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RESUMO

A planta Calotropis procera pertence a familia Asclepiadaceae e é popularmente usada por
suas propriedades farmacolégicas. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da
administracdo aguda das proteinas do latex obtido da planta Calotropis procera no sistema
nervoso central de camundongos. Para tanto os animais foram submetidos a varios modelos
comportamentais de ansiedade, depressao e convulsdo. Foi avaliado também o provavel
mecanismo de acdo envolvido nas respostas observadas. As proteinas do latex foram
administradas intraperitonialmente (5, 10, 50, 100 mg/kg) em camundongos machos e foram
realizados os testes de campo aberto, placa furada, labirinto em cruz elevado, teste da barra
giratoria, nado for¢cado, suspensdo da cauda, tempo de sono induzido por pentobarbital de
sodio, convulsao induzida por estricnina e por pilocarpina. Para avaliar o mecanismo de acao
utilizamos agonista e antagonista das vias do glutamato e do acido y-aminobutirico nos testes
de campo aberto, placa furada e suspensdo da cauda. Foi observada uma reducdo da
atividade locomotora apos o tratamento com as doses de 50 e 100 mg/kg. Além disso, houve
também uma diminuicdo no numero de rearing, em todas as doses, e de grooming, nas
doses de 50 e 100 mg/kg. No teste da placa furada, foi observada uma diminuigdo no niumero
de exploracdes na dose mais alta. No teste do labirinto em cruz elevado foi observada uma
diminuicdo do numero de entradas em ambos os bragos. Porém, houve um aumento do
tempo de permanéncia nos bracgos fechados e diminuicdo nos bragos abertos na dose de 100
mg/kg. Nos testes do nado forcado e suspensdo da cauda, os animais tratados com a dose
mais alta apresentaram um aumento no tempo de imobilidade. No teste do tempo de sono
induzido pelo pentobarbital de s6dio os animais tratados na dose mais alta apresentaram
uma reducao do tempo de laténcia para o sono e o0s animais tratados nas doses de 50 e 100
mg/kg apresentaram um aumento no tempo de sono total. Os resultados mostram que essas
proteinas apresentam acdo sedativa, ansiogénica e depressora sobre o sistema nervoso
central, porém como houve um comprometimento da atividade locomotora nas doses mais
altas isso pode ter interferido nos resultados de todos os outros testes. O mecanismo de agao
dessas proteinas envolve a modulacdo do sistema dopaminérgico pelo sistema
glutamatérgico. Portanto, podemos concluir que as proteinas do latex da Calotropis procera
apresentam um efeito sedativo no sistema nervoso central em altas doses e provavelmente
essa acao € realizada através da via glutamatérgica.

Palavras-chaves: Calotropis procera, sedacéo e glutamato.



ABSTRACT

Calotropis procera belongs to the family Asclepidaceae and is popularly used because of its
pharmacological properties. The aim of this work is to assess the effect of acute
administration of latex protein (LP) obtained from C. procera in central nervous system of
mice. For such purpose several behavioral models of anxiety, depression and convulsion
were performed, and the possible mechanism of action of LP was assessed. Latex proteins
were intraperitoneally injected (5, 10, 50, 100 mg/kg) in male mice, and open field, hole-
board, elevated plus maze, rota rod, forced swim, tail suspension, pentobarbital sleeping
time, strychnine and pilocarpine induced convulsion tests were performed. In order to assess
the possible mechanism of action, agonist and antagonist of glutamate and y-aminobutiric
acid were used in open field, hole-board and tail suspension test. It was observed a
reduction in locomotor activity with LP 50 and 100 mg/kg; a reduction in rearing at all doses;
and a reduction in grooming with LP 50 and 100 mg/kg. At hole-board test, a reduction in
head-dipping after LP 100 mg/kg was seen. At elevated plus maze, it was observed a
reduction in the number of entrances in both arms, although an increase in time of
permanence in closed arms and a reduction in time of permanence in open arms were seen.
At forced swimming and tail suspension tests, animals treated with the highest dose showed
an increase in time f immobility. At pentobarbital sleeping time, animals treated with LP at
highest dose showed a reduction in the latency time for sleeping, and the animals treated
with LP 50 and 100 mg/kg showed an increase in the total sleeping time. These results show
that LP show sedative, anxiogenic and depressant activities on central nervous system,
although the reduction in locomotor activity may have interfered with the results of the other
tests. The mechanism of action of LP involves glutamatergic system through a modulation of
dopaminergic system. Thus, we conclude that LP from C. procera, at high doses, has a
sedative effect on central nervous system, and this action probably occurs through
glutamatergic system.

Key-words: Calotropis procera, sedation, glutamate.
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1. INTRODUCAO

O costume de utilizar plantas com fins terapéuticos € muito antigo e,
durante muito tempo, era o Unico recurso para combater os males que afetavam a
saude humana. Isso ainda é comum em muitos paises, principalmente nos paises
subdesenvolvidos e em desenvolvimento, devido ao grande namero de individuos
com baixo poder aquisitivo e a0 menor custo que essas plantas representam, ja que

muitas pessoas as cultivam nos quintais de suas casas.

No entanto, o uso indiscriminado de plantas medicinais pode originar
Sérios prejuizos a saude, jA que numa mesma espécie podem existir compostos
benéficos e tdxicos. Para evitar esse tipo de efeito indesejavel é necesséario que
essas atividades farmacologicas possam ser investigadas e comprovadas
cientificamente a fim de que se possa garantir a seguranca e a eficacia de

determinada planta ou substancia presente nela.

A planta Calotropis procera tem sido bastante estudada e ja foram
constatadas varias funcbes como antiinflamatoéria, antidiarréica, anticancer, entre
outras. Porém, ndo ha estudos na literatura investigando a sua acdo no sistema

nervoso central.

1.1 Plantas medicinais

O homem explora a natureza para suprir as suas necessidades desde os
tempos mais remotos, retirando dela alimentos, roupas, abrigo ou medicamentos
(GARCIA, 1995). A utilizacao de plantas no tratamento e cura de doengas pode ser
feito utilizando-as tanto na sua forma integra, como na forma de derivados, por
exemplo, na forma de extratos, xaropes, etc. (SCHENKE et al., 1985; GARCIA,
1995; CALIXTO, 2000; MACIEL et al., 2002; ARNOUS et al., 2005).



13

O conhecimento sobre as plantas medicinais sempre tem acompanhado a
evolucdo do homem. Remotas civilizagdes primitivas perceberam a existéncia, ao
lado das plantas comestiveis, de outras dotadas de maior ou menor toxicidade que,
ao serem experimentadas no combate as doencas, revelaram, embora

empiricamente, o seu potencial curativo (ARAUJO et al., 2007).

Plantas medicinais sdo aquelas que quando administradas sob qualquer
forma e por alguma via ao homem exercem algum tipo de acdo farmacoldgica
benéfica. Podem ser classificadas de acordo com a sua ordem de importancia em:
plantas empregadas diretamente na terapéutica, plantas que constituem matéria-
prima para a manipulacéo e as plantas empregadas na indlstria para a obtencéo de
principios ativos ou como precursores em semi-sintese (GARCIA, 1995; FOGLIO et
al., 2006).

Paises como China e India tém encontrado maneiras de legalizar e
reconhecer o uso dessas plantas medicinais. H4 mais de 5 séculos, a China utiliza o
conhecimento popular das ervas e sao utilizadas mais de 5 mil espécies como
recurso terapéutico (FOGLIO et al., 2006).

Muitas vezes as informacdes relativas as plantas medicinais sdo o unico
recurso terapéutico de muitas comunidades e grupos étnicos. Apesar de ndo terem
seus constituintes quimicos identificados, as observacdes populares do uso e da
efichcia das plantas medicinais contribuem para a divulgacdo das virtudes
terapéuticas destas plantas, que sao utilizadas com bastante frequéncia (MACIEL et
al., 2002).

Estimativa da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) revela que cerca de
80% da populacdo mundial utiliza, de alguma maneira, plantas medicinais como
medicamentos e que no total cerca de 25.000 espécies de plantas sdo usadas na
medicina tradicional. A maioria dos medicamentos obtidos a partir de plantas foram
desenvolvidos com base no conhecimento folclérico (GARCIA, 1995).
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Até o século XX, o0s recursos terapéuticos disponiveis eram
exclusivamente originados das plantas medicinais e extratos vegetais. No século XX,
surgiu a tendéncia de se isolar os principios ativos (ARAUJO et al., 2007). Porém,
apesar dos grandes avancos apresentados na medicina moderna nas ultimas
décadas, as plantas ainda tém uma contribuicdo importante no cuidado da saude
(CALIXTO, 2000).

As plantas medicinais e/ou seus derivados ainda estdo sendo bastante
estudados como agentes terapéuticos naturais, com o objetivo de prevenir, curar ou
minimizar os sintomas das doencas, além do aspecto econdmico, ja que a utilizacédo
dessas plantas representa um custo menor e mais acessivel a populacdo e aos
servigos publicos de saude, quando comparado aos farmacos quimicos, que, em
geral, sdo mais caros devido as patentes tecnolédgicas envolvidas (TOLEDO et al.,
2003).

A medicina popular, principalmente baseada nas plantas, desfruta de uma
posicdo respeitavel hoje, especialmente nos paises em desenvolvimento, onde a
disponibilidade de servicos de saude modernos é limitada. De acordo com a
estimativa atual da OMS, em paises desenvolvidos uma grande porcdo da
populacdo faz uso da medicina popular, especialmente de plantas medicinais.
Embora exista um facil acesso aos medicamentos modernos nesses paises, 0 Uso
de plantas medicinais tem mantido sua popularidade por razfes histéricas e
culturais. Por outro lado, nos paises em desenvolvimento 65-80% da populacao
depende exclusivamente das plantas medicinais para o cuidado basico da saude

(AGRA et al., 2007).

As plantas medicinais estédo distribuidas por todo o mundo, mas sao mais
abundantes nos paises tropicais (CALIXTO, 2000). As florestas tropicais contém
mais da metade das espécies de plantas do mundo e menos de 1% tém sido
pesquisadas com relacdo a atividade medicinal. As espécies localizadas na zona
tropical tém de 3-4 vezes o numero de constituintes quimicos ativos do que aquelas

localizadas em zonas temperadas (DI STASI, et al., 2002).
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Em termos mundiais, entre todos os medicamentos comercializados,
cerca de 40% tiveram origem direta ou indiretamente de fontes naturais, salientando
gue 78% das drogas antibacterianas e 60% dos medicamentos antitumorais sao
derivados destes (DE LA CRUZ, 2005).

Devido a grande utilizacdo de plantas medicinais, principalmente nos
paises mais pobres, a maioria das companhias farmacéuticas tem demonstrado um
interesse renovado na investigagcao das plantas como fonte de novas estruturas para
o desenvolvimento de novos agentes fitoterapicos padronizados, com sua eficacia,
seguranca e qualidade comprovados (CALIXTO, 2000; ARNOUS et al, 2005). Isso
tem contribuido para que a utilizacdo dessas plantas seja encarada de uma maneira
diferente, ja que os profissionais de saude tém o respaldo para recomendar seu uso.
Entretanto, deve-se ter cuidado com relacdo a selecédo correta da espécie vegetal,
com o cultivo adequado, com a avaliacdo dos teores dos principios ativos e com a

manipulagéo e a aplicagédo na clinica médica (ARNOUS et al., 2005).

No Brasil, € comum encontrarmos plantas medicinais sendo
comercializadas em feiras-livres, mercados populares e sendo cultivadas em quintais
residenciais. 1sso ocorre tanto nas regides mais pobres do pais, como nas grandes
cidades brasileiras (MACIEL et al., 2002). Porém, com excecdo da Amazbnia,
poucos estudos com plantas medicinais tém sido realizados em outras areas
florestais brasileiras como, Mata Atlantica, Caatinga, Pantanal e Cerrado (DI STASI
et al., 2002).

A Amazbnia possui mais de 300 espécies de fitoterapicos que sao
utilizados popularmente no tratamento de doencas infecciosas e parasitarias,
vetores, problemas cronico-degenerativos, emagrecimento, regulacdo da
menstruacao, procedimento abortivo e antidoto de veneno de cobra. Apesar de toda
essa rigueza, menos de 1% das plantas tropicais tiveram seus usos potenciais
corretamente investigados, restando uma imensiddo de espécies praticamente
desconhecidas em termos quimicos e farmacologicos (GARCIA, 1995; ARAUJO et
al., 2007).
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O estudo do uso tradicional das plantas e dos seus produtos na regiao
Nordeste do Brasil tem aumentado gradualmente durante os Ultimos anos e resultou
em um significativo niumero de publicacbes nessa area (AGRA et al., 2007). O
Nordeste brasileiro € reconhecido por sua rica biodiversidade, principalmente com
relacdo a plantas e habitats e abrange desde a Floresta Amazdnica, Mata Atlantica,
sistema de mangues e dunas costeiras, até florestas secas e savanas, sendo que 0
principal ecossistema do Nordeste do Brasil € o bioma “caatinga” (AGRA et al.,
2007).

O cerrado brasileiro também possui uma flora muito rica e bem
caracterizada, onde muitas plantas sdo usadas como remédios naturais pelas
pessoas que vivem nessa area. Essas plantas sdo usadas para doencas como
esquistossomose, leishmaniose, maléaria, infeccbes fungicas e bacterianas, entre
outras (ALVES et al., 2000).

O Brasil exporta um volume consideravel de espécies medicinais na forma
bruta ou na forma de seus subprodutos, porém os estudos envolvendo as espécies
nativas ainda estdo muito incipientes (RODRIGUES e CARVALHO, 2001).

Grande parte das plantas nativas brasileiras ainda ndo possui estudos e
sdo usadas empiricamente, sem respaldo cientifico quanto a eficacia e seguranca.
Em um pais como o Brasil, com enorme biodiversidade, é crescente o numero de
pesquisas, mas ainda existe uma grande quantidade de moléculas a serem

descobertas oriundas do reino vegetal (FOGLIO et al., 2006).

Segundo dados da OMS, 85% da populacdo mundial utiliza plantas
medicinais para tratar agravos a saude. No Brasil, os percentuais sdo préximos,
estima-se que 82% da populacéo brasileira utiliza produtos a base de ervas e entre
os fitoterapicos mais utilizados estdo a babosa, usada no tratamento de
gueimaduras; o boldo e a carqueja, indicados para ma digestdo; a horteld, utilizada
como expectorante; o alho, para o tratamento de gripes e resfriados e redugéao de
colesterol; e a caléndula, a andiroba e copaiba como antiinflamatérios e anti-sépticos
(DE LA CRUZ, 2005).
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No Ceara, existe o Projeto Farmacias Vivas, um programa de fitoterapia
que tem como finalidade estabelecer a fitoterapia na rede publica de saude. No
entanto, para a maioria das plantas nativas ndo existem estudos cientificos que
justifiquem a sua utilizagédo e seu uso € baseado principalmente na tradicionalidade.
O uso tradicional € de fundamental importancia, porém para que uma planta seja
utiizada em nivel de saude publica é fundamental estabelecer sua seguranca,

eficacia e garantir a qualidade das preparacgdes.

1.2 A espécie Calotropis procera

O género Calotropis R. Br. (Asclepiadaceae) contém cerca de seis
espécies de arbustos distribuidos na Africa e Asia tropical e subtropical. Duas das
trés espécies que estdo presentes na india, Calotropis gigantea e Calotropis
procera, sdo de grande importancia econémica (PARI et al., 1998).

O género Calotropis é encontrado por toda a india. As espécies C.
gigantea e C. procera sédo bastante similares com relacdo as a¢bes quimicas e
fisioldgicas. Suas flores, folhas, raizes e latex sdo muito utilizados como remédio
para doenca de pele, para conter irritacdes, aliviar a dor e do ponto de vista médico-
legal podem ser usadas para abortos, suicidios, homicidios, ja que seu soro contém
substancias téxicas (TOMAR et al, 1970).

A espécie C. gigantea possui propriedades purgativas e é usada no
tratamento de hanseniase, Ulceras, tumores, doencas do sono, do figado e
abdémen. Seu suco é usado como anti-helmintico e laxativo (LHINHATRAKOOL e
SUTTHIVAIYAKIT, 2006). Apresenta, ainda, atividade analgésica, sendo utilizada
para dores, tipo dor de dente, dor de cabeca, ansiedade, epilepsia e desordens
mentais (ARGAL e PATHAK, 2006).

A espécie C. procera € conhecida vulgarmente como algodao de seda,
leiteiro, queimadeira e ciume (MELO et al., 2001). Ela € amplamente distribuida na

Asia, Africa e América do Sul e é abundante no Nordeste brasileiro (RAMOS et al.,
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2006, RAMOS et al, 2007, SOARES et al., 2005), desenvolvendo-se em solos

pobres e locais com baixo nivel de pluviosidade (MELO et al., 2001).

Essa espécie é conhecida por produzir grande quantidade de latex
(RAMOS et al.,, 2007) que é fonte de varios compostos biologicamente ativos,
incluindo glicosideos, taninos, proteinas, entre outros. A caracterizacdo dos
compostos do latex da Calotropis procera apoia a hipétese que sua secrecao natural
esta envolvida nos mecanismos de defesa da planta. Independente disso, 0s
componentes do latex parecem induzir efeitos biologicos interessantes, uma vez
que, a planta é conhecida por suas potencialidades farmacolégicas (SOARES et al.,
2005).

O latex pode ser fracionado, por um protocolo simples baseado em
centrifugacdo e didlise, em latex ndo dialisdvel, que corresponde a maioria das
proteinas; latex dialisavel, que corresponde as moléculas de pequeno tamanho; e a
borracha do latex, que € altamente insollvel em dgua (RAMOS et al., 2006).

As contribuicbes cientificas que descrevem as atividades pro- e
antiinflamatéria do latex da C. procera sao origindrias principalmente de grupos de
pesquisa da india, onde ela é largamente explorada na medicina popular (SHIVKAR
e KUMAR, 2003; ARYA e KUMAR, 2005; ALENCAR et al., 2006). No sistema
medicinal tradicional da india ela tem sido usada para o tratamento de varias
doencas como hanseniase, Ulceras, hemorrdidas, tumores, doencas de pele,
reumatismo e dores (SHIVKAR e KUMAR, 2003; ARYA e KUMAR, 2005; CHOEDON
et al., 2006). Trabalhos anteriores usando diferentes partes da planta tém defendido
seu uso para uma variedade de doencas, além da aplicacdo como antidoto para
veneno de cobra (Nandkarn apud SOARES et al., 2005) e ag&o bactericida (RAMOS
et al., 2007).

Na medicina tradicional da Ardbia Saudita as partes aéreas da C. procera
eram comumente usadas para o tratamento de véarias doengas como febre, dor,

espasmo muscular e constipacdo (MOSSA et al., 1991).


http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6T8D-4FWKMB4-1&_user=686177&_coverDate=05%2F13%2F2005&_rdoc=1&_fmt=high&_orig=search&_sort=d&_docanchor=&view=c&_acct=C000037178&_version=1&_urlVersion=0&_userid=686177&md5=3a6e91a0b7b2f6a69df9c5d4a246c95d#bib17�
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O latex da C. procera possui propriedades farmacologicas tais como
atividades pré e antiinflamatéria, antinociceptiva (SOARES et al., 2005), antipirética
e anti-diarréica, entre outras (KUMAR et al., 2001; RAMOS et al., 2007). Além
destas, o exudato da C. procera é popularmente explorado por reduzir a infeccao
epidérmica fungica (RAMOS et al., 2006) e dor de dente. Foram encontradas ainda

atividade analgésica, purgativa e relaxante muscular (MOSSA et al., 1991).

Soares et al. (2005) demonstraram uma atividade antinociceptiva para a
proteina do latex da C. procera em roedores, cuja propriedade analgésica parece ser
independente do sistema opidide, 0 que justifica o seu uso medicinal popular como

analgésico.

O latex da C. procera pode apresentar atividades contrarias. As atividades
antiinflamatdria e antinociceptiva estdo presentes na fracdo ndo dialisavel do latex,
enquanto a atividade pré-inflamatéria estd presente na fracdo dialisdvel (ALENCAR
et al., 2006). O latex, administrado localmente, induz uma intensa resposta
inflamatoria caracterizada por aumento de permeabilidade vascular, edema e
intensa infiltracdo celular (PADHY e KUMAR, 2005). A administracdo local induz
uma resposta inflamatéria mediada por histamina e prostaglandinas (ARYA e
KUMAR, 2005). O efeito pro-inflamatério do latex ocorre via liberagdo de histamina
dos mastdcitos e pela presenca de histamina no préprio latex (SHIVKAR e KUMAR,
2003; KUMAR e SHIVKAR, 2004).

O latex obtido da C. procera também mostrou efeito toxico sobre ovos e
larvas do mosquito Aedes aegypti (Linn). Essa propriedade pode vir a ter um
impacto na saude publica e na saude ambiental como uma alternativa para o
controle quimico convencional de populacbes do mosquito resistentes aos
inseticidas (RAMOS et al., 2006). Além do efeito larvicida contra o Aedes aegypti
também foi demonstrado esse efeito contra os mosquitos Anopheles stephens e,
Culex quinquefasciatus (SINGH et al., 2005).

Em outro estudo, Ramos et al. (2007) demonstraram que as fracées néo-

dialisaveis do latex e a borracha do latex possuem respostas imunologicas e
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alergénicas muito semelhantes, o que pode ser atribuido a presenca, na borracha do

latex, de proteinas naturalmente encontradas na fracdo nao-dialisavel.

As proteinas do latex exibiram uma forte citotoxidade para diferentes
linhagens de células cancerosas (OLIVEIRA et al., 2007). Estas, marcadamente
reduzem o influxo de células, liberacdo de mediadores e o estresse oxidativo,
associado a artrite (KUMAR e ROY, 2007). Além disso, sua propriedade antioxidante
é comparavel a da vitamina C (OLALYEA e ROCHA, 2007).

1.3 Fisiologia do comportamento

O sistema nervoso central (SNC) é formado por bilhdes de células entre
neurbnios e neurdglia. Os neurdnios sdo 0s responsaveis pela transmissdo da
informag&o, enquanto a neuroglia pela sustentacdo, nutricAo e protecdo dos
neurénios (WILLIS JR, 2004).

A transmisséo da informacdo pode ocorrer através de sinapses quimicas,
na qual a transmissdo do impulso de da através da liberagcdo de um neutransmissor,
pela célula pré-sinaptica, que vai atuar em receptores especificos nas células pos-
sinapticas (GRABOWSKI, 2002).

Dependendo do canal ibnico que vai ser aberto, apos a ligacdo do
neutransmissor, pode ser gerada uma despolarizacdo ou uma hiperpolarizacdo da
membrana pos-sinaptica. A abertura de canais de sodio ou calcio gera uma
despolarizagcdo que pode originar um potencial de acdo, enquanto a abertura dos
canais de cloro e potassio gera uma hiperpolarizagdo que vai dificultar a geracéo de
um potencial de acdo (WILLIS JR, 2004).

A remocao do neurotransmissor da fenda sinaptica € fundamental para o
funcionamento normal das sinapses. Se 0 neurotransmissor ficasse por tempo
indeterminado na fenda sinaptica ele iria influenciar a célula pos-sinaptica por tempo

excessivamente longo. Para que isso ndo ocorra, o neurotransmissor € removido da
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fenda sinaptica rapidamente por trés modos basicos: difusdo do neurotransmissor
para fora da fenda sinaptica, movendo-se ao longo de seus gradientes de
concentracdo; degradacdo enzimatica; e  captagdo celular,  muitos
neurotransmissores sdo ativamente transportados de volta para os neurbnios que 0s
liberam (recaptacdo) ou sdo transportados para a neuroglia adjacente
(GRABOWSKI, 2002).

Os efeitos dos neurotransmissores nas sinapses quimicas podem ser
modificados de varias maneiras: a sintese do neurotransmissor pode ser estimulada
ou inibida; a liberacdo dos neurotransmissores pode ser blogueada ou aumentada; a
remocdo do neurotransmissor pode ser estimulada ou inibida (inibicdo da
metabolizacdo ou da recaptacdo); e o sitio receptor pode ser bloqueado ou ativado.
Uma substancia que aumente a transmissao sinaptica ou que imite os efeitos de um
neurotransmissor natural € chamada de agonista, enquanto uma substancia que
bloqueie a acdo de um neurotransmissor € chamada de antagonista (RANG et al.,
2004; OLIVEIRA e SENA, 2006).

Os principais neurotransmissores no SNC sdo as amina biogénicas, 0s
aminoacidos, ATP e outras purinas e os gases. Dois outros aminoacidos sao
importantes neurotransmissores inibitérios o acido gama-aminobutirico (GABA) e a
glicina. Até um terco de todas as sinapses encefalicas usam GABA. Os
medicamentos ansioliticos, como o diazepam, sao agonistas do GABA. As aminas
biogénicas prevalentes no sistema nervoso incluem a norepinefrina, a epinefrina, a
dopamina e a serotonina. A norepinefrina, a epinefrina e a dopamina sao
catecolaminas e sua inativagcdo ocorre por recaptacdo pelo botdo terminal, com
posterior reciclagem de volta as vesiculas sinapticas ou destruicdo pelas enzimas
catecol-O-metiltransferase (COMT) e monoaminaoxidases (MAO) (GRABOWSKI,
2002; OLIVEIRA e SENA, 2006).

1.3.1 Glutamato
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O glutamato € o principal neurotransmissor excitatorio no SNC e tem uma
distribuicdo ampla e uniforme (RANG et al.,, 2004). Quase todos 0s neurbnios
excitatérios, no SNC, e talvez metade das sinapses no encéfalo comunicam-se via
glutamato. Logo apOs sua liberagcdo das vesiculas sinipticas, ele é ativamente
transportado de volta para os botbes sinapticos e para a neuréglia vizinha, por
transportadores especificos (GRABOWSKI, 2002). O metabolismo do glutamato é
complexo, pode servir tanto como fonte de energia, quanto como reserva de amonia,
sendo também material plastico importante na sintese protéica. Seu metabolismo no
SNC gera a possibilidade dele agir como neutransmissor ou servir Como precursor
da sintese do GABA. O L-glutamato pode ser sintetizado, em terminais centrais tanto
a partir da glicose, via ciclo de Krebs e transaminacao do a-cetoglutarato, quanto a
partir da glutamina, um produto de sintese da neuroglia, levado aos neurénios e

convertido pela glutaminase em glutamato (SILVA, 2006).

Existem quatro tipos de receptores de glutamato: &cido-N-metil-D-
aspartico (NMDA), &cidoa-amino-3-hidroxi-5-metilisoxazol-4-proprianico (AMPA),
cainato e metabotropico. Os trés primeiros tipos sao receptores ionotropicos,
denominados de acordo com seu agonista especifico. Os receptores metabotrépicos
sdo receptores acoplados a proteina G ligados a sistemas de segundos
mensageiros intracelulares e compreendem oito subtipos (RANG et al., 2004).

Em geral, parece que o0s receptores NMDA e metabotropicos
desempenham um papel particular nas alteracdes adaptativas a longo prazo no
cérebro. J& os receptores cainato e AMPA s&o principalmente responsaveis pela
transmissdo excitatoria rapida. Certos anestésicos e agentes psicomiméticos bem
conhecidos, tais como cetamina e fenciclidina sdo agentes bloqueadores seletivos
dos canais operados pelo NMDA (RANG et al., 2004).

1.3.2 Acido y-aminobutirico (GABA)

Os neurdnios GABAérgicos se encontram localizados difusamente no

SNC, tanto no cérebro como na medula espinhal, fazendo parte de circuitos locais
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inibitérios. O GABA exerce suas funcdes fisioldgicas através da interacdo com duas
classes de receptores, designados de GABAA e GABAg. Ambos o0s tipos de
receptores coexistem em muitas areas cerebrais, podendo haver predominancia de

um tipo sobre o outro dependendo da regiao (SILVA, 2006).

Ao interagir com os receptores GABAa, 0 GABA promove de forma dose-
dependente, a abertura de canais idnicos seletivos para o cloro. Nessas condigdes,
o gradiente eletroquimico promove um influxo de cloro para o interior dos neurénios,

hiperpolarizando a membrana e inibindo as descargas neuronais (SILVA, 2006).

O receptor GABA, é uma molécula complexa que além do sitio de ligacdo
para o0 GABA possui mais duas outras regides de ligacdo. Uma delas se liga a élcool
e barbitdricos, caracterizando-se por uma regido sedativo-hipnotica, enquanto a
outra aceita benzodiazepinicos, sendo caracterizada por uma regido ansiolitica. As
drogas que se ligam a regido sedativo-hipnoética aumentam diretamente o influxo de
ions cloreto, agindo como o GABA, e quanto mais alta a dose dessas drogas,
maiores serdo seus efeitos inibitdérios sobre os neurdnios. Ja as drogas que se ligam
as regibes ansioliticas aumentam a ligacdo do GABA a sua regido receptora,
portanto, a disponibilidade do GABA determina a poténcia de uma droga ansiolitica
(LIAISON, 2002).

As vérias proteinas que constituem o receptor GABA A, além de
possuirem sitios de acoplamento para o GABA e para as substancias antagonistas,
possuem sitios de ligacdo para barbitdricos, benzodiazepinicos, anestésicos
esterdides e etanol (SILVA, 2006).

Barbituricos anticonvulsivantes, hipnéticos sedativos, etanol e anestésicos
aumentam a atividade do receptor do GABA, o que explica seu efeito depressivo no
SNC (SILVA, 2006). Substancias capazes de manter os canais ionotrépicos ligados
aos receptores do GABA, levam a um efeito ansiolitico (OLIVEIRA e SENA, 2006).
Os agonistas benzodiazepinicos, como o tradicional diazepam e midazolam, de uso
mais atual, manifestam efeitos ansioliticos, anticonvulsivantes, sedativos, amnésicos

e miorrelaxante. Por sua vez, antagonistas como o flumazenil, ocupam o receptor
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benzodiazepinico, bloqueando as a¢des dos agonistas (OLIVEIRA e SENA, 2006;
SILVA, 2006).

Os ansioliticos, quando utilizados em doses elevadas e/ou por um tempo
prolongado, poderdo antagonizar o efeito estimulante dos antidepressivos em funcao
da elevacédo da atividade GABAérgica (OLIVEIRA e SENA, 2006).

1.3.3. Dopamina

A dopamina tem sido bastante relacionada com varios disturbios da
funcao cerebral como doenca de Parkinson, esquizofrenia e disturbio do déficit de
atencdo (BRESSAN et al., 2001; HOWES et al., 2009).

A dopamina tem sua distribuicdo mais abundante no corpo estriado,
sistema limbico e hipotalamo. Dessa forma ela age sobre o controle motor, o
comportamento e controle endécrino (RANG et al.,, 2004). Atualmente, ja foram
identificados 5 tipos de receptores domapinérgicos (D; — Ds), que sdo habitualmente
relacionados aos dois grupos inicialmente descritos — D; e D,. A familia D; inclui os
receptores D; e Ds, enquanto a familia D, engloba os outros receptores (SILVA,
2006).

As vias dopaminérgicas centrais participam do controle de uma série de
fendmenos comportamentais e motores. Sua acdo tem sido relacionada com
doencas como esquizofrenia e Pankinson. Na hipétese dopaminérgica da
esquizofrenia, propdem-se que 0s sistemas dopaminérgicos centrais encontram-se
hiperativos. Essa hiperatividade poderia ser conseqiéncia de um excesso de
liberacdo de dopamina ou uma resposta aumentada as concentracfes normais de
dopamina, gerada por uma hiperatividade dos seus receptores (SILVA, 2006). Os
agonistas da dopamina levam a uma hiperatividade motora (RANG et al., 2004). No
caso da doenca de Parkinson, ha uma deficiéncia de dopamina, que leva a sintomas

de rigidez muscular e lentiddo dos movimentos (SILVA, 2006).
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Os inibidores da MAO bloqueiam a degradacdo de aminas como
noradrenalina, dopamina e serotonina que sao importantes neurotransmissores no
sistema nervoso central, fazendo com essas aminas se acumulem em certas regides
do cérebro conferindo uma acdo antidepressiva (MIZIARA, 2006). Além disso,
drogas que inibem a recaptacdo da dopamina tém acao antidepressiva (OLIVEIRA e
SENA, 2006).

1.4 Justificativa

Embora o latex do Calotropis procera tenha demonstrado efeitos
antiinflamatadrios, analgésicos, antinociceptivo, anti-diarréico, antifangico, entre
outras propriedades, pouco se sabe sobre seus efeitos em outros sistemas, como o

sistema nervoso central.

Uma acéo central significativa pode ser bastante interessante ou pode
comprometer a utilizacdo de determinadas substancias que apresentam potencial

farmacoldgico em outros sistemas, como € o caso da nossa planta de estudo.

Portanto, € necessario fazer uma avaliacdo das acbOes centrais das
plantas que sdo utilizadas na medicina popular que apresentem alguma atividade

terapéutica a fim de evitar possiveis efeitos colaterais do uso.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Estudar os efeitos da administracdo aguda das proteinas obtidas do latex

da espécie Calotropis procera no sistema nervoso central de camundongos.

2.2 Objetivos especificos

Avaliar a atividade anticonvulsivante.

Avaliar a atividade sedativa.

Avaliar a atividade ansiolitica.

Avaliar a atividade depressora.

Estudar os possiveis mecanismos envolvidos nessas agodes.
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3. METODOLOGIA

3.1 Preparacéao do latex

As amostras de C. procera foram coletadas em Fortaleza, estado do
Ceard, Brasil. O comprovante (espécime da amostra No. 32663) foi depositado no
Herbério Prisco Bezerra da Universidade Federal do Ceara (UFC), Brasil e a planta
foi autenticada pelo taxonomista Edson Paula Nunes, do Departamento de Biologia
da UFC.

O latex fresco foi coletado de plantas saudaveis por uma pequena incisdo
proxima as folhas mais jovens e colocado em agua destilada na medida para obter
uma mistura 1:1 (v/v). A mistura foi manuseada delicadamente para manter a
homogeneidade durante o transporte para o laboratério. Deve ser enfatizado que o
processo de amostragem do latex ndo compromete a salude das plantas. De fato,
elas se regeneram muito rdpido. As amostras foram centrifugadas (5000 g) a
temperatura ambiente (25° C) por 10 minutos. O material precipitado, com aspecto
de borracha, foi deixado a parte enquanto o sobrenadante foi submetido a dialises
exaustivas (8000 Da) em &gua destilada a 25°C seguido de nova centrifugagdo. O
novo sobrenadante, insento de borracha foi denominado fragdo n&o-dialisada (FND).
A fracdo dialisada (FD) foi obtida depois da primeira hora de dialise feita
imediatamente depois da primeira etapa da centrifugacdo. Todos 0s experimentos

com a fracdo ndo-dialisada que contém as proteinas do latex.

3.2 Animais

Foram utilizados camundongos machos Swiss (25 — 35 g), procedentes

da Universidade Estadual do Ceara (UECE). Os animais foram mantidos em gaiolas
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plasticas, em uma sala com temperatura ambiente de 25°C, obedecendo ao ciclo de
claro/escuro (12h/12h). Receberam racao e agua ad libitum e foram manipulados de
acordo com os padrbes éticos estabelecidos pelo Comité de Etica da Universidade
Estadual do Ceara (UECE).

3.3. Protocolo de tratamento

Os animais foram tratados com agua destilada (grupo controle),
diazepam (1 ou 2 mg/kg), imipramina (15 ou 30 mg/kg) ou proteinas do latex da
Calotropis procera (5, 10, 50, 100 mg/kg), todos administrados por via
intraperitoneal. Trinta minutos apds o tratamento cada animal foi submetido aos

testes.

3.4 Teste do campo aberto

O campo aberto € uma é&rea feita de acrilico (paredes transparentes e
piso preto, 30 x 30 x 15 cm) dividido em nove quadrados de areas iguais. O teste do
campo aberto € usado para avaliar a atividade exploratéria do animal (ACHER,
1973). Os parametros observados foram: numero de quadrados atravessados
(atividade locomotora), nimero de grooming (niumero de vezes que o animal coca a
face com as patas dianteiras) e numero de rearing (nUmero de vezes em que 0
animal se mantém completamente ereto sob suas patas traseiras). A tendéncia
natural do animal é explorar os ambientes novos, apesar do estresse e do conflito
gerado pelo ambiente novo (MONTGOMERY, 1955).
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3.5 Teste do labirinto em cruz elevado

O labirinto em cruz elevado para camundongos (LISTER, 1987) consiste
de dois bracos abertos (30 x 5 cm) perpendiculares e dois bragos fechados (30 x 5
cm) também em posicdo perpendicular. Os bracos abertos e fechados estdo
conectados por uma plataforma central (5 x 5 cm). A plataforma e as paredes
laterais dos bracos fechados sao feitas de acrilico transparente enquanto o piso é
feito de acrilico preto. O labirinto fica a 45 cm do chéo. Trinta minutos apos a injecéo
intraperitoneal de agua destilada, proteinas do latex ou diazepam, os animais foram
colocados no centro do labirinto em cruz elevado, com seu nariz na direcdo de um
dos bracos fechados e foram observados por 5 minutos. Os parametros observados
foram: numero de entradas nos bracos abertos (NEBA) e nos bracos fechados
(NEBF) e tempo de permanéncia em cada um dos bracos, bracos abertos (TPBA) e
fechados (TPBF). O tempo de permanéncia mede o tempo gasto pelo animal nos
bracos abertos ou fechados. Compostos ansioliticos reduzem a aversao natural dos

animais aos bracos abertos e promove sua maior exploracao.

Este teste baseia-se no fato de que ratos e outros roedores evitam locais
abertos e fechados, demonstrando sinais de medo (congelamento, defecacdo e
miccdo), quando expostos a esse tipo de ambiente (GRAEFF e GUIMARAES, 1999).
O animal explora ambos os bracos, mas tipicamente permanecera mais tempo nos
bracos fechados, quanto menor o tempo gasto nos bragos abertos maior a
intensidade da ansiedade (MORATO e BRANDAO, 1997).

3.6. Teste da placa furada

O teste da placa furada para o comportamento exploratorio de
camundongos foi utilizado como descrito por Clark et al. (1971). O aparato utilizado

foi uma Ugo Basile de 60x30 cm com 16 buracos igualmente distribuidos com
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sensores infra-vermelhos. Trinta minutos ap6s a administracao intraperitoneal de
agua destilada, proteinas do latex ou diazepam, foi contado o nimero de mergulhos

nos buracos que cada animal realizou durante 5 minutos.

Esse teste, geralmente, € utilizado para screening de drogas com carater
ansiolitico, ja que o numero de mergulhos é inversamente proporcional ao estado de
ansiedade dos animais (FILE e WARDILL, 1975).

3.7. Teste da barra giratéria (Rota rod)

No teste da barra giratoria, foi utilizado o método de Dunham e Miya
(1957). Trinta minutos apds o tratamento com agua destilada, proteinas do latex ou
diazepam, os animais foram colocados, com as quatro patas, sobre uma barra com
2,5 cm de diametro e 25 cm acima do piso, com rotagdo de 12 rpm. Para cada
animal, foi registrado o tempo de permanéncia na barra durante 1 minuto. Esse teste
verifica a capacidade do animal de se equilibrar sobre uma barra, medindo o efeito
do relaxamento muscular ou incoordenagcdo motora produzida, por exemplo, por
ansioliticos (CARLINI e BURGOS, 1979).

3.8 Teste da suspenséao da cauda

O teste da suspenséo da cauda foi descrito por Steru et al. (1985). Trinta
minutos apo6s o tratamento com agua destilada, proteinas do latex ou imipramina (30
mg/kg), os animais foram suspensos pela cauda na extremidade de uma prateleira a
58 cm acima de uma mesa, por um adesivo colocado aproximadamente a 1 cm da

extremidade da cauda. Foi registrado o tempo de imobilidade por um periodo de 5
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minutos. Esse teste baseia-se na observacdo de que camundongos quando
suspensos pela cauda demonstram um padrdo temporal de movimentos de fuga
seguido de imobilidade. Um aumento na laténcia para a imobilidade e/ou uma
diminuicdo no tempo de imobilidade de um grupo sugere uma acéo antidepressiva
(TEIXEIRA-SILVA et al., 2006).

3.9 Teste do nado forgcado

O teste do nado forcado (PORSOLT et al., 1977) inclui duas exposicoes a
um tanque de &gua, com um dia de diferenca entre a primeira e a segunda
exposicao. Para esse teste o tamanho do tanque foi de 22 cm de diametro e 40 cm
de altura. O tanque continha 20 cm de agua fresca a 25°C. Durante a primeira
exposicao os camundongos néo foram tratados e foram colocados dentro do tanque
onde permaneceram por 15 minutos. Na segunda exposicdo (sessao teste), 30
minutos apos o tratamento com agua destilada, proteinas do latex ou imipramina (10
mg/kg), os camundongos foram colocados no tanque e permaneceram por 5
minutos. Foi observado o tempo de imobilidade. O animal foi considerado imovel
quando permaneceu flutuando na agua, sem esforco, fazendo apenas movimentos

suaves, necessarios para manté-los com a cabeca fora da agua.

Esse teste € um modelo de “desespero comportamental”’, assim como o
teste de suspensdo da cauda, pois 0os animais sédo forcados a nadar em recipiente
com agua de onde é impossivel escapar. No inicio, ha uma tentativa desesperada de
sair dessa situacdo, momento de vigorosa atividade, seguida por momentos em que
permanecem imoveis, limitando-se aos movimentos necessarios para manter suas
cabecas fora da agua. A imobilidade reflete um “estado de desespero”, como se 0s
animais tivessem desistido de escapar. Uma diminuicdo no tempo de imobilidade de

um grupo sugere uma acao antidepressiva (TEIXEIRA-SILVA et al., 2006)
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3.10 Teste do tempo de sono induzido por pentobarbital de sddio

Trinta minutos apos o tratamento com agua destilada, proteinas do latex
ou diazepam, o0s animais receberam pentobarbital de sédio (40 mg/kg)
intraperitonealmente. O tempo desde a injecdo até a perda do reflexo de
endireitamento € registrado como laténcia de sono e o tempo decorrido entre a
perda e a recuperacdo do reflexo de endireitamento € registrado como tempo de
sono (WAMBEBE, 1985; ROLLAND et al., 1991). Esse teste permite verificar se
determinada substancia possui efeito depressor, considerando-se para tanto o fato
de que quando duas drogas possuem o mesmo efeito farmacolégico elas se somam.
Sendo assim, as drogas depressoras do sistema nervoso central prolongam o tempo

de sono dos animais (RILEY e SPINKS, 1958).

3.11 Teste de convulsao induzida por estricnina

A estricnina € um potente convulsivante que atua, principalmente, como
antagonista competitivo seletivo da inibicdo pés-sinaptica mediada pela glicina e sua
principal acdo é o aumento da excitabilidade reflexa da medula (APRISON et al.,
1987).

Trinta minutos apos o tratamento com agua destilada, proteinas do latex
ou diazepam, os animais receberam uma injecdo de estricnina (75 mg/kg) por via
intraperitoneal. ApGs essa injecdo os animais foram colocados em gaiolas individuais
e observados por 15 minutos. Foram observados o tempo de laténcia até a primeira
convulsdo, a porcentagem de animais que apresentaram convulsdes, a laténcia de
morte e o percentual de morte (CZUCZWAR e FREY, 1986; YEMITAN e ADEYEMI,
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2005). Os animais que ndo apresentaram convulsées dentro do periodo de

observacao foram considerados protegidos.

3.12 Teste de convulsdo induzida por pilocarpina

A administracdo sistémica de pilocarpina, 400 mg/kg, por Vvia
intraperitoneal, produz crises convulsivas motoras limbicas em ratos e camundongos
(TURSKI et al.,1983). Trinta minutos ap6s o tratamento com &gua destilada,
proteinas do latex ou diazepam, os animais receberam pilocarpina (400 mg/kg). Em
seguida, foram colocados em gaiolas individuais e observados por 60 minutos.
Foram observados o tempo de laténcia até a primeira convulsdo, a porcentagem de
animais que apresentaram convulsdes, a laténcia de morte e o percentual de morte
(TEIXEIRA-SILVA et al., 2006). Os animais que n&do apresentaram convulsdes foram

considerados protegidos.

3.13 Investigagdo do mecanismo de agao

Para investigar qual via esta envolvida na resposta que as proteinas do
latex apresentaram foram realizados os testes de campo aberto, placa furada e
suspensao da cauda da seguinte maneira: injetou-se intraperitonealmente uma dose
do agonista/antagonista de uma das vias, apés trinta minutos, administrou-se as
proteinas do latex da Calotropis procera, na dose de 100 mg/kg e trinta minutos
apos a segunda injecdo iniciaram-se o0s testes. Foram investigadas duas vias:
glutamatérgica e GABAérgica. Na via glutamatérgica foi utilizado apenas o
antagonista cetamina (10 mg/kg). Neste caso, a cetamina foi administrada e apos 10

minutos foi administrado ou o veiculo ou as proteinas do Calotropis procera, pois a
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cetamina apresenta metabolizacdo muito rapida. Na via GABAérgica foram utilizados

flumazenil (1 mg/kg) e diazepam (1 mg/kg), antagonista e agonista, respectivamente.

3.14 Anédlise estatistica

Todos os resultados foram apresentados como média £+ EPM. ANOVA foi
seguida pelo teste de Tukey como teste post hoc. Os resultados foram considerados

significantes para p<0,05.
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4. RESULTADOS

4.1 Campo aberto

No teste do campo aberto, foram avaliados a movimentacdo espontanea
dos animais (atividade locomotora), o numero de rearings € o niumero de grooming.
A atividade locomotora dos camundongos foi reduzida nos animais tratados com as
proteinas do latex nas doses de 50 (16,33 * 3,15) e 100 mg/kg (11,29 + 2,02) e no
grupo tratado com diazepam 2mg/kg (20,92 + 0,39) em relacdo ao grupo controle
(41,33 + 3,95) e 10 mg/kg (36,33 + 3,69) [F(5,80) = 13,43, p<0,0001]. Com relagao
ao numero de rearing, todos os animais tratados, nas quatro doses, apresentaram
uma reducdo significativa desse comportamento, quando comparado ao controle
(30,55 + 2,43) [F(5,85) = 27,07, p < 0,0001]. Quanto ao comportamento de grooming
apenas 0s animais tratados com a maior dose, 100 mg/kg (0,26 + 0,11),
apresentaram reducdo quando comparado ao controle (1,76 + 0,30) e a dose de 10
mg/kg (1,86 + 0,35) [F(5,90) = 3,96, p =0,0028] (Tabela 1).
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Tabela 1. Efeito da administracdo aguda das proteinas do latex da Calotropis procera no teste do campo aberto.

Grupos Doses (mg/kg) Atividade locomotora Rearing Grooming
Controle - 41,77 + 3,95 (22) 30,50 + 2,43 (24) 1,76 +£ 0,30 (26)
C. procera 5 29,00 + 4,13 (6) 12,13 +4,38 (8) a 1,12 + 0,39 (8)
10 36,33 £ 3,69 (15) 17,69 + 3,48 (16) a 1,86 £ 0,35 (15)
50 16,33 + 3,15 (13) a,b 1,91+ 0,41 (12) a,b 0,84 + 0,24 (13)
100 11,29 + 2,02 (14) a,b 0,26 + 0,11 (15) a,b 0,26 + 0,11 (15) a,b
Diazepam 2 20,92 +0,39 (12) a,b 4,27 +0,57 (11) a,b 1,64 +0,38 (14) c

Os animais foram tratados com as proteinas obtidas do latex da planta Calotropis procera (5, 10, 50 e 100 mg/kg ip.), com agua

destilada (controle ip) ou com diazepam (2 mg/kg ip). Os valores sao expressos em média + EPM. Valores dentro dos parénteses

representam o numero de animais no experimento. A analise estatistica foi realizada utilizando ANOVA seguido por Tukey post

hoc. (p< 0,05) a, b e ¢ quando comparados ao controle, C. procera 10mg/kg e 100 mg/kg, respectivamente.
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4.2 Labirinto em cruz elevado

No teste de labirinto em cruz elevado, foram observados numero de
entradas nos bracos abertos (NEBA), nos bracos fechados (NEBF), tempo de
permanéncia nos bracos abertos (TPBA) e fechados (TPBF) (Tabela 2). O niumero
de entradas nos bracos abertos foi reduzido significativamente nos camundongos
tratados com as proteinas do latex nas doses de 50 (2,00 + 0,57) e 100 mg/kg (1,87
+ 0,47), quando comparado ao controle (6,28 + 0,60), porém o tempo de
permanéncia s6 foi significativamente reduzido nos animais tratados com as
proteinas na dose mais alta, 100 mg/kg (10,88 + 4,1) em relagdo ao grupo controle
(55,86 + 9,76). O numero de entradas nos bracos fechados, também, foi reduzido
nos animais tratados com as maiores doses das proteinas, 50 (5,0 + 0,95) e 100
mg/kg (4,62 + 0,96) em relacéo ao grupo controle (10,57 + 0,99) e 5 mg/kg (11,36 +
1,19). No entanto, os animais tratados com as proteinas na dose de 100 mg/kg
(219,8 + 34,27) apresentaram um tempo de permanéncia nos bracos fechados
significativamente maior dos que os animais do grupo controle (108,60 + 10,75). Isso
mostra que apesar dos animais tratados com a maior dose (100 mg/kg) terem
explorado menos ambos o0s bracos eles permaneceram por mais tempo nos bragos

fechados.
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Tabela 2. Efeito da administracdo aguda das proteinas do latex da Calotropis procera no teste de labirinto em cruz elevado.

Grupos Doses (mg/kg) NEBA TPBA NEBF TPBF
Controle - 6,28 + 0,60 (7) 55,86 + 9,76 (7) 10,57 £ 0,99 (7) 108,60 + 10,75 (7)
C. procera 5 5,00 £ 0,96 (11) 25,64 + 5,45 (11) 11,36 + 1,19 (11) 178,7 £ 19,11 (11)
10 5,75 + 0,70 (8) 39,5 + 10,50 (8) 9,50 + 1,55 (8) 121,6 + 12,83 (8)
50 2,00+0,57 (7)ac  31,0+10,3(7) 5,0+ 0,95 (7) a,b 137,6 + 18,01 (7)
100 1,87 +0,47 (8) a,b,c 10,88+4,1(8)a 462+0,96(8)ab  219,8+34,27 (8) a,c
Diazepam 2 11,17+0,98 (6)a  106,2 +5,15 (6) a 2,00+ 0,68 (6) a 68,33 + 6,7 (6)

Os animais foram tratados com as proteinas obtidas do latex da planta Calotropis procera (5, 10, 50 e 100 mg/kg, ip), com agua
destilada (controle, ip) ou com diazepam (2mg/kg, ip). Os valores sdo expressos em média + EPM. Valores dentro dos parénteses
representam o numero de animais no experimento. Analise estatistica foi realizada utilizando ANOVA seguido por Tukey post hoc.

(p<0,05), a, b e c quando comparados ao controle, C. procera 5 mg/kg ou 10mg/kg, respectivamente.
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4.3 Placa perfurada

No teste da placa perfurada, foi observado o nimero de exploracdes dos
orificios da placa furada realizado por cada animal. Como observado na figura 1, os
animais tratados com as proteinas do latex na doses de 50 mg/kg (13,43 + 2,54) e
100 mg/kg (10,33 + 2,96) apresentaram uma reducdo no numero de exploracdes
gquando comparado aos animais do grupo controle, 0 mesmo aconteceu com 0S
animais tratados com o diazepam, 1 mg/kg (18,33 £ 1,61) [F(5,58) = 7,08, p <
0,0001).
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Figura 1. Efeito da administracdo aguda das proteinas do latex da Calotropis
procera no teste da placa furada. Numero de exploracdes dos orificios, durante
cinco minutos, em camundongos tratados com as proteinas obtidas do latex da
Calotropis procera (5, 10, 50 e 100 mg/kg, ip.), agua destilada (controle) ou
diazepam (1mg/kg). Os valores sédo expressos em média + EPM. Para anélise
estatistica foram utilizados ANOVA seguida de Tukey post hoc. (p<0,05), a e b
guando comparados ao controle ou C. procera 10 mg/kg, respectivamente.
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4.4 Barra giratéria (Rota rod)

No teste da barra giratéria, foi observado o tempo de permanéncia dos
animais, durante 1 minuto, na barra que girava a 12 rpm. Nao foram observadas
diferencas significativas entre os grupos tratados com as proteinas do latex,
diazepam ou grupo controle. Exceto, uma diminuicdo do tempo de permanéncia na
barra nos animais tratados com as proteinas do latex na dose de 100 mg/kg (33,07 +
7,06) comparando-0s com 0s animais tratados com as proteinas na dose de 5 mg/kg
(60,0 + 0,0) [F(5,70) = 2,56, p = 0,0355] (Figura 2).
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Figura 2. Efeito da administracdo aguda das proteinas do latex da planta
Calotropis procera no teste da barra giratdria. Tempo de permanéncia sobre a
barra que gira a 12 rpm, durante um minuto, em camundongos tratados com as
proteinas obtidas do latex da planta Calotropis procera (5, 10, 50 e 100 mg/kg, ip.),
agua destilada (controle) ou diazepam (1mg/kg). Os valores sdo expressos em
média £ EPM. Para analise estatistica foram utilizados ANOVA seguida de Tukey

post hoc. (p<0,05), a quando comparado ao grupo C. procera 5 mg/kg.
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4.5 Suspenséao da cauda

No teste de suspensdo da cauda, foi registrado o tempo que o animal
permaneceu imével suspenso pela cauda. Foi observado um aumento no tempo de
imobilidade dos animais tratados com as proteinas do latex na dose de 100 mg/kg
(183,6 = 4,76) quando comparado ao grupo controle (98,59 +£14,35) e aos outros
grupos tratados com as proteinas do latex (C.p 5 = 125,4 + 17,03; C.p 10 = 105,8
+10,34; C.p 50 = 117,8 +14,91). No grupo tratado com imipramina, 30 mg/kg (12,60
+4,71), foi observada uma reducédo do tempo de imobilidade quando comparado a
todos os outros grupos [F(5,81) = 16,63, p<0,0001] (Figura 3).
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Figura 3. Efeito da administracdo aguda das proteinas do latex da planta
Calotropis procera no teste de suspensdo da cauda. Tempo de imobilidade
durante 5 minutos, em camundongos tratados com as proteinas obtidas do latex da
planta Calotropis procera (5, 10, 50 e 100 mg/kg, ip.), dgua destilada (controle) e
imipramina (30mg/kg). Os valores sdo expressos em média + EPM. Para andlise
estatistica foram utilizados ANOVA seguida de Tukey post hoc. a, b, c, d e e
(p<0,05) quando comparado ao grupo controle, C. procera 5, 10, 50 e 100 mg/kg,

respectivamente.
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4.6 Nado forgado

No teste do nado forcado, foi observado o tempo de imobilidade dos
animais colocados dentro de um cilindro com agua, de maneira que 0s animais nem
pudessem escapar nem tocar o chdo do recipiente. Os animais tratados com as
proteinas do latex na dose de 100 mg/kg (222,4 + 10,67) apresentaram um aumento
no tempo de imobilidade comparando-os com o grupo controle (151,8 £9,78) e
proteinas do latex nas duas menores doses, 5 (150,1 + 11,56) e 10 mg/kg (151,1 +
17,80). Ja o grupo tratado com imipramina, 10 mg/kg (143,3 + 9,79) apresentou uma
reducdo do tempo de imobilidade quando comparado com os grupos tratados com
as proteinas nas maiores doses, 50 (199,6 + 13,56) e 100 mg/kg [F(5,48) = 6,82,
p<0,0001] (Figura 4).
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Figura 4. Efeito da administracdo aguda das proteinas do latex da planta
Calotropis procera no teste de nado forgcado. Tempo de imobilidade durante 5
minutos, em camundongos tratados com as proteinas obtidas do latex da planta
Calotropis procera (5, 10, 50 e 100 mg/kg, ip.), agua destilada (controle) ou
imipramina (10mg/kg). Os valores sdo expressos em média + EPM. Para analise
estatistica foram utilizados ANOVA seguida de Tukey post hoc. (p<0,05) a, b, c, d e
e quando comparado ao grupo controle, C. procera 5, 10, 50 e 100 mg/kg,

respectivamente.
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4.7 Tempo de sono induzido por pentobarbital de sédio

No teste de tempo de sono, foram observados a laténcia de sono e o
tempo decorrido entre a perda e a recuperacao do reflexo de endireitamento que foi
registrado como tempo de sono. Na laténcia de sono foi observada uma reducao do
tempo de laténcia nos animais tratados com as doses de 50 (243,4+16,14), 100
mg/kg (190,8 + 15,12) e nos animais tratados com diazepam 2 mg/kg (177,7 £4,04)
em relacéo ao controle (314,5 + 35,44) [F (5,59) = 4,412, p = 0,0021]. Com relacao
ao tempo de sono, 0s animais tratados com as proteinas do latex nas doses de 50
(5509 £597, 2) e 100 mg/kg (7656 + 1152) apresentaram um aumento do tempo de
sono se comparado ao grupo controle (1460 + 200) e aos grupos tratados com as
proteinas nas doses de 5 mg/kg (2339 + 486,4) e 10 mg/kg (2869 + 354,3). Os
animais tratados com o diazepam apresentaram um aumento no tempo de sono
(4334 + 155,6) quando comparados aos animais do grupo controle, porém um tempo
de sono reduzido quando comprado com 0s animais tratados com as proteinas do
latex na dose de 100 mg/kg [F(5,47) = 16,98, p < 0,0001] (Tabela 3).
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Tabela 3. Efeito da administracdo aguda das proteinas do latex da Calotropis procera no teste de tempo de sono induzido por

pentobarbital de sédio.

Grupos Doses (mg/kg) Laténcia de sono Tempo de sono
Controle - 314, 5 + 35,44 (15) 1460 + 200 (9)
C. procera 5 306,8 + 46,77 (6) 2339 + 486,4 (8)
10 275,6 + 14,47 (8) 2869 + 354,3 (8)
50 243,4 + 16,14 (8) 5509 £ 597,2 (8) a, b, c
100 190,8 £ 15,12 (8) a 7656 £ 1152 (7) a, b,
Diazepam 2 177,7 + 4,04 (10) a 4334 + 155,6 (8) a,d

Os animais foram tratados com as proteinas obtidas do latex da planta Calotropis procera (5, 10, 50 e 100 mg/kg ip), com agua

destilada (controle ip.) ou com diazepam (2mg/kg ip). Os valores sao expressos em média + EPM. Valores dentro dos parénteses

representam o nimero de animais no experimento. Analise estatistica foi realizada utilizando ANOVA seguido por Tukey post hoc

(p<0,05). a, b, c e d quando comparados ao controle, C.procera 5 mg/kg, 10mg/kg e 100 mg/kg, respectivamente.
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4.8 Convulséo induzida por estricnina

Neste teste, foram observados o tempo de laténcia até a primeira
convulsdo, a porcentagem de animais que apresentaram convulsdes, a laténcia de
morte e o percentual de morte. Ndo houve diferenca entre os grupos tratados com
as proteinas do latex da planta Calotropis procera nas quatro doses estudadas em
relacdo ao tempo de laténcia da primeira convulséo [F(5,55) = 2,05, p = 0,0865] e ao
tempo de laténcia de morte em relacdo ao grupo controle (laténcia de convulsao =
19,90 * 2,62; laténcia de morte = 32,50 +3,14) [F(5,55) = 6,43 p = 0,0001]. Apenas o
grupo tratado com diazepam, 4 mg/kg, apresentou aumento no tempo de morte
quando comparado ao grupo controle e aos outros grupos. Em todos os grupos,

todos os animais apresentaram convulsdes e todos morreram (Tabela 4).
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Tabela 4. Efeito da administracdo aguda das proteinas do latex da Calotropis procera no teste de convulsdo induzida por

estricnina.
Grupos Doses (mg/kg) Laténcia de convulsao (seg.) Laténcia de morte (seg.)
Controle - 19,90 + 2,62 (10) 32,50 + 3,14 (10)
C. procera 5 19,13+ 1,14 (8) 35,50 £ 2,55 (8)

10 20,38 £ 1,13 (8) 35,63 £ 1,87 (8)

50 25,42 £ 5.46 (12) 42,25 + 6,41 (12)

100 21,75 £ 1,57 (8) 49,63 + 5,90 (8)
Diazepam 4 31,50 £ 1,96(10) 72,40 £ 9,35 (10) a,b,c,d

Laténcia da primeira convulsdo e tempo de morte, em camundongos tratados com as proteinas obtidas do latex da planta
Calotropis procera (5, 10, 50 e 100 mg/kg, ip.), dgua destilada (controle) ou estricnina (75mg/kg). Os valores sdo expressos em
média + EPM. Valores dentro dos parénteses representam o numero de animais no experimento. Analise estatistica foi realizada
utilizando ANOVA seguida de Tukey post hoc. (p<0,05), a, b, ¢, d e e quando comparado ao grupo controle, C. procera 5, 10, 50 e

100 mg/kg, respectivamente.
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4.9 Convulséo induzida por pilocarpina

Neste teste, foram observados o tempo de laténcia até a primeira
convulsdo, a porcentagem de animais que apresentaram convulsdes, a laténcia de
morte e o percentual de morte. Nao houve diferenca significativa entre 0os grupos
tratados com as proteinas do latex em todas as doses e o0 grupo controle com
relacdo ao tempo de laténcia da primeira convulséo [F(5,55) = 23,54, p<0,0001] e ao
tempo de laténcia de morte [F(5,59) = 28,44, p<0,0001]. Os animais tratados com
diazepam, 4 mg/kg, apresentaram um aumento no tempo de laténcia da primeira
convulsao (1725,0 + 348,2) e no tempo de laténcia de morte (2740,0 + 365,5), quando
comparados ao controle (laténcia de convulsdo = 472,20 * 18,44; laténcia de morte
= 803,20 + 160,30). Além disso, no grupo controle nos grupos tratados com as
proteinas do latex, em todas as doses, todos 0s animais apresentaram convulsdes e
todos os animais morreram. Entretanto, no grupo tratado com diazepam 40% dos

animais nao apresentaram convulsdes e 60% dos animais ndo morreram (Tabela 5).



Tabela 5. Efeito

pilocarpina.
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da administracdo aguda das proteinas do latex da Calotropis procera no teste de convulsdo induzida por

Grupos

Doses (mg/kg)

Laténcia de convulsao (seg.)

Laténcia de morte (seg.)

Controle

C. procera

Diazepam

5
10
50

100

472,2 + 18,44 (10)
420,2 + 21,21 (10)
380,1 + 22,17 (10)
458,1 + 22,29 (10)
425,0 + 19,39 (10)

1725,0 + 348,2 (6) a,b,c,d,e

803,2 + 160,3 (10)
557,7 + 31,42 (10)
490,7 + 42,71 (10)
603,5 + 58,99 (10)
478,7 + 20,31 (10)

2740,0 £ 365,5 (10) a,b,c,d,e

Laténcia da primeira convulsdo e tempo de morte, em camundongos tratados com as proteinas obtidas do latex da planta

Calotropis procera (5, 10, 50 e 100 mg/kg, ip.), agua destilada (controle) ou pilocarpina (400 mg/kg). Os valores sao expressos em

média + EPM. Valores dentro dos parénteses representam o numero de animais utilizados no experimento Andlise estatistica foi

realizada utilizando ANOVA seguida de Tukey post hoc. (p<0,05) a, b, ¢, d e e quando comparado ao grupo controle, C. procera

5, 10, 50 e 100 mg/kg, respectivamente.
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4.10 Mecanismo de acao

Para avaliar o mecanismo de acdo das proteinas do latex obtido da planta
Calotropis procera, foram feitos os testes de campo aberto, placa furada e
suspensdo da cauda com agonistas e antagonista do glutamato e do GABA

isoladamente ou em combinacdo com as proteinas na dose de 100 mg/kg.

4.10.1 Sistema glutamatérgico

No teste campo aberto o grupo tratado com a cetamina, um antagonista
da via do glutamato, apresentou atividade locomotora semelhante a do grupo
controle. Quando administrada juntamente com as proteinas do latex, na dose de
100 mg/kg, a cetamina conseguiu reverter a diminuicdo da atividade locomotora
causada pela proteinas como esta mostrado na tabela 6 [F(3,56) = 12,35, p <
0,0001].

No teste da placa furada, as proteinas do latex da planta Calotropis
procera diminuiram o numero de exploracdes realizadas pelos animais. Neste teste,
a cetamina ndo foi capaz de reverter esse efeito das proteinas, sendo que a
cetamina administrada sozinha apresentou também uma diminuicdo no numero de
exploragcdes quando comparada ao grupo controle (Tabela 6) [F(3,42) = 10,26, p <
0,0001].

Ja& no teste da suspensdo da cauda o grupo tratado com a cetamina e o
grupo que associa a cetamina com as proteinas do latex apresentaram tempo de
imobilidade semelhante ao do grupo controle, ou seja, bem menor do que o tempo
de imobilidade do grupo tratado apenas com as proteinas do latex. Portanto, mais
uma vez a cetamina foi capaz de reverter os efeitos das proteinas do latex [F(3,52) =
20,05, p < 0,0001].
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Tabela 6. Efeito da administracdo aguda das proteinas do latex da Calotropis procera e do antagonista da via do glutamato

(cetamina) isolados ou em associacdo nos testes do campo aberto, placa furada e suspenséo da cauda.

Grupos Doses (mg/kg) Atividade locomotora N° exploracdes Tempo de imobilidade
Controle - 41,77 + 3,95 (22) 31,40 + 5,66 (10) 90,36 + 13,97 (14)

C. procera 100 11,29+ 2,02 (10) a 8,50+ 1,48 (10) a 183,6 £ 8,70 (15) a
Cetamina 10 36,50 +5,06 (11) b 15,30+ 2,33 (10) a 74,10+ 11,82 (10) b
C. procera + cetamina 100 e 10 27,73£3,98 (14) b 11,23+1,83 (13) a 88,79+ 10,93 (14) b

Os animais foram tratados com as proteinas (100 mg/kg), com agua destilada (controle), com cetamina (10mg/kg) ou associagoes,
todas as substancias foram administradas ip. Os valores sdo expressos em média + EPM. Valores dentro dos parénteses
representam o numero de animais no experimento. Analise estatistica foi realizada utilizando ANOVA seguido por Tukey post hoc.

a, b (p<0,05) quando comparados ao controle, C.procera 100 mg/kg, respectivamente.
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4.10.2 Sistema GABAZérgico

Os resultados referentes aos testes estdo apresentados na tabela 7. No
teste da atividade locomotora todos os animais tratados com as proteinas,
isoladamente ou em associacdo com o flumazenil ou com o diazepam,
apresentaram uma diminuicdo da atividade locomotora [F(6,91) = 16,263, p <
0,0001].

No teste da placa furada, o flumazenil conseguiu aumentar a atividade
exploratéria dos animais que receberam as proteinas em associagdo com o
flumazenil, porém esse aumento ndo o suficiente para tornar este resultado
semelhante ao do controle [F(6,72) = 9.84, p < 0,0001].

No teste da suspensdo da cauda o flumazenil conseguiu reverter o
aumento do tempo de imobilidade proporcionado pelas proteinas do latex fazendo
com o que o tempo ficasse semelhante ao do grupo controle [F(6, 94) = 10,39, p <
0,0001].
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Tabela 7. Efeito da administracdo aguda das proteinas do latex da Calotropis procera, do agonista (diazepam) e do antagonista

(flumazenil) da via do GABA isolados ou em associacao nos testes do campo aberto, placa furada e suspenséo da cauda.

Grupos Doses (mg/kg) Atividade locomotora N° exploracdes Tempo de imobilidade
Controle - 41,77 + 3,95 (22) 31,40 + 5,66 (10) 90,36 + 13,97 (14)

C. procera 100 11,29 + 2,02 (10) a 8,50+ 1,48 (10) a 183,6 £ 8,70 (15) a
Diazepam 1 17,8 + 0,25 (10) a 19,07 £ 1,72 (14) a 126,8+9.83(14) b
Diazepam + C. procera 1e100 10,50 £ 0,56 (8) 7,10 £ 1,60 (10) c 155,7 £ 17,95 (9)
Flumazenil 1 39,4+ 3,0 (10) 21,13 1,96 (8) 74,69 + 11,25 (16)
Flumazenil + C. procera 1e 100 15,89 +2,17 (9) d 19.7+1,52 (10) b 119,9+12,69(9) b
Diazepam + flumazenil lel 42,3+4,2 (10) c 20,00 + 2,4 (10) 108,9 + 11,8 (16)

Os animais foram tratados com as proteinas (100 mg/kg), agua destilada (controle), diazepam (1mg/kg), flumazenil (1 mg/kg), ou
associacles, todas as substancias foram administradas ip. Os valores sdo expressos em média + EPM. Valore dentro dos
parénteses representam o numero de animais no experimento. Analise estatistica foi realizada utilizando ANOVA seguido por
Tukey post hoc (p<0,05). a, b, ¢, d quando comparados ao controle, C. procera 100 mg/kg, diazepam (1mg/kg) e flumazenil (1

mg/kg), respectivamente.
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5. DISCUSSAO

Existem estudos na literatura avaliando as atividades do latex da planta
Calotropis procera e ja foram evidenciadas varias propriedades benéficas como
atividade antiinflamatéria (ALENCAR et al.,, 2006; ARYA e KUMAR, 2005),
antinociceptiva (SOARES et al, 2005), anticancer (CHOEDON, 2006), antidiarréica
(KUMAR et al., 2001), antioxidante (ROY et al., 2005) entre outras. Porém, nao se
tem relatos na literatura das acdes dessas proteinas a nivel de sistema nervoso
central. Portanto, neste estudo, foram avaliados os efeitos da administracdo aguda
das proteinas obtidas do latex da planta Calotropis procera em modelos animais de
ansiedade, depressdo e convulsdo. Esses testes sdao modelos classicos para a
avaliacdo da acdo de substancias no sistema nervoso central fornecendo
informacfes sobre desempenho psicomotor, ansiedade, atividade miorrelaxante e
depresséo (SOUSA et al., 2004).

A avaliacdo do comportamento ligado a ansiedade em modelos animais &
baseada na conviccdo de que a ansiedade em animais € comparavel a ansiedade
em humanos. Entretanto, o maior problema é que ndo se pode provar que um
animal experimente a ansiedade da mesma maneira que um ser humano, apesar de
ser incontestavel que os roedores exibem padrdes comportamentais que indicam
ansiedade. Entdo pode-se assumir uma analogia entre a ansiedade em humanos e
roedores (MELO et al., 2006).

Os modelos animais, embora apresentem a limitacdo de ndo se poder
reproduzir fidedignamente as caracteristicas dos transtornos humanos, sao
responsaveis, em grande parte, pelo que sabe atualmente sobre as ac¢des dos
psicofarmacos em diversas etapas dos processos de transmissdo sinaptica
(GONRENSTEIN e SCAVONE, 1999).

Os resultados mostraram que as proteinas do latex, em doses elevadas,
diminuiram a atividade locomotora horizontal do animal, j& a atividade locomotora

vertical (rearing) foi diminuida em todas as doses, enquanto o numero de grooming,
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diminuiu apenas na maior dose. Isso indica uma possivel acdo sedativa e/ou
depressora dessas proteinas, principalmente nas maiores doses (ARAGAO et al,
2006).

O teste do campo aberto € um modelo animal classico usado para avaliar
o efeito autonémico das drogas e a atividade geral do animal (NOVAS et al., 1988),
além de também d& uma boa indicacéo do estado emocional do animal (ARAGAO et
al., 2006). Alteragbes nesse teste podem levar a um resultado falso positivo ou falso
negativo em outros testes, como no teste do labirinto em cruz elevado (MELO et al.,
2006), placa furada (SILVA et al.,, 2007), nado forcado (SOUSA et al., 2004) e

suspensao da cauda.

E esperado que substancias depressoras do sistema nervoso central
levem a uma diminuicdo da atividade locomotora dos animais (CARNEIRO et al.,
2005) e isso é resultado de uma diminuicdo da excitabilidade do sistema nervoso
central e sedacao (GOMES et al., 2008).

As proteinas do latex da Calotropis procera, nas doses mais altas,
levaram a uma diminuicdo no numero de entradas em ambos os bracos, uma
diminuicAo no tempo de permanéncia nos bragos abertos e um aumento na
permanéncia nos bracos fechados. Isso poderia sugerir que a substancia em estudo
apresenta uma acdo ansiogénica. Porém € importante lembrar que o prejuizo da
atividade locomotora, observada nessas mesmas doses, pode ter interferido no
resultado deste teste (MELO et al., 2006).

O teste do labirinto em cruz elevado é o teste mais usado para pesquisar
agentes ansioliticos (RODGERS et al., 1997, CARNEIRO et al., 2005). Esse modelo
usa 0 medo natural dos roedores que evitam lugares abertos e fechados. Quando os
animais sdo colocados nessas situacdes demonstram sinais de medo -
congelamento, defecacéo e mic¢do (GRAEFF e GUIMARAES, 1999; BORSINI et al.,
2002). O comportamento dos roedores € determinado pelo conflito entre impeto de
explorar um local ou objeto desconhecido e a motivacdo a evitar perigo potencial
(SOUSA et al,, 2007). O animal explora ambos os bragos, mas tipicamente

permanecera mais tempo nos bracos fechados, quanto menor o tempo gasto nos
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bracos abertos maior a intensidade da ansiedade (MORATO e BRANDAO, 1997). O
animal encontra-se em conflito entre o impulso para explorar o ambiente novo e a
tentativa de se proteger devido ao medo (MORATO, 2006).

Compostos que causam ansiedade reduzem significativamente o nimero
de entradas e o tempo de permanéncia nos bracos abertos, enquanto os compostos
ansioliticos diminuem a aversdo do animal pelos bragos abertos (PELLOW et al.,
1985, DE-SOUZA et al., 2006).

O efeito ansiogénico apresentado no teste do labirinto em cruz elevado foi
confirmado no teste da placa furada, que avalia o comportamento exploratorio do
animal (CRAWLEY, 1985). Neste teste, foi observada uma redugdo no numero de
exploracdes nos animais que receberam as proteinas nas maiores doses. O nimero
de exploracdes € um comportamento sensivel que muda de acordo com o estado

emocional do animal.

A exploracdo é gradualmente inibida pela ansiedade e uma inibicdo do
comportamento exploratério pode ser revertido por um composto ansiolitico,
indicado por um aumento no numero de exploracdes (TAKEDA et al., 1998).
Portanto, uma diminuicdo no namero de explorac¢des indica uma acao ansiogénica
da substancia em teste, bem como, um aumento nesse parametro indica uma acao
ansiolitica (TAKEDA et al., 1998). Lembrando também que os resultados desse teste
pode ter sofrido interferéncia da alteragdo da atividade locomotora observada no
teste do campo aberto (SILVA et al., 2007).

No teste da barra giratéria ndo foi observada nenhum diferenca
significativa entre os grupos, mostrando que essas proteinas ndo apresentam
nenhum prejuizo na coordenagcdo motora desses animais (SOUSA et al., 2007),

indicando que ndo ha bloqueio neuromuscular periférico (SILVA et al., 2007).

Os dois modelos animais mais utilizados para avaliar a atividade
antidepressiva de uma substancia sédo os testes de nado forcado e suspenséo da

cauda. Ambos sdo conhecidos como testes de desespero comportamental. Os
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antidepressivos em geral reduzem o tempo de imobilidade durante esses testes
(McARTHUR e BORSINI, 2006, PORSOLT et al., 1977, STERU et al., 1985).

Os resultados observados mostraram que 0s animais tratados na maior
dose apresentaram um aumento significativo no tempo de imobilidade quando
comparado com todos 0s outros grupos, mostrando que essas proteinas apresentam
uma agao depressora ou sedativa do sistema nervoso central em grandes doses
(ROMANINI et al., 2006). A imipramina, um antidepressivo triciclico que bloqueia a
recaptacéo de serotonina e noradrenalina (ARAGAO et al., 2006), diminuiu o tempo

de imobilidade dos animais em ambos o0s testes.

Nos testes de nado forcado e suspensédo da cauda foi avaliado o tempo
de imobilidade do animal, uma postura que reflete um estado de desespero
comportamental no qual o animal ndo tem esperanca de escapar. Porém, a relacao
entre tempo de imobilidade e depresséo ainda é controversa (GARDIER e BOURIN,
2001). Nesses modelos, os animais adotam uma postura de imobilidade ap6s um
periodo inicial de agitacdo. A imobilidade observada nesse modelo se assemelha ao
estado de anedonia apresentado por pacientes depressivos durante o curso da
doenca. Portanto, os animais “deprimidos” tendem a apresentar tempo de
imobilidade elevado, como o que foi registrado em alguns grupos deste estudo (DE-
SOUZA et al., 2006).

Embora esses dois testes sejam utilizados com a mesma finalidade, o
teste da suspensdo da cauda € mais sensivel e seu resultado ndo pode ser
confundido com o estresse causado por uma possivel hipotermia que pode ocorrer
no caso do teste de nado forcado (CRYAN et al., 2005). Machado et al. (2008),
mostraram que uma mesma substancia pode reduzir o tempo de imobilidade no
teste da suspensdo da cauda e esse mesmo efeito ndo ser observado no teste do
nado for¢cado. O teste do nado forcado pode ainda sofrer interferéncia de um déficit
na coordenacdo motora (SILVA et al.,, 2007), que foi avaliada no teste da barra
giratoria. Porém, neste estudo, os animais ndo apresentaram alteracdo de
coordenacdo motora e, portanto, ndo houve esse tipo de interferéncia no teste do

nado forcado e o resultado ndo esta relacionado com bloqueio neuromuscular
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periférico, mas pode envolver neurbnios que controlam a atividade depressora
central (ADZU et al., 2002).

A acao sedativa das proteinas, observada no teste de campo aberto, foi
confirmada no teste de tempo de sono induzido por pentobarbital de sodio, no qual
foi observada uma diminuicdo do tempo de laténcia de sono na maior dose e um
aumento no tempo de sono dos animais tratados com as doses mais altas das
proteinas. Drogas que apresentam um efeito depressor no sistema nervoso central
levam a uma diminuicdo na laténcia para o sono e um aumento no tempo de sono
no teste de tempo de sono induzido por pentobarbital de s6dio (SOUSA et al., 2004).
Porém, esse teste ndo € especifico, pois droga que alteram a metabolizagdo do
pentobarbital pelo complexo citocromo P-450 podem apresentar o mesmo efeito que

as drogas depressoras do sistema nervoso central (GOLOUBKOVA et al., 1998).

A diminuicdo da atividade locomotora espontédnea e potenciagdo do
tempo de sono sugerem atividade depressora central (PEREZ et al.,1998). Uma
substancia que diminui a laténcia para o0 sono e aumenta o tempo de sono total pode
ser classificada como hipnética (DE-SOUZA et al., 2006). Portanto, pode-se dizer
gue as proteinas apresentam efeito sedativo, depressor, hipnético e ansiogénico nas
doses mais elevadas utilizadas nesse estudo. Semelhante ao que foi encontrado
neste trabalho, Argal e Pathak (2006), mostraram que o extrato alcodlico da casca
da raiz da C. gigantea possui acdo no sistema nervoso central como atividades

sedativa, ansiolitica, anticonvulsivante e analgésica.

As proteinas do latex ndo apresentaram nenhum efeito na prevencao do
aparecimento de convulsées nem no tempo de laténcia para o desenvolvimento de

convulsdes induzidas por pilocarpina nem por estricnina.

O latex da planta Calotropis procera tem sido avaliado com relacdo as
suas atividades farmacologicas por diversos grupos de pesquisa e ja foram
evidenciadas varias propriedades benéficas como atividade antiinflamatoria
(ALENCAR et al., 2006; ARYA e KUMAR, 2005), antinociceptiva (SOARES et al.,
2005), anticancer (CHOEDON, 2006), antidiarréica (KUMAR et al., 2001),

antioxidante (ROY et al, 2005), entre outras.
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Na maioria dos estudos, foi utilizado o latex de uma maneira integral.
Neste, foram avaliadas apenas as atividades das proteinas obtidas do latex dessa
planta no sistema nervoso central de camundongos. Observamos que essas
proteinas quando administradas nas maiores doses apresentaram algumas
alteracbes no sistema nervoso central. Apesar de nos testes de labirinto em cruz
elevado e placa furada os resultados apontarem para um aumento na ansiedade
causado pela administracdo aguda das proteinas do latex da planta Calotropis
procera, esse resultado sofreu alteracdo devido ao prejuizo na atividade locomotora
dos animais tratados com essas proteinas. O efeito sedativo dessa substancia e um
possivel efeito depressor do sistema nervoso central ficou melhor evidenciado nos
testes de campo aberto, suspensdo da cauda, nado forcado e tempo de sono
induzido por pentobarbital de sédio, que também podem ter sido afetado pelo

prejuizo da atividade locomotora.

Comparando os nossos resultados com outros encontrados na literatura,
que também avaliaram a acdo especificamente das proteinas, podemos observar
gue essas alteracBes encontradas no nivel de sistema nervoso central ndo iriam
interferir nas outras acdes. Em geral, as doses utilizadas para a avaliagéo das outras
propriedades dessas proteinas sdo bem menores, por exemplo, a atividade
antinociceptiva foi observada em animais tratados com as doses de 5 mg/kg,
12,5mg/kg, 25 mg/kg e 50 mg/kg (SOARES et al., 2005). As atividades
antiinflamatdria e analgésica foram evidenciadas na dose de 5 mg/kg (ALENCAR et
al., 2006), enquanto que alteragbes centrais s6 foram encontradas em doses altas,
50 ou 100 mg/kg.

Avaliando o mecanismo de a¢&o envolvido na atividade dessas proteinas,
verificamos que esse mecanismo acontece via glutamato. Embora o glutamato seja
um antagonista dos receptores NMDA e, portanto, deveria diminuir a excitacao
agravando o quadro depressor iniciado pelas proteinas, Arruda et al. (2008),
mostraram que a cetamina administrada em doses agudas subanestésicas afeta a
coordenacdo motora e gera uma hiperatividade em camundongos através de uma
modulacdo do sistema dopaminérgico. Nesses mesmos estudos podemos observar

gue os animais tratados com a cetamina da dose de 10 mg/kg apresentaram um
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aumento da atividade locomotora e uma diminuicdo do tempo de imobilidade do

teste da suspensao da cauda.

Mecanismos dopaminérgicos tém papel importante na mediacdo da
atividade locomotora e a cetamina pode influenciar a transmissdo de dopamina e
ativacdo do receptor através de multiplos mecanismos (MANDRYK et al., 2005).
Dados bioquimicos demonstraram que a cetamina aumenta a liberacdo (SMITH et
al., 1998) e inibe a recaptacdo de dopamina (JOHNSON e SNELL, 1985) no estriato
e cortex, respectivamente. Tem sido sugerido que a cetamina pode apresentar uma
atividade agonista indireta da dopamina, e a estimulacdo comportamental induzida

pela cetamina pode ser conectada com o sistema de dopamina (IRIFUNE, 1991).

A cetamina mostra afinidade muito similar pelos receptores NMDA e D5,
com menor afinidade por sitios 5SHT atuando como agonista parcial nos receptores
D2 (KAPUR e SEEMAN, 2002). Essa interrelacdo anatomica e funcional dos
sistemas dopaminérgicos e glutamatérgicos no sistema nervoso central sugere que
uma inibicdo dos receptores NMDA pode influenciar a neurotransmissao
dopaminérgica (VASILIADIS et al., 1999, ZHENG et al., 1999).

Liu et al. (2006) relataram que a ocupacao direta de receptores D, de
dopamina e receptores de serotonina pela cetamina permanece obscura, sendo

necessaria investigacao adicional.
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6. CONCLUSAO

As proteinas do latex obtido da planta Calotropis procera apresentam
efeito um efeito sedativo que foi evidenciado nos testes de campo aberto e tempo de

sono induzido por pentobarbital de sodio.

Nos testes de labirinto em cruz elevado e placa furada as proteinas
mostraram uma atividade ansiogénica, embora esse resultado tenha sofrido

interferéncia pela diminuicdo da atividade locomotora.

Nos testes de suspenséo da cauda e de nado for¢ado foi evidenciado um
efeito depressor dessas proteinas, porém a diminuicdo da atividade locomotora

também comprometeu estes resultados.

Portanto, o que se pode afirmar com esses testes é que as proteinas do
latex obtido da planta Calotropis procera apresentam efeito sedativo, provavelmente

através da via glutamatérgica modulando a via dopaminérgica.
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