firstly, the animal was placed in
the open field area for 5 min. Immediately after the open field
test, the animal was removed to the rota rod where it was
evaluated for 1 min. All the other tests were performed in dif-
ferent days with other groups of animals.

Elevated Plus Maze Test (EPM) The EPM for mice'V
consisted of two opposed open arms (30X5em) and two
closed arms (30xX35X25cm) also in opposed position. The
open and closed arms were connected by a central platform
(55 cm). The lateral walls of the closed arms were made of
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transparent acrvlic and the floor was made of black acrylic.
The maze was 45cm above the floor. Thirty minutes after
intraperitoneal treatment or 6() min after oral treatment, the
animal was placed at the center of the plus maze facing one
of the enclosed arms, and observed for 5min, according
to the following parameters: number of entries into the open
and closed arms, and time of permanence in each of them.
The ratios “number of entries into open arms/mumber of en-
tries into all (i.e., open and closed) arms™ and “time spent in
the open arms/time spent in all arms™ were calculated and
multiplied by 100 to yield the percentages of entries into
open arms and the percentage of time of permanence in the
open arms. Anxiolytic compounds reduce the animal’s aver-
sion to the open arms and promote the exploration thereof.
The animals were divided into four groups with 8—17 per
group.

Open Field Test The open field area was made of
acrylic (transparent walls and black floor, 30X30X 15 ¢m) di-
vided into nine squares of equal area. The open field was
used to evaluate the exploratory activity of the animal.'” The
observed parameters were: number of squares crossed with
the four paws (locomotor activity) and numbers of grooming
(number of times the animal makes washing movements over
the head) and rearing (number of times the animal stood
completely erect on its hind legs).

Rota Rod For the rota rod test, the animal was placed
with the four paws on a 2.5 cm diameter bar, 25 em above the
floor, which was rotating at 12rpm. For each animal, the
number of falls (up to three falls) and the time of perma-
nence on the bar for | min were registered. '

Hole Board Test The hole-board test for exploratory be-
havior of mice was used as described previously by Clark et
al. (1971)." The apparatus used was an Ugo Basile of
60 cmx30em with 16 evenly spaced holes with in built infra
red sensors. For each animal. the number of head dips into
the holes was counted for each animal for 5 min.

Statistical Analysis All results are presented as
mean*+S.EM. ANOVA followed by Newman—Keuls as the
post hoc test was used. Results were considered significant at
p<0.05.

RESULTS

Figures 2 and 3 show the effects of riparin Il from 4niba
riparia in EPM test at both routes. The results showed that
the oral treatment of riparin Il (Fig. 2) increased the parame-
ters number of entries into the open arms, percentages of en-
tries into open arms and time of permanence in open arms
only at the dose of 75 mg/kg [number of entries into the open
arms: 9332084 (9) p<0.01; percentages of entries into
open arms: 33.0+2.75 (9) p<<0.05; time of permanence in
open arms: 116.1+10.57 (10) p<0.05] compared to respec-
tive controls [number of entries into the open arms: 5.77=*
0.48 (13); percentages of entries into open arms: 41.24£2.05
(12): time of permanence in open arms: 76.08=7.69 (12)].
Figure 3 shows that when riparin Il was administered in-
traperitoneally, it presented a statistical increase in all param-
eters analyzed at the dose of 25mg/kg [number of entries
into the open arms: 7.0720.69 (15) p<<0.05: percentages of
entries into open arms: 47.81+1.81 (13) p<<0.05: time of
permanence in open arms: 133.7£8.65 (10} p<0.05; per-
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1213

Number of entries into the open
arms

Contral  Ripl25  Riplk50 Riplk75 DZP-1

arms

Percentages of entries into open

Contral  Ripl25  Riplk50 Riplk75 DZP-1

(8]
E

Time of permanence in open arms
3

Control  Riplk25  Ripll-50 Ripl-75  DZP-1

D

Percantage of time of permanence
in the open arms

Contred  Ripll-25 Ripl-50 Ripl-75 DZP-1

Fig. 2. EPM Test of Groups of Mice Which Received Vehicle, Riparin II
(25, 50, 75 mg/kg), p.o., and DZP (1 mg'kg)

{A) number of entries in the open arms; (B) percentage of entries in the open arms;
{C) time of permanence in the open arms. () percentage of time of permanence in the
open arms. The results are presented as mean+3S.E.M. Significant difference compared
with control (+ p<0.05; ## p<0.01; #++ p<<0.001). ANOVA and Newman—Keuls as the
post hoc test.

centage of time of permanence in the open arms: 53.06=%
2.43 (8) p<<(1.05] as compared to controls [number of entries
into the open arms: 4.62*x0.4 (13); percentages of entries
into open arms: 38.75+2.58 (15); time of permanence in
open arms: 91.92+7.79 (13): percentage of time of perma-
nence in the open arms: 36.16*+3.10 (13)]. Similarly, di-
azepam (1 mg/kg, i.p.), used as standard, increased all param-
eters observed [number of entries into the open arms:
9.5+0.70 (14) p<<0.0l; percentages of entries into open
arms: 54.18£3.03 (14) p<<0.05; time of permanence in open
arms: 146.5210.76 (16) p<<0.001; percentage of time of per-
manence 1n the open arms: 59.28£3.80 (16) p<<0.001] com-
paring to 1.p. and per os controls.

In the open field test (Table 1), the groups treated orally
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25 mg/kg and intraperitoneally 75 mg/kg with riparin I de-
creased the number of rearing as compared to controls. No
alteration was observed in the number of crossing and

A

arms

HNumber of entries into the open

Control Ripll-25 Ripl-50 Ripll-75 DaZP-1

g 8 8 3

Percentages of entries into opan
rm:

Control Ripll-25

Riplk50  Ripll-75

[sraR

180
160
140
120
100
80
B0
40
20

Time of permanence in open arms
ish

Control  Ripl25 RS0 Riph7s

DzP-1

Percentage of time of permanence
in the open arms

Control Ripll-25 Ripll-50 DZe-q

Ripll-75

Fig. 3. EPM Test of Groups of Mice Which Received Vehicle, Riparin 11
(25, 50, 75 mg/kg). i.p., and DZP {1 mg/'ka)

(A} number of entries in the open arms: (B) percentage of entries in the open arms; (C)
time of permanence in the open arms. (D) percentage of time of permanence in the open
arms. The results are presented as mean=S.E.M. Significant difference compared with
control {# p<<0.05: ##+ p<T(L001). ANOVA and Newman-Keuls as the post hoc test.

Table 1. Effects of Riparin II and Diazepam in the Open Field Test

Vol. 30, No. 7

grooming with riparin Il at the doses and routes used in the
present work. Diazepam (2 mg/kg, i.p.) decreased all the pa-
rameters as compared to controls.

In the rota rod test (Table 2}, there were no difference after
the treatment with riparin [1, at the doses and routes used. un-
likely diazepam (2 mg'kg, i.p.) when compared with respec-
tive controls.

Figure 4 shows the results of the per os administration of
rip II in hole board test. In this test, rip Il increased, with
both doses, the number of head dips [ripll-25: 48.71=3.82
(7) p=<<0.01; ripll-50: 52.00x4.0 (8) p<<0.001] as compared
to control [31.62%3.08 (8)]. Riparin Il also increased this pa-
rameter after i.p. treatment (Fig. 5) at both doses [ripll-25:
314209 (12) p<0.001; ripll-50: 31.5£1.4 (13) p<0.001]
comparing to control [24.3%=1.0 (13)]. As the same as riparin
I, diazepam (1 mg/kg: i.p.) increased the number of head
dips [47.16%1.35 (6) p<<0.05].

Table 2. Effects of Riparin II and Diazepam in the Rota Rod Test
Groups Number of falls®  Time of permanence® (s)
Control per os 0.76+0.20(13) 59.0+0.28 (13)
Ripll-25 mg'kg per os 0.77£0.32 (13) 531298 (13)
Ripll-30mg/kg per os 1.O8£0.31 (13 31£1.22(13)

RipIl-7T5 mg/'kg per os
Contral 1.p.
Ripll-25mg/kg i.p.
Ripll-50mg/kg i.p.
Ripll-7T5mg/kg i.p.
DZP-2mg/kgip.

0.62+0.32 (8)
0.58+0.19(12)
0.67+0.26 (12)
0.92+0.19(12)
1.0£0.38 (8)
252027 (8)=*

57T42+1.96 (12)
58.67x0.33 (12)
57.50x1.18 (8)

Each value represents the mean+S.EM. of the number of animals in parenthesis.
#k p(L01, ##=p=<<0.001 as compared to both control groups. a. k) One way ANOVA
followed by Newman—Keuls as the post foc test

60

Number of Head Dips
@
=

Cantral Ripll-25 Ripll-50 DZP-1
Fig. 4. Hole Board Test of Greups of Mice Which Received, Riparin II
(25, 50 mg’kg), p.o., and DZP (1 mg/kg)

The figure shows the number of head dips. The results are presented as mean=
S.EM. Significant difference compared with control (+p<<0.05; #+p<<0.01;
w44 p<C0,001). ANOVA and Newman—Keuls as the post hoc test

Groups Number of squares crossed”

. b - . j
Rearing™ Grooming®

Control per os
Ripll-25 mg/kg per os
Ripll-50 mg/kg per os
Ripll-75 mg'kg per os
Controel L.p.

Ripll-25 mg/kg i.p.
Ripll-50mg/kg i.p.
RipIl-75 mg/kg i.p.
DZP-2mg/kg i.p.

61.17£5.06 (12)
58.0£5.16 (12)
57.25+331(12)
74.0+4.42 (9)
45.83+£1.98(12)
49.67+241(12)
47.83%330(12)
43.43+3.94(7)
24.28+7.61 (77

10.42£1.0(12)

6.17£1.06(12)*

6.92+1.18(12)

933+ 1.14(9)
8.52097(12)

6.83+0.80(12)

6.27X0.79(11)
2.0+0.52 (6)F**

0 (8

4.16£0.61 (12)
4.67+051(12)
4.08+0.70 (12)
33£1.07(9)
3.08+0.45 (12)
217036 (12)
1.92+0.36 (12)
2.57+0.65 (T)
1.1220.29 (8)*

Each value represents the mean+S.EM. of the number of animals in parenthesis. #+p<:0.01, ##+p<0.001 as compared to respective controls. #p<<0.035, #p<<0.01,
## p<20).001 as compared to both control groups. a—c) One way ANOVA followed by Newman-Keuls as the post hoc test.
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Fig. 5. Hole Board Test of Groups of Mice Which Received, Riparin 11

(25, 50 mg/kg), i.p., and DZP (1 mg'kg)

The figure shows the number of head dips. The results are presented as mean=
S.EM. Significant difference compared with control (#++p<0.001). ANOVA and
Newman-Keuls as the post hoc test

DISCUSSION

In this work, it was studied the effects in anxiety of riparin
Il from 4. riparia in several behavioral animal models as
open field, rota rod, EPM, and hole board tests. These tests
are classical models for screening central nervous system ac-
tions providing information about psvchomotor performance,
mvorelaxant activity and anxiety.

Behavior in rodents is determined by the conflict between
the drive to explore the unknown area/object and the motiva-
tion to avoid potential danger. Exploration behavior in ro-
dents summarizes a broad spectrum of behavioral patterns
such as risk assessment behaviors, walking, rearing, climb-
ing, sniffing, and manipulating objects.'” Exploration is
gradually inhibited by anxiety, therebv representing an indi-
rect measurement of anxiety.!*!?

For the EPM test, it has been demonstrated that the prefer-
ence shown for the closed arms reflects an aversion toward
the open arms, caused by fear or anxiety induced by the open

space.'® The EPM test is the most popular test to search for

new anxiolytic agents.!™ Thus, the present results show
that the riparin I is active in this test of fear or anxiety since
riparin 1l at 25 mg/kg (i.p.) and 75 mg/kg, (p.o.) had anti-anx-
iety effects, as indicated by increase of the time spent and the
number of entries in the open arms. However, even if the
doses of 50 mg/kg and 75 mg/kg, i.p., have not presented sta-
tistically significant anxiolytic-effect, there was a tendency to
have. This fact may not have been detected probably due to
the number of animals used, such as the number of animals

used in the group of 25 mg/kg was higher than the number

used in other groups.

Besides, the anxiolvtic-like effect of riparin 1l was con-
firmed in the hole board test which measures exploratory be-
havior2” Anxiolytics have been shown to increase the num-
ber of head dips. 2" The animals treated with riparin 11 at both
doses (25 and 50 mg/kg, p.o. and i.p.) showed an increase in
the number of head dips as the same as diazepam (1 mg/kg),
indicating an anti-anxiety activity.

The anxiolvtic-like effect of riparin II shown in the plus
maze and hole board tests seems to be similar to the riparin
[I1 anxiolvtic effects. This can be seen comparing riparin 11
and riparin III. For example, the last substance, when admin-
istered intraperitoneally, only presented anxiolvtic effect with
the higher dose on the plus maze test, but presented anxi-
olytic effect on the hole board test with both routes and doses
used (Sousa ef al., 2004), similarly to riparin 1l. Besides, the
potencies of riparin I, 1T and I1I as anxiolytic agents seem to
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be similar once there are no statistical differences among
them. Moreover, none of the three substances seem to present
dose-dependency effect, as can be seen in previous works
with riparin | (Sousa ef al., 2005) and with riparin 1l (Sousa
et al., 2004; Melo et al., 2006). Similarly, riparin Il did not
show dose-dependency effect among the treated groups, sug-
gesting that these three substances present similar effects.
This can be explained by the similarities between their chem-
ical structures (Fig. 1).

As riparin Il acted similar to DZP in the EPM and hole
board tests, it is possible to speculate that its anxiolvtic-like
effects observed in these tests could be probably related to
the potentiation of GABA's inhibitorv actions. However, we
can not discard that other mechanisms can be involved and
further studies need to be performed.

The open-field test is based on rodents’ natural tendency
to stay near the perimeters of a novel environment (i.e., thig-
motaxis), which may serve to protect the animal from avian
predators.”® Anxiolytic effects are indicated by increased en-
tries and time spent in the open-field’s central sector, in the
absence of concomitant changes in general locomotor activ-
ity.2¥ Previous works showed that drugs which alter locomo-
tor activity may give false-positive/negative results in the
plus maze. Therefore, in order to verify the relation between
rip 11 anxiolytic effects with locomotor activity alteration, we
used in our protocol the open field test, which also can be
useful in detecting genetic or pharmacological effects on
anxiety® The open field test, a classical animal model, is
used to evaluate autonomic effects of drugs and general ac-
tivity of animals.*® Our findings show that the animals
treated with riparin I (25, 50, 75mg/kg) did not alter the lo-
comotor activity, different from diazepam (2mg/kg) which
decreased this parameter showing a sedative effect. In addi-
tion, the anxiolytic-like effect of riparin Il seems not to be as-
sociated with any motor effects since it did not alter signifi-
cantly the ambulatory behavior in the open field test. This in-
dicates that increased motor activity were not involved in the
action seen in both plus maze and hole board tests, and con-
firms the assumption that the anxiolytic-like effect of riparin
Il may be specific.

[n the rota rod test, different from diazepam (2 mg/kg), ri-
parin 1l had no effect on the motor co-ordination suggesting
that the anxiolvtic-like effect of the substance might not be
exerted through peripheral neuromuscular blockade, but
rather, elicited centrally.”?®

[n summary, the present data show that riparin 1l presents
anxiolytic-like effects in the EPM and hole board tests, simi-
larly to the other compounds isolated from Aniba riparia, ri-
parin 17 and 111.%9 Moreover, this effect of riparin I was de-
void of sedative or myorelaxant effect as assessed by the
open field and rota rod tests respectively.
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