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Esse estudo avaliou a atividade do tipo ansiolitica do extrato aquoso (EA) e de uma
fracdo semi-purificada (PPT-3) da Cuphea carthagenensis (Jacq.) J. F. Macbr,,
popularmente conhecida como sete-sangrias. Para este fim foi utilizado o modelo
experimental do labirinto em cruz elevado (LCE) em camundongos. Nossos resultados
mostram que o EA (0,25 — 1,0 g/kg v.0.) e o PPT-3 (0,1 — 0,5) alteram significativamente
tanto os parametros espago-temporais quanto etolégicos nesse modelo, o que indica um
efeito do tipo ansiolitico, promovendo um aumento da freqiéncia e permanéncia dos
animais nos bragos abertos, bem como o nimero de imersdes de cabega e uma redugéo
do numero de estiramentos.

Os mesmos tratamentos, no entanto, ndo apresentaram nenhum efeito em testes
complementares, realizados com o intuito de se obter algum indicativo do mecanismo de
acao ansiolitico observado. Os testes realizados foram o sono induzido por barbiturico, e
convulsdes induzidas por pentilenotetrazol (PTZ) ou por eletrochoque transcorneal
maximo, onde drogas que atuam como os benzodiazepinicos sao facilmente detectaveis.
Esses resultados complementares associados ao fato de que o pré-tratamento com
antagonistas de receptores colinoceptivos nicotinicos néuronais, mecamilamina e
metilcaconitina, foram capazes de reverter o efeito do tipo ansiolitico exercido pelo EA,
sugerindo que este efeito possa envolver, direta ou indiretamente esses receptores. No
entanto, o mecanismo molecular de agéo responsavel por esse efeito do tipo ansiolitico

da Cuphea carthagenensis, assim como sua toxicologia, necessita ser melhor investigado.

Palavras-chave: ansiedade, planta medicinal, validagado, sete-sangrias, labirinto em cruz

elevado.
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RESUMO

A Cuphea carthagenensis, conhecida popularmente como sete-sangrias, é
“utilizada em forma de cha como anti-hipertensiva, diurética, diaforética, anti-
sifilitica, contra as afec¢gdes de pele e mucosa, etc.

Estudos anteriores realizados no nosso laboratério mostraram que o extrato
aquoso (EA) desta planta, em tratamento intragastrico oral agudo v(1h) ou repetido
(14 dias bid) produziu um efeito do tipo ansiolitico no modelo do labirinto em cruz
elevado (LCE) em camundongos, sem, no entanto, produzir prejuizos na atividade
locomotora ou na performance motora e promover depressao do sistema nervoso
central desses animais (De Lima, 1998; Gavioli, 1998).

O presente estudo investigou a atividade do tipo ansiolitica do EA e do
PPT-3 da Cuphea carthagenensis (Jacq.) J.F. Macbr. no modelo do LCE. Na
tentativa de se obter maiores informagdes sobre este efeito foram utilizados testes
complementares e antagonistas nicotinicos neuronais como pré-tratamento.

Camundongos machos foram tratados com o EA da planta (0.25, 0.5 e 1.0
v.0.) agudo e repétido e, em ambos os tratamentos o EA apresentou um efeito do
tipo ansiolitico no teste do labirinto em cruz elevado. O tratamento repetido com o
EA nao promoveu tolerancia nos animais para o éfeito ansiolitico e, tampouco, foi
eficaz em modelos padroes para estudo de atividades de compostos do tipo
benzodiazepinico, como sono barbitirico e convulsdes induzidas por

pentilenotetrazol ou por eletrochoque transcorneal maximo.
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Outros estudos realizados com o EA e com uma fragdo semi-purificada
(PPT-3) desta planta mostraram que, em preparagbes de diafragma de
camundongo o EA e o PPT-3 potenciaram as contragbes musculares, sugerindo
uma acgdo de seus constituintes na transmissdo neuromuscular. Observou-se
também uma reversao do bloqueio da transmissédo neuromuscular produzido pela
d-tubocurarina e succinilcolina e um retardamento do bloqueio neuromuscular
produzido pela a-bungarotoxina, indicando a interacéo destes compostos com o
receptor colinérgico nicotinico (Viel, 1998). No presente estudo, o tratamento com
antagonistas de receptores nicotinicos neuronais, mecamilamina e metilcaconitina,
reverteu o efeito ansiolitico do EA avaliado no LCE.

O tratamento agudo com o PPT-3 (0,1; 0,25; 0,5 g/kg, v.0.) produziu o efeito
ansiolitico apenas na dose de 0,25 g/kg e em nenhuma das doses usadas alterou
os parametros do testes comp’lementares., Ao contrario do qu'e ocorreu em
'preparagées isoladas, o processo de purificagdo n&o concentrou os principios
ativoé responsaveis pelo efeito do tipo ansiolitico.

De uma maneira geral, os resultados obtidos neste trabalho indicam que o
EA de Cuphea ca’rthagenensis, e a fracao semi-purificada PPT-3 apresenta na sua
constituicdo principios biologicamente ativos com atividade do tipo ansiolitica.
Esse efeito envolve, direta ou indiretamente, os receptores nicotinicos neuronais e
seu mecanismo de agdo molecular deve ser objeto de investigagéo de estudos

futuros.

vi



ABSTRACT




Marco Antonio de Lorenzo Abstract

ABSTRACT

Cuphea carthagenensis, popularly known in Brazil as “sete-sangrias”, has
its infusion used in folk medicine as antihypertensive, diuretic, diaphoretic, in skin
diseases, etc.

Preliminary studies (De Lima, 1998; Gavioli, 1998) have shown that the oral
acute (1h) or repeated (14 days bid) treatment of mice with the aqueous extract
(AE) of C. carthagenensis promoted an anxiolytic-like effect as evaluated in the
plus-maze test. Nevertheless, no changes in the locomotor activity as well as in the
motor performance of the treated animals were observed. Moreover, no signs of
central depression were registered in these animals.

The aim of this study was to better investigate this putative anxiolytic-like
activity of the AE of Cuphea carthagenensis (Jacq.) J.F. Macbr. and its semi-
purified fraction PPT-3 in the plus-maze test in mice. We also tried to check other
central effects of the preparations, using compleméntary tests, and to study the
underlying mechanism of this action, using antagonists of the cholinergic neuronal
nicotinic receptors.

Male adult mice were acutely and repéatedly treated with the AE of C.
carthagenensis (0.25, 0.5 e 1.0 p.o.) and evaluated in the plus-maze test. Both
treatments promoted an anxiolytic-like effect and the repeated treatment did not
cause a decrease in this effect, as expected to benzodiazepine-like compounds
(tolerance phenomenon). We did not observe any alterations in the other

complementary test used such as barbiturate-sleeping time, pentilenotetrazol- and
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maximal electroshock- induced convulsions and rota-rod, indicating no
resemblance with the benzodiazepine drugs.

On the other hand, Viel (1998) showed that the AE and the semi-purified
fraction PPT-3 seemed to interact with the cholinergic nicotinic receptors in in vitro
preparations. In this study, the treatment with neuronal nicotinic antagonists were
able to revert the anxiolytic-like effect of AE evaluéted in the elevated plus-maze.

Moreover, the acute treatment with thé semi-purified fraction PPT-3 (0.1,
0.25, 0.5 g/kg p.o.) produced an anxiolytic-like effect just at 0.25 g/kg and none of
all doses employed had an effect on the complementary tests.

Taken together, the results obtained in this study indicate that the AE of C.
carthagenensis, and also the semi-purified fraction PPT-3, have biologically active
constituents with an anxiolytic-like activity. This activity seems to involve, direct or
indirectly, neuronal nicotinic receptors but its underlying mechanism of cellular

action remains to be elucidated.
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INTRODUCAO

Plantas medicinais

“Uma estreita relacdo entre os homens e as plantas consideradas curativas
sempre existiu em todas as fases de desenvolvimento das varias civilizages.
Provavelmente a tendéncia a utilizar plantas para tratamento dos seus males é
inata no homem, como em outros animais. Estudos realizados na Tanzania, com
chimpanzés, verificaram que esses primatas deglutem em jejum folhas de certas
plantas que os livram de vermes intestinais e arquedlogos jé__r__lcontraram em
tumulos pré-histéricos sementes de plantas tidas como medicinais. Até hoje os
povos primitivos mantém curandeiros cujas préticas'envolvem manipulagcao de
plantas ou produtos derivados de vegetais. Nos dias atuais assiste-se a um
fendmeno tanto mais surpreendente quanto dele nem mesmo escapam as
populagées mais industrializadas: a intensificagdo do uso de plantas para fins
medicinais. Questdées de ordem sécio-econbémica, de um lado, e o
desconhecimento cientifico, de outro, explicam este fato” (Gottlieb, e Kaplan,
1993).

Ao se abordar o polémico assunto relacionado a utilizacdo de produtos
naturais, aqui ressaltando as plantas medicinais, podemos fazer referéncia a esta
pratica como fonte Unica de recursos terapéuticos em regides interioranas do
Brasil, onde o acesso a saude, de um modo geral, é dificil. Além desse aspecto, é

comum observar a frenética utilizagdo de produtos naturais (como as plantas
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medicinais), numa parcela da populagdo que tem acesso ao atendimento a saude
adequado , muitas vezes sustentada pelo modismo e por correntes naturalistas.
Acrescenta-se a estes dois polos opostos, os programas sociais, associagdes de
bairros e comunidades alternativas, além de projetos diversos, escolares,
universitarios ou aqueles dirigidos por ONGs, onde é preconizada a utilizacdo de
plantas medicinais, inclusive com a criagdo e manutencdo de hortos de plantas
medicinais para fins terapéuticos.

De um modo geral, presume-se que 70 a 80% da populagao de paises em
desenvolvimento ainda se valem de praticas de medicina popular para o
tratamento de suas doengas e a presencga das plantas medicinais, em diferentes
preparacgdes, € preponderante (Lapa e col., 1997).

A partir da década de 50, onde até entdo o uso de medicamentos vegetais
tinha quase que exclusividade, houve uma substituicao gradativa desses
medicamentos por principios ativos deles extraidos, ou por seus derivados
sintéficos, devido as dificuldades encontradas no controle de qualidade — quimico,
farmacoldgico ou toxicolégico — dos extratos entdo utilizados. Em decorréncia
disto, apenas uma pequena parcela das plantas medicinais foi submetida a
estudos cientificos mais rigorosos com protocolos modernos. Isso implica em que
a maioria das informagdes disponiveis sdo referentes a década de 50, ou seja,
obsoletas frente ao estagio atual do conhecimento cientifico (Lapa e col., 1997 ;
Farnswoﬁh, 1993 ; Gaus e Hogel, 1995; Clark, 1996).

Vale entdo, diante das consideragdes levantadas até aqui e diante da
necessidade iminente de se validar as atividades atribuidas as plantas medicinais,

frisar que “a idéia primordial na indicagdo do uso dos fitoterapicos na medicina
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humana nédo é substituir medicamentos registrados e ja comercializados, mas sim
aumentar a opcgéo terapéutica dos profissionais de saude ofertando medicamentos
equivalentes, também registrados, talvéz mais baratos, com espectro de acgéo
mais adequado e, qui¢ca, com indicagdes terapéuticas complementares as
medicagdes existentes, mvas sempre em estrita obediéncia aos preceitos éticos
que regem o emprego de xenobibticos na espécie humana. Objetivos secundarios,
mas nao menos importantes, seriam a valorizagao das tradi¢coes pdpuléres eo
fornecimento de substrato autéctone para o desenvolvimento da indudstria
farmacéutica local”’ (Lapa e col.,, 1999).

Para se estabelecer o perfil farmacolégico de uma droga, em processo que
n&o deve diferir daquele empregado para plantas medicinais, € necessario uma
experimentacao cuidadosa e moderna, o que leva um longo periodo de tempo
para se completar, além de um alto investimento. Os requerimentos legais para
aceitagdo de um fitoterapico variam de acordo com os paises e suas
neceésidades. Para alguns o uso tradicional é suficiente para-"ga"rantir uma baixa
toxicidade, enquanto outros sustentam a necessidade de ur'na';ava'l,éé'géo critica -
contando com resultados acumulados de experimentagdes cientiﬁcés das ultimas
decadas (Lapa e col., 1997). Praticamente todos os paiseé do mundo adotaram a
Declaracao de Helsinki e suas “Diretrizes éticas internacionais para investigacao
biomédica envolvendo seres humanos”. No Brasil, os quatro conceitos basicos
(autonomia, n&o maleficéncia, beneficéncia e justica) foram incorporados a
resolugé@o 1/88 do Conselho Nacional de Satde (CNS), Ministério da Saude (MS),

posteriormente substituida pela Resolugdo 196/96 (Brasil, 1996) que normatiza as
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pesquisas nesta area visando o aprimoramento do conhecimento cientifico e a
produgéo de insumos para o atendimento médico-hospitalar (Lapa e col., 1999 ).

E importante salientar, sob o ponto de vista da ética da utilizacdo de
medicamentos, segundo Lapa e col. (1999) que: “a planta medicinal utilizada como
medicamento € um xenobibtico, isto &, um produto estranho ao organismo
humano, nele introduzido com finalidades terapéuticas. Como todo corpo
estranho, os produtos de sua biotransformagdo s&o potencialmente toxicos, e
assim devem ser encarados até prova em contrario. De fato, ndo ha porque, a
priori, considerar inééua uma planta medicinal, se do reino vegetal sao obtidas
substéncias extremamente téxicas como a estricnina, a digitoxina, os curares e os
heterosideos cianogénicos”.

A este respeito, o cientista russo Semenov ao rélacionar em ordem
decrescente de citotoxicidade uma grande quantidade de substancias que
permaneciam ainda bioativas numa diluicdo 10® M (presentes, portanto, numa
inﬂmé qguantidade de solug&o aquosa), o que resultou em que as 36 primeiras sédo
substancias naturais, ou seja, presentes em plantas ou animais. Os norte-
americanos Rosenkrans e Klopman, compararam a atividade carcinogénica de
centenas de substancias, dentre as quais ndo encontraram diferenga significativa
entre as sintéticas e as naturais: aproximadamente 40% de cada um dos dois
grupos mostrou atividade (apud Gottlieb e Kaplan, 1993).

Ao se analisar a efetividade de um infuso, tintura ou capsula de uma ou
varias plantas medicinais, € preciso considerar que o efeito obtido pode ser devido
a uma agao placebo de substancias inertes, eficazes no estresse, na hipertensao,

nas palpitagdes, na ansiedade, na dispnéia, nas Ulceras gastricas e nas dores as
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mais variadas, ou na “cura” de disturbios auto-limitados como diarréias, vomitos,
tosses, resfriados e célicas, ou ainda, de sintomas mal definidos como
indisposigao geral, astenia, nervosismo e males do figado. Deve-se também
ponderar que a auto-sugestio e a esperanga de cura podem aliviar sintomas e
induzir o paciente a desconsiderar sinais importantes, retardando o atendimento
médico em patologias graves, como no cancer de mama, com conseqiéncias, as
vezes, irremediaveis. Do ponto dé vista toxicolégico, deve-se considerar que uma
planta medicinal ou um fitoterapico ndo tém somente efeitos imediatos e
facilmente correlacionados com a sua ingestdo, mas, principalmente efeitos que
se instalam a longo prazo e de forma assintomatica, como os carcinogénicos,
hepatotoxicos e nefrotéxicos, a exemplo do que ocorreu recentemente no Brasil
com os extratos do confrei (Symphytus officinale L.) (Lapa e col., 1999).

Fica, assim, claro que, embora a utilizagcao de plantas medicinais ocorra em
grande escala como medicamentos, uma quantidade muito pequena delas esta
sendo criteriosamente estudada de acordo com os padrdes cientificos e éticos
aceitos internacionalmente. Podemos concluir, portanto, que estas plantas sé
podem ser consideradas medicamentos éticos a partir do momento em que é
definida sua eficacia, conhecida a sua toxicidade e seu controle de qualidade
possa ser realizado. Para que se atinja esse objetivo, o protocolo que caracteriza
os fitomedicamentos & bem definido e nao difere daquele recomendado para
compostos sintéticos.

O processo para o estudo e desenvolvimento de medicamentos (entre eles
as plantas medicinais) e algumas razdes para a validagdo de plantas medicinais

encontram-se nas esquemas 1 e 2.
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Esquema 1

medicamento (retirado de Lapa e col.,
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1997).
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Esquema 2 — Razdbes para validar as plantas medicinais. -

o Necessidades Sociais
Mais informagées cientificas a curto prazo para os usuarios de plantas da medicina popular.

e Pesquisa Terapéutica
Descoberta de novos medicamentos com atividades' farmacolégicas inovadoras, além de
determinagéo do perfil farmacologico e de seus mecanismos de agéo.

e Inconsisténcia Botanica
Para conhecer a variabilidade quimica de plantas de mesma espécie que crescem em
diferentes condigdes ecoldgicas.

e Requerimentos Eticos
Para avaliar as conseqiiéncias farmacologicas / toxicologicas desconhecidas apés curta ou
longa utilizacdo de um determinado medicamento, garantindo a segurang¢a do seu uso.

¢ Beneficios Econémicos
Para fortalecer o mercado regional com fitomedicaméntos padronizados de alta aceitagao,
dando condi¢des para o desenvolvimento da industria farmacéutica local.

e Objetivos Académicos
Para o desenvolvimento dos paises menos desenvolvidos €& necessario um suporte
tecnologico / cientifico para avaliagdo de novos medicamentos, formagao de especialistas e

fortalecimento da vigilancia sanitaria orientada para a definicdo das politicas de satde.

Adaptado de Lapa e col. (1997).
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Cuphea carthagenensis

A Cuphea carthagenensis (Jacq.) J.F. Macbr., € uma planta pertencente a
familia Lythraceae, cujo nome, segundo Hoehne (1939), derivou da palavra
“Lythrum” que significa “sangue derramado” ou “sangue coagulado®, tendo esse
nome sido introduzido por Dioscérides para classificar todos os seus
‘representantes. A origem do‘nome do género Cuphea vem do grego “Kuphos” e

significa giba, devido a base gibosa do calice (Sete-sangrias, 2000).

As plantas desta famiia apresentam como caracteristicas principais folhas
§imples e opostas, cauliculos dispostos em angulos retos, flores em forma calice
ou tubulares, com pétalas de aspecto amarrotado inseridas no bordo do calice,
estames fixos dentro da corola, geralmente organizados em duas espirais.
Possuem , ainda, ovério‘superior livre, com placentagao axial, fruto seco, do tipo
capsula, inserido no persistente tubo floral e um niumero basico de cromossomos

X = 8 (Oka e Roperto, 1998; Graham, 1998a).

Entre outros géneros que constituem a familia das Litraceas, o género
Cuphea é o seu maior representante, compreendendo ao redor de 250 espécies
qué, em sua maioria, vive em lugares Umidos. Sua origem é centro - sul
americana, com bastante representatividade no Brasil. Muitas espécies ocorrem
como infestantes, mas sao raras as situagdes em qué a intensidade das
infestagbes € grande. Muitas plantas do género Cuphea sado conhecidas

popularmente como “sete-sangrias”, numa alusdo a que o tratamento com essas

plantas equivale ao resultado obtido por sete sangrias (tratamento comum no
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passado para “pressado alta”). Atualmente, ha um grande interesse em estudar a
viabilidade de se explorar comercialmente plantas do género Cuphea melhoradas
ou geneticamente alteradas pela capacidade destas plantas de produzir acidos
graxos de cadeias médias e curtas (com 8, 10 e 12 carbonos), que sio
armazenados nas sementes em combinacdo com glicerol, com possibilidades de

uso como lubrificantes sintéticos e plastificantes (Sete-sangrias, 2000).

A C. carthagenensis € uma planta anual, herbacea, ereta e
ramificada (Figura 1). Possui caule avermelhado com abundante pilosidade
glandulosa. Mede entre 20 e 60 cm e se reproduz por sementes. As folhas séo
opostas, curto-pecioladas, oblongo-lanceoladas de apice e base agudos,
possuindo até 5 cm de comprimento. Possuem a face inferior levemente mais
clara e com pubescéncia mais pronunciada que a superior. Sd0 ainda,
membranosas, asperas, glabras e perinervadas. Suas inflorescéncias sao axilares,
dispostas em cachos com pequenas flores de coloragéo violacea ou avermelhada.
As flores sdo formadas por duas pétalas dorsais menores que as outras, contendo
onze estames (Corréa, 1975; Lorenzi,1991). Os frutos da C. carthagenensis sao
em forma de capsula, contendo 4 a 8 sementes (Figﬁra 2). Algumas sinonimias
cientificas desta planta ja descritas sao: Balsamona pinto Vand., Cuphea
balsamona Cham. & Schltd., Cuphea divaricata Pohl ex Koehne, Cuphea elliptica
Var. ex Koehne, Cuphea pepiidioides Marx ex koehne, Cuphea pinto Kohne,
Cuphea hyssopifolia Cham., Cuphea ingrata Cham., Lythrum carthagenense
Jacq., Parsonsia balsamona (Cham. & Schitd.) Standl., Parsonsia pinto A. H.

Heller (Coimbra, 1958; Lorenzi, 1991; w3 Tropicos, 1997).
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Figura 1 - Cuphea carthagenensis (Jacq.) J.F. Macbr. (Herbarium Cris Oka,

2000).

10
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Figura 2 — Detalhes do caule, frutos e flor de Cuphea carthagenensis

(Jacq.) J.F. Macbr ( retirado de Herbarium Cris Oka, 2000).

A Cuphea carthagenensis (Jacq.) J.F. Macbr. utilizada neste trabalho é
conhecida como sete-sangrias, guanxiuma-vermelha ou cuféa, sendo
popularmente utilizada como anti-hipertensiva, na arteriosclerose, para as
palpitacdes e para fortalecer o coragdo. E usada também no reumatismo e
doengas de estdbmago e intestino. A ela sédo atribuidas propriedades diaforéticas,
depurativas, laxativas, diuréticas, anti-sifiliticas e depressoras do sistema nervoso
central (De Lima e col., 1999). E utilizada no tratamento da gonorréia, hemorréidas
e malaria, no combate ao colesterol, limpeza das rins, afec¢ées da pele e doencas
venéreas, e por suas propriedades balsdmicas é também utilizada como
atenuante de inflamagao das mucosas (Herbarium Cris Oka, 2000; Cuphea, 2000).
Como diaforética é também utilizada nas febres intermitentes (Hoehne, 1939;

Dieseldorff, 1940; Coimbra,1958; Corréa, 1975; Lorenzi, 1991).

11
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Todas as partes da planta (raiz, caules, folhas e flores) sdo utilizadas no
_ prebaro de chas e estes sdo usados de forma cronica (Corréa, 1975; Lorenzi,
1991). As formas farmécéuticas habituais para a utilizagdo desta planta sdo
infuso, decocto, extrato fluido, tintura, elixir, vinho, xarope, etc. Quando consumido
em excesso,‘pdrém, o cha desta planta pode causar diarréia (Coimbra, 1958; Oka

e Roperto, 1998).

As propriedades medicinais da C. carthagenensis sao atribuidas a seu 6leo
essencial. Segundo o banco de dados Phytochemeco Database (1998), ela possui
acido betulinico, ao qual é atribuido atividade antiinflamatéria, antiviral e

antitumoral (Recio e col., 1994; Fujioka e col., 1994; Harbone e Baxter, 1983).

Do mesmo modo como ocorre com as outras espécies, o 6leo essencial da
C. carthagenensis é rico em triglicérideos de cadeia média, como o acido laurico
(81,4%), acido caprico (5,3%) e acido miristico (4,7%) (Kleimann, 1990). Além
destes compostos, essa planta € rica em manitol, B-sitosterol, pB-amirina,
stigmasterol, ergosterol, acido ursoélico e os triterpenos epifriedelinol e 3 B-
hidroxifriedel-7-ene, um novo triterpeno natural denominado carthagenol

(Gonzales e col., 1994).

Entre os flavondides presentes nas Cupheas, destacam-se os glicosideos
de apigenina, O-glicosideos de Iuteolina, O-glicosideos de quercetina, O-
glicosideos de rhamnetina, O-glicosideos de isorhamnetina, O-glicosideos de
miricetina e as agliconas quercetina e miricetina (Santos e col., 1995, Daros e

col.,1996).

12
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Os resultados obtidos com a Cuphea aperfa Koehne mostram uma
potenciagao do sono induzido por barbituratos (Santos, 1987) e uma depressao do
sistema nervoso central foi observada apés o tratamento com a Cuphea
balsamona Cham. & Schitd (Ericeira e col.,, 1984). Além disso, estudos
preliminares com a propria C. carthagenensis, procedidos no Laboratério de
Neurofarmacologia — CCB — UFSC, mostraram, em camundongos, uma atividade
do tipo ansiolitica promovida pelo extrato aquoso dessa planta sem apresentar
efeito protetor das convulsdes induzidas por pentilenotetrazol ou por eletrochoque
maximo, e sem modificar a atividade exploratéria ou coordenagéo motora desses
animais (De Lima, 1998; Gavioli, 1998). Estas evidéncias somadas a necessidade
de se realizar um estudo desta planta que se enquadrasse nos moldes mais
modernos e éticos relacionados ao estudo de plantas medicinais, levou ao
presente trabalho na tentativa de colocar a C. carthagenensis no rol das plantas
medicinais que poderdo, apds os varios niveis de estudo, ser disponibilizadas,

isentas de riscos ou com riscos controlados, ao uso terapéutico.

Ansiedade

Etimologicamente, a palavra ansiedade provém do grego anshein, que
significa estrangular, sufocar, oprimir. O termo correlato angustia, origina-se do
latim, onde a mesma palavra exprime desconforto, enquanto angor significa
opress&o ou falta de ar e angere, causar panico. Todos estes termos referem-se
metaforicamente a experiéncia subjetiva caracteristica da ansiedade e a palavra
“pénico”, relaciona-se com o deus Pan, que inspirava terror, assim como o deus

grego Phobos, origem do termo fobia (Graeff, 1996).

13
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Em pessoas sadias normais a resposta de estresse € provocada por uma
ameaca ou um desafio real, sendo usada, através de uma acdo apropriada, na
solugéo da situagdo enfrentada. A ansiedade, no entanto, € uma reacéo de alerta
excessivo, desproporcional é situagéo enfrentada, ou na auséncia de um estimulo
detectavel, sendo caracterizada por sentimentos de apreenséo, incerteza e medo,
geralmente acompanhados de sintomas fisicos. Fisicamente, a ansiedade é
expressa por respostas fisiolégicas que incluem hipertensao arterial, taquicardia,
taquipnéia e aumento na tensdo muscular, além de reducdo no fluxo sangiiineo
intestinal que pode resultar em nauseas ou diarréia. Os disturbios de ansiedade
sdo geralmente produzidos por uma combinagdo de condigdes psicolégicas,
fisicas e genéticas. Um dos fatores causais parece ser um desbalangco entre
neurotransmissores no sistema limbico e outras estruturas a ele relacionadas, no
qual a terapia medicamentosa esta baseada. Varios estudos tém mostrado uma
hiperatividade noradrenérgica no loco certleo (nucleo do sistema nervoso central
- SNC, que constitui um sistema primitivo de alerta do organismo, preparando-o
para a resposta ao perigo — “luta ou fuga”). Observa-se também uma redug¢do na
atividade GABAérgica e um aumento na atividade serotonérgica na regido septo-
hipocampal (areas do sistema limbico que reconhecem o perigo especifico, o que
envolve processos de aprendizagem e memoria). Na verdade, atualmente
algumas areas do cérebro estdo sendo associadas a disturbios de ansiedade
especificos, como no caso do corpo estriado e o transtorno obsessivo-compulsivo
(TOC), da amigdala e o transtorno de ansiedade generalizado (generalized anxiety
disorder - GAD) e ataques de panico (Brawman-Mintzer e Lyard, 1997 ; Rickel e

Schweizer, 1997).

14
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A Associacao de Psiquiatria Americana (APA) através da quarta edicao de
seu manual de diagnéstico para doencgas psiquiatricas, o DSM-IV editado em
1994, tenta normatizar a classificacao e facilitarv o] diagnéstico‘ dos diversas
manifestacdes de ansiedade na se¢do que frata de transtornos de ansiedade

(Lopes, 1997).

Tabela 1 - Classificagao dos transtornos de ansiedade segundo o DSM-IV.

Agorafobia sem histéria de transtorno de panico
Transtorno de panico
Com agorafobia
Sem agorafobia
Fobia social
Fobia especifica
Transtorno obsessivo-compulsivo
Transtorno de estresse pds-traumatico
Transtorno de estresse agudo
Transtorno de ansiedade generalizada
Transtorno de ansiédade devido a uma condi¢ao médica geral
Transtorno de ansiedade induzido por substancias quimicas

Transtorno de ansiedade sem outra especificagao

O DSM-IV mantém a orientac&o descritiva da edi¢ao anterior (DSM-lII),
pautando a classificagdo em diretrizes baseadas na apresentacao clinica dos
transtornos, criteriosamente detalhadas. Alguns dos transtornos mais freqtientes e

citados serao descritos abaixo.
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O transtorno de panico caracteriza-se pela ocorréncia repetida de ataques
de panico. Estes podem ser definidos como episodios, auto-limitados, de extrema
apreensdo ou medo e sensagao de perigo iminente para a integridade fisica ou
mental, acompanhados de sintomas vegetativos sugestivos de hiperatividade
central e autonémica. A agorafobia, ou esquiva agorafbbica caracteriza-se pelo
comportamento de se evitar diversas situagdes publicas, receio de afastar-se de
casa ou das pessoas que representem seguranga, onde a preocupagéo prevalente
em pacientes agorafébicos € a de algum mal estar ou descontrole em locais aonde
sair seja dificil ou embaragoso (Ramos e Bernik, 1997).

As fobias, por sua vez, sdo divididas em social e especificas, onde a fobia
social & o temor de ser observado por outros, da avaliagdo negativa por parte de
outras pessoas, de ter mau desempenho em situagbes de interacdo social,
ocorrendo sintomas autonémicos de ansiedade, com piora do desempenho em
situagdes sociais e esquiva destas situagdes. As fobias especificas ou simples sao
definidas como medos irracionais associados com esquiva de estimulos
especificos ou situagdes determinadas, que interferem com a vida e as atividades
de uma pessoa, por exemplo, animais, altura, trovao, escuridao, lugares fechados,
avido, visdo de sangue, etc (Castel e Scalco, 1997).

O transtorno obsessivo-compulsivo (TOC), segundo o DSM-IV, é
caracterizado por obsessdes, que seriam pensamentos impulsivos ou imagens
persistentes, que sdo intrusas, desagradaveis e inadequadas e causam
acentuada ansiedade ou mal estar, e compulsdes, que seriam comportamentos
repetitivos (por exemplo, lavar as maos, ordenar, verificar) ou atos mentais (por

exemplo, orar, contar, repetir palavras em siléncio), cujo objetivo é
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neutralizar/reduzir ou prevenir a ansiedade e o desconforto emocional, ndo sendo
em si atos que causem prazer ao individuo (Torres, 1997).

O conceito de transtorno de estresse pds-traumatico (TEPT) é utilizado para
descrever nao apenas o complexo de sintomas que ocorre apds a exposi¢do a
eventos traumaticos graves (torturas, estupros, experiéncias de combate e
desastres naturais), como preconizado no DSM-lII-R, mas também o decorrente
da exposicao a acidentes automobilisticos, transtornos clinicos agudos e crénicos,
estresse de trabalho e desastres ocasionados pelo homem, como descrito no
DSM-IV. O transtorno agudo de estresse (TAE), presente no DSM-IV, tem sua
definicao idéntica ao TEPT, mas sua duragao deve ser de no minimo 2 dias e no
maximo 4 semanas, ocorrendo logo apdés o evento traumatico (Maurat e col.,
1997).

O transtorno de ansiedade generalizada (TAG ou generalized anxiety
disorder - GAD) €& um distarbio cronico de ansiedade, caracterizado por
preoéupagées irreais ou excessivas, com diversos sintomas somaticos. O aspecto
essencial € a preocupagdo constante, concomitante a sintomas somaticos e
psiquicos persistentes (Nardi e col., 1997).

O “disturbio de ansiedade devido a uma condicdo médica geral’ € a
presenca de sintomas ansiosos clinicamente signiﬁcativbs, Cuja associagao com
outra condigao clinica geral possa ser comprovada através de histérico clinico,
exames fisicos ou achados laboratoriais. A sintomatologia pode ser indicada
através dos especificadores: TAG, TOC ou panico. O “transtorno de ansiedade
induzido por substancias” se caracteriza por sintomas proeminentes de

ansiedade, considerados como decorrentes dos efeitos fisiolégicos diretos de uma
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substancia (droga de abuso, medicamento ou exposicdo a toxina) e a sua
sintomatologia pode se dar pelo TAG, panico, TOC, ou com sintomas fébicos
(Lopes, 1997).
Tratamento

O uso de medicamentos para o tratamento da ansiedade é tdo antigo
quanto a histéria da Medicina, mas foi o advento dos benzodiazepinicos (1959) e
sua eficacia em tratar a ansiedade que levou a um melhor entendimento dessa
psicopatologia, implicando definitivamente o acido gama-aminobutirico (GABA) na
sua patofisiologia. Algumas drogas que afetam a noradrenalina e a serotonina,
como os antidepressivos, sdo também eficazes em tratar varios distﬂrbio's de
ansiedade, fortalecendo a hipdtese do envolvimento desses neurotransmissores
nessa psicopatologia. Atualmente a abordagem terapéutica mais efetiva para a
maioria dos disturbios de ansiedade consiste numa combinagcdo de terapia
cognitiva-comportamental e medicagao (De Lima, 2000).

| Outras drogas, como os bloqueadores dos adrenoceptores B, como o

propanolol (Inderal®) e o atenolol (Atenol®), reduzem o0s componentes
autonémicos da énsiedade, como taquicardia e diaforese. Sao uteis em algumas
fobias (ansiedade de performance) e em patologias cardiacas, enddcrinas e outras
condi¢cdes médicas associadas ao estresse e ansiedade. A clonidina (Atensina®),
agonista B-adrenérgico, tem sido usada no tratamento do disturbio de estresse
pos-traumatico, mas apresenta efeitos colaterais importantes” (De Lima, 2000).

Drogas antagonistas de receptores serotonérgicos 5-HT, (ritanserina) e 5-

HTs (ondansetron) também vém sendo usadas na terapéutica das ansiedades.
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Outros moduladores do receptor GABA estao sendo testadas na tentativa se obter
uma maior seletividade de agédo e menos efeitos colaterais. Drogas seletivas que
atuam em receptores de aminoacidos excitatérios como o glutamato e
neuropeptideos (colecistocinina, substancia P, neuropeptideo Y, CRF, opidides...)
sdo também possibilidades futuras na abordagem terapéutica da ansiedade (De
Lima, 2000). Estas drogas, porém, necessitam de uma melhor caracterizagdo de
seus efeitos e a reprodugdo dos mesmos para que venham somar-se aos

benzodiazepinicos no tratamento dos diversos transtornos de ansiedade.
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OBJETIVOS

Estudos preliminares com a prépria C. carthagenensis, procedidos no
Laboratério de Neurofarmacologia — CCB — UFSC, mostraram, em camundongos,
uma atividade do tipo ansiolitica promovida pelo extrato aquoso dessa planta,
sem, no entanto proporcionar protegdo as convulsdes induzidas por
pentilenotetrazol ou por eletrochoque maximo, n&o alterando a atividade
exploratéria ou coordenagdo motora desses animais (De Lima, 1998; Gavioli,
1998).

O presente trabalho objetivou aprofundar esses estudos da atividade do
extrato aquoso (EA) e de uma fragdo semi-purificada da Cuphea carthagenensis
(Jacq.) J.F. Macbr. (sete-sangrias) no Sistema Nervoso Central de camundongos.
Em especial, foi dado énfase a investigagdo e a caracterizacio da atividade do

tipo ansiolitica.
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MATERIAL E METODOS

Material Botanico

A planta foi fornecida pelo Prof. Dr. Antonio José Lapa (EPM / UNIFESP) de
material obtido de culturas controladas do banco de germoplasma do Centro de
Pesquisas Quimicas, Biolégicas e Agrondmicas (CPQBA) da Universidade
Estadual de Campinas (UNICAMP), em Campinas, SP, sob a supe.rvisé'o dos Drs.
Pedro Mellilo Magalhaes e lleo Montanari. As folhas foram secas a temperatura
ambiente e enviadas ao Setor de Produtos Naturais (SPN), Instituto de
Farmacologia INFAR), da Escola Paulista de Medicina (EPM) / Universidade
Federal de Sao Paulo (UNIFESP), aonde os extratos foram preparados. Uma
excicata da Cuphea carthagenensis encontra-se catalogada no herbario do

CPQBA sob o niimero 221.

Preparo do Extrato Aquoso (EA )

As amostras da planta foram secas e pulverizadas em moinho mecéanico. O
extrato aquoso (EA) a 2% foi obtido por infusdo do pé da planta total a 72°C e
mantido sob agitagdo, por 30 minutos. O EA foi posteriormente filtrado e
concentrado a vacuo, a 50° C, liofilizado e armazenado em frascos dmbar, em
dissecador. O peso seco do EA foi determinado em trés aliquotas de 1 mL do
extrato concentrado. Apds evaporag¢do da agua em estufa a 100° C, determinou-
se os pesos dos residuos secos em balanga analitica. Esse procedimento foi

repetido trés vezes para cada aliquota contendo o EA. Apds a estabilizagéo dos
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pesos secos foi calculada a média das trés amostras. Para o calculo do
rendimento (%), tomou-se a quantidade do p6 (g) utilizado na extragédo, o peso
seco de aliquotas (mg/mL) e o volume total do concentrado, obtendo-se um

rendimento de 15%.

Fracionamento do extrato aquoso

O pé liofilizado da planta foi adicionado a agua na concentragdo de 10% e
feita uma solubilizagao fracionada em centrifuga refrigerada (2.000 rpm a 4° C, por
20 min). Apés cada centrifugagao, o precipitado foi separado do sobrenadante e
re-suspenso em agua destilada para a préxima centrifugagdo. Apds a terceira
centrifugagao, o precipitado resultante foi concentrado, liofilizado e denominado de
“PPT-3".

A realizagao dos procedimentos de preparo do extrato aquoso, bem como
o seu fracionamento, se deu na UNIFESP/EPM no Setor de Produtos Naturais do
INFAR, por Tania Aratjo Viel, sob a supervisdo da Dra. Luce M. Branddo, e o
extrato aquoso e a fragdo semi-purificada PPT-3 para a realizagao deste trabalho

foram gentilmenté enviados pelo Dr. Antonio J. Lapa (EPM/UNIFESP).

Animais

Foram utilizados cerca de 400 camundongos Suigos machos (3 meses de
idade), pesando entre 25 e 35 g, provenientes do Biotério Central da Universidade
Federal de Santa Catarina e mantidos, até o momento dos experirhentos, no

‘Biotério Setorial da Coordenadoria Especial de Farmacologia. A temperatura
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~ ambiente (23 + 2 °C) e o ciclo de luz claro/escuro de 12 h (luz das 6:00 as 18:00

h), foram controlados automaticamente. Os animais tiveram livre acesso & agua e

a racao, exceto durante a realizagdo dos experimentos. Os grupos controle e

experimentais (n = 4 - 12 para cada grupo) foram escolhidos aleatoriamente. Cada

animal foi utilizado somente uma vez.

Drogas e solucdes

Foram utilizadas as seguintes drogas:

Citrato de metilcaconitina (Research Biochemicals International Natick,
MA, USA) - diluido em PBS (“phosphate-buffered solution”): NaCl 137
mM, KCI 1,177 mM e tampéo fosfato 10 mM (Sigma Co., St. Louis, MO,
USA) e administrado por via i.c.v., numa concentragdo de 30 nm/2uL por
animal.

Cloridrato de mecamilamina (Research Biochemicals International
Natick, MA, USA) - diluido em solugdo salina (0,9% de NaCl) e
administrado por via i.p., num volume de 10 mL/kg, na dose de 15
pmollkg.

Diazepam (Dienpax®~ Sanofi Winthrop Farmacéutica Ltda, Sdo Paulo,
Brasil - ampolas 10 mg/2ml diluidas em solugéo salina (0,9% de NaCl) e
a solugao final administrada por via intraperitoneal (i.p.), num volume de
10 mL/kg, nas doses de 0,5, 1,0 e 2,5 mg/kg.

Pentilenotetrazol (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA),

antagonista GABAérgico (Oisen, 1981) - diluido em solugao salina (0,9%

23



Marco Anténio de Lorenzo Material e métodos

de NaCl) e administrado por via i.p., num volume de 10 ml/kg, na dose
de 80 mg/kg.

e PBS - solugéo fosfato tamponada (“phosphate-buffered solution”): NaCl
137 mM, KCI 1,177 mM e tampao fosfato 10 mM (Sigma Co., St. Louis,
MO, USA).

o Pentobarbital sédico (Nembutal®, Lab. Abbott, Sdo Paulo, Brasil),
gentilmente doado pelo Dr. Antonio J. Lapa (EPM/UNIFESP).

Administracao das drogas

O EA e o PPT-3 foram administrados por via intragastrica (per oros, p.o.)
uma hora antes dos testes, para o tratamento agudo e durante 14 dias anteriores
aos testes bid, para o tratamento repetido.

As drogas: pentilenotetrazol (80 mg/kg), pentobarbital sédico (50 mg/kg)'
diazepam (1,0 mg/kg) e mecamilamina (15 pmol/kg) foram administradas por via
intraperitoneal (i.p.). Os grupos controles foram tratados com solugao salina (NaCl
0,9%:; 0,1 ml/10 g de peso), pela mesma via.

A técnica empregada para a administragdo da metilcaconitina, antagonista
de receptores nicotinicos neuronais foi a injegao intracerebroventicular (i.c.v.) “free
hand”, desenvolvida por Haley e McCormick (1957) e modificada por Laursen e
Belknap (1986). Os animais foram anestesiados com éter e a agulha posicionada
num plano inclinado (90°) em relagao ao cranio com seu bisel voltado para cauda
do animal. Uma linha imaginaria foi tragada rostralmente em relagdo as orelhas
dos animais, introduzindo-se a agulha 3,5 mm no sentido dorso-ventral e

aproximadamente 2 mm lateralmente a linha mediana. A injecgéo foi realizada com
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o auxilio de uma micro-seringa Hamilton 701 N (10 pl), conectada a um tubo de
polietileno (PE 20; Plastics One Inc., Virginia, EUA) de 15 cm de comprimento. A
agulha (13 x 4,5; 26G1/2; Becton Dickinson Ind. Cirtrgicas Ltda., Curitiba, PR),
empregada para injecdo i.c.v. estava conectada a outra extremidade do tubo de
polietileno. A metilcaconitina foi injetada na dose de 30nM (2 pl). O grupo controle
foi tratado, pela mesma via, com o mesmo volume de veiculo (PBS).

Ao fim das observagdes comportamentais, os animais foram sacrificados
por deslocamento cervical, e a localizagao correta da injecéo i.c.v. foi verificada, a
fresco, com o auxilio dum bisturi. O cérebro de cada animal foi cortado no plano
coronal e verificamos se a posigcdo da cicatriz deixada pela agulha injetora
coincidia com a localizagao de qualquer um dos ventriculos laterais. Os resultados
obtidos com animais cuja a localizagdo da injecdo estava incorreta e/ou ainda

daqueles que apresentaram sinais de hemorragia foram descartados.

Procedimentos gerais

Todos os experimentos foram realizados entre 8:00 e 13:00 h. Os animais
eramv deslocados do Biotério Setorial para o biotério do laboratério com (no
minimo) 24 h de antecedéncia, periodo de tempo este que também era o da altima
manipulacéo desses animais, tais como troca da cama de serragem, marcagao
dos mesmos, etc. No dia de cada experimento os animais foram habituados as
condigbes experimentais em uma ante-sala no préprio laboratério por um periodo

de, pelo menos, 1 h antes do inicio de cada experimento. Os aparelhos utilizados
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estavam numa sala iluminada somente com uma luz vermelha de 15 w, na qual a

temperatura foi mantida a 22 + 1 °C.

Labirinto em Cruz Elevado (LCE)

O LCE foi construido em acrilico, de acordo com as especificagdes de Lister
(1987). Sucintamente, o aparelho consiste de dois bragos abertos opostos (30 x 5
cm) cruzados em angulo reto com outros dois bragos do mesmo tamanho,
cercados por uma parede de acrilico transparente de 15 cm de altura (bragos
fechados). O assoalho do aparelho é de acrilico preto. Para evitar a queda dos
animais, uma borda de 0,25 cm de altura cerca os bragos abertos. O aparelho esta
elevado a 45 cm do nivel do chao. Os quatro bragos delimitam uma area central
de 5 x 5 cm, designada como plataforma central. Antes de cada animal ser
avaliado, o aparelho era limpo com uma solugdo de etanol a 10% e seco com
papel toalha. Os animais eram testados no LCE por 5 min. |

| No LCE, foram registrados os parametros classicos: freqiéncia de entradas
e o tempo de permanéncia nos bragos abertos, a freqiiéncia de entradas nos
bragos fechados e a freqliéncia total de entradas, obtida pela soma simples das
freqiéncias de entradas nos bragos abertos e nos bragos fechados. Foi
considerada como entrada em um dos bragos quando o animal colocou as quatro
patas dentro do respectivo brago (Rodgers e col., 1997). Para andlise estatistica
dos dados e para a elaboracdo dos graficos a percentagem de entradas nos
bragos abertos foi calculada dividindo-se a freqiéncia de entradas nos bragos

abertos pela frequéncia total de entradas e este indice foi multiplicado por cem
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([A/A + F] x 100). De maneira similar, calculou-se a percentagem de tempo que os
animais permaneceram nos bragos em relagdo ao somatério de tempo de
permanéncia nos bragos abertos e fechados ([TA/TA + TF] x 100; (Handley e
Mithani, 1984, Pellow e col., 1985; Lister, 1987; Treit e col., 1993; Cruz e col.,
1994). De uma maneira geral, drogas/situa¢gdes ansioliticas aumentam o niumero
de entradas e o tempo de permanéncia dos animais nos bragos abertos, enquanto
drogas/situagées énsiogénicas promovem efeitos opostos (Handley e Mithani,
1984; Pellow e col, 1985). Outros parametros, conhecidos como etologicos, tais
como os numeros de comportamentos de estiramentos (strefch attend posture),
imersdes de cabega (head dipping), levantamentos (rearing), auto-limpeza
(grooming), além do numero de bolos fecais, também foram registrados neste

modelo (Rodgers e col., 1997)

Convulsées induzidas quimicamente por pentilenotetrazol (PT2)

| Decorridos 60 min. do tratamento com o extrato da planta ou com o PPT-3,
os camundongos foram injetados com pentilenotretrazol (PTZ, 80 mg/kg, i.p.) e,
em seguida, colocados em gaiolas de vidro para as observagdes. O tempo para
manifestacdo da primeira convulsdo (laténcia), assim como a duragdo e a
incidéncia das convulsbes foram observadas e registradas até 30 min apés a

injecao de PTZ (Swinyard e col., 1952).

Convulsées por eletrochoque transcorneal maximo (ECM)
Sessenta minutos apés o tratamento com o extrato aquoso da planta e com

o PPT-3, os camundongos foram submetidos ao eletrochoque transcorneal
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maximo (60 Hz, 50 mA, 0,2 s). O tempo de flexdo, o tempo de extensdo e o de

recuperagédo das convulsdes induzidas foram registrados (Swinyard e col., 1952).

Sono induzido por barbitirico

Os grupos de camundongos receberam o tratamento com o extrato aquoso
da planta ou PPT-3 60 min antes da administragao intraperitoneal de pentobarbital
sédico (50 mg/kg, i.p.). A laténcia é a duracdo da perda do reflexo postural dos
animais ap6s a inje¢ao do barbitlrico, foi registrada por um periodo maximo de

180 min consecutivos (Carlini e col., 1986).

Campo Aberto (CA) ou Arena de Atividade

Os grupos de animais, 60 min apés terem sido tratados com o extrato
aquoso da planta ou PPt-3 ou mecamilamina (em seguida a exposi¢cao ao LCE ou
em experimentos isolados) foram colocados, individualmente, no centro de um
campo aberto confeccionado em acrilico (paredes transparentes e chao preto, 30
x 30 x 15 cm). Para avaliar a atividade exploratéria dos animais foram registradas
a movimentagao espontanea dos animais (nUmero de cruzamentos, com as quatro
patas, entre as divisées do campo), 0 nimero de comportamentos de auto-limpeza
(“grooming”), de levantar (“rearing”) e a sua defecagdo, durante um periodo de 5
min (Archer, 1973; Siegel, 1946). A tendéncia natural do animal perante um
ambiente novo é a de explora-lo, apesar do conflito com o medo provocado por

este novo ambiente (Montgomery, 1955).
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Rota-rod (RR)

A coordenagao motora dos animais ,submetidos ao tratamento com o EA da
planta, foi avaliada no teste do rota-rod originalmente desenvolvido por Dunham e
Miya (1957) e adaptado por Carlini e col. (1986). O aparelho consiste de uma
barra de 2,5 cm de didmetro, dividida em seis compartimentos, elevada a 25 cm
de altura, que gira a 12 r.p.m. Vinte e quatro horas antes do teste os animais
foram testados em sessbes de 1 min, sendo selecionados aqueles que
permaneceram na barra giratoria todo o tempo de duragao da sessdo. Os animais
foram ,entao, passados 60 min. do tratamento, submetidos ao teste, em sessbes
de 1 min de duracado. Foram registrados, durante a sessao de teste, o tempo de

permanéncia na barra giratéria (em segundos) e o nimero de quedas do aparelho.

Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média * erro-padrao da' média
(e.p.rﬁ.). Cada valor reflete a média de 4 - 12 animais por grupo nos testes
realizados. Os resultados (curvas dose-resposta) foram tratados pela analise de
varidncia univariada, tendo como variavel independente o fator tratamento,
seguida pelo teste de Dunnett. Para analise do efeito isolado da mecamilamina foi
utilizado o teste “t" de Student (bicaudal nao pareado) . Quando p < 0,05, as

diferencgas entre os grupos foram consideradas estatisticamente significantes.
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RESULTADOS

Efeito do tratamento agudo com diazepam

Objetivos:

Validar o teste do LCE, estabelecendo o efeito ansiolitico do diazepam no labiinto em cruz
elevado, para escoha de uma dose dessa droga padrdo a ser utiizada nos experimentos
posteriores.

Resultados:

A figura 1 mostra a frequéncia de entradas nos bragos abertos (A) e o tempo de
permanéncia nesses mesmos bragos em relacdo ao tempo total (B), expressos em porcentagem do
grupo controle. A injegdo ip. de diazepam alterou significativamente (p<0,05) alguns pardmetros
observados no LCE, como o esperado para drogas que exercem um efeito do tipo ansioliico:
aumentou a porcentagem de entradas  nos bragos abertos nas doses de 1,0 mgkg e 2,5 mgkg
(198+19% e 127:+43%, respectivamente) e 0 tempo de permanéncia nos bragos abertos na dose
de 1,0 mgkg (411169%).

Na figura 2 estio os dados referentes ao nimero de entradas nos bragos fechados (A),
nimero de entradas totais (B) e o nimero de imersdes de cabega (C). A injegdo ip. de diazepam
elevou significativamente(p<0,05) os pardmetros referentes ao nimero de enfradas totais e imersdes
de cabega nas doses de 1,0 mgkg e 2,5 mgkg ( 83+15%e 134+38%, respectivamente)

Os demais parametros comportamentas observados s&o apresentados na Tabela 1, onde
o Unico parametro alterado significativamente (p<0,05) pelo tratamento o nimero de estiramentos
(stretch attend postures - SAP) que nas doses de 1,0 e 2,5 mgkg de DZP foi reduzido (53£7% e

61+11%, respectivamente).
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Figura 1 - Efeito da injecdo de DZP 0,5, 1,0 ou 2,5 mg/kg na freqiéncia de
entradas (A) e no tempo de permanéncia (B) nos bragos abertos do LCE, num
periodo de 5 min. Cada coluna representa a média dos resultados obtidos, as
barras verticais os EPM (erro-padrao da média) e os asteriscos denotam
diferengas significativas em relacao ao valores obtidos nos grupos controle
(p<0,05) usando-se a andlise da variancia univariada seguida do teste de Dunnett.

O numero de animais por tratamento variou entre 9 e 12.
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Figura 2 - Efeito da injecédo i.p. de DZP 0,5, 1,0 ou 2,5 mg/kg no nimero de
entradas nos bragos fechados (A), entradas totais (B) e imersées de cabega (C),
num periodo de 5 min. Cada coluna representa a média dos resultados obtidos, as
barras verticais os EPM (erro-padrdo da meédia) e os asteriscos denotam
diferencas significativas em relagdo ao valores obtidos nos grupos controle
(p<0,05), usando-se a andlise da variancia univariada seguida do teste de

Dunnett. O nimero de animais empregados por tratamento variou entre 9 e 12.
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Tabela 1 - Efeito do tratamento agudo i.p. com diazepam nas doses de 0,5, 1,0 e

2,5 mg/kg nos demais parémetrds comportamentais no LCE, durante 5 min. Os

dados estao expressos como meédia *+ erro-padrdao da média e os asteriscos

denotam diferengas significativas em relagdo ao valores obtidos nos grupos

controle (p<0,05), usando-se a analise da variancia univariada seguida do teste de

Dunnett. O numero de animais empregados por tratamento variou entre 9 e 12.

AUTO-LIMPEZA

DZP mglkg i.p. SAP LEVANTAR BOLOS FECAIS
0 141+1,7 | 8,8+14 0,4 +0,2 0,3+0,2
0,5 257+6,9 | 12,2+1,6 0,2+0,2 0,0+ 0,0
2,5 55+1,5% | 12,2+2,0 1,2£0,2 0,5+0,5

DZP mg/kg i.p. SAP LEVANTAR | AUTO-LIMPEZA | BOLOS FECAIS
0 20,7+2,4 | 10,2 +1,1 0,7 +0,2 0,3+0,2
1,0 97+,5* | 10,3+1,4 0,5+ 0,2 1,3+0,5
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Efeito do tratamento agudo com o EA da C. carthagenensis no LCE

Objetivos:

Investigar o efeito do tratamento oral agudo com o EA de C. carthagenensis
no modelo do LCE.
Resultados:

A figura 3 mostra que a administracdo do EA da C. carthagenensis (v.0.),
embora nao tenha modificado significativamente a freqliéncia de entradas nos
bracos abertos (A), aumentou de forma estatisticamente significativa o tempo de
permanéncia dos animais nesses mesmos bragos em relagéo ao tempo total (B)
para as doses de 0,5 e 1,0 g/kg (252,1+107,3% e 223,9+32,4% respectivamente.
Na figura 4 estdo os dados referentes ao numero de entradas nos bragos
fechados (A), nimero de entradas totais (B) e o nimero de imersdes de cabecga
(C). O mesmo tratamento aumentou significativamente (p<0,05) o parametro
imerséo de cabegas para a dose de 1,0 mg/kg (145,4£18,4%) Os demais
parametros comportamentais observados s&o apresentados na Tabela 2, onde o

tratamento com as doses de 0,25 e 1,0 g/kg, reduziu significativamente (p<0,05) o

numero de estiramentos (566,6+12,2 e 21,6+3,4, respectivamente).

34



Marco Antonio de Lorenzo Resultados

400, A

3004

abertos/total de
entradas
N
S
[

-
o
o
]

% entradas nos bragos

0,25 0,5 1,0 EA glkg, v.o.

[=2]
o
o
1

N
(=]
o
L

% de tempo nos bracgos
abertos/tempo total
=S
3
1

fe e e - - —— -—

EA g/kg, v.o.

Figura 3 - Efeito da administracao v.o. do EA da C. carthagenensis 0,25 , 0,5 ou
1,0 g/kg na freqiiéncia de entradas (A) e no tempo de permanéncia (B) nos bragos
abertos do LCE, observados por um periodo de 5 min. Cada coluna representa a
média dos resultados obtidos, as barras verticais os EPM (erro-padrao da média),
e os asteriscos denotam diferengas significativas em relagdo ao valores obtidos
nos grupos controle (p<0,05), empregando-se a analise da variancia univariada
seguida do teste de Dunnett. O numero de animais por tratamento variou entre 9
e12.
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Figura 4 - Efeito da administragao v.o. do EA da C. carthagenensis 0,25 , 0,5 ou
1,0 g/kg no numero de entradas nos bragos fechados (A), entradas totais (B) e
imersdes de cabega (C), num periodo de 5 min. Cada coluna representa a média
dos resultados obtidos, as barras verticais os EPM (erro-padrao da média) e os
asteriscos denotam diferengas significativas em relagdo ao valores obtidos nos
grupos controle (p<0,05), usando-se a analise da variancia univariada seguida do

teste de Dunnett. O numero de animais por tratamento variou entre 9 e 12.
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Tabela 2 - Efeito do tratamento agudo v.o. com o0 EA nas doses de 0,25 e 1,0

g/kg nos demais parametros observados no LCE. Os dados estdo expressos como

média * erro-padrdo da média e os asteriscos denotam diferengas significativas

em relagdo ao valores obtidos nos grupos controle (p<0,05), usando-se a analise

da varidncia univariada seguida do teste de Dunnett. O nimero de animais

empregados por tratamento variou entre 9 e 12.

EA g/kg v.o. SAP LEVANTAR | AUTO-LIMPEZA BOLOS FECAIS
0 20,3+ 3,4 52+1,1 1,0+0,3 0,5+0,3
0,25 11,6+256* 7,5+1,8 0,7 +0,3 0,6 +0,5
1,0 44+08* 74+1,6 0,6 +0,4 2,4+13
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Efeito da administraciao repetida do EA da C. carthagenensis

Objetivos:

Verificar se o efeito do tipo ansioliico do EA da C. carthagenensis
observado com o tratamento oral agudo se mantinha com o tratamento repetido,
sem desenvolver o fendmeno de tolerancia.

Verificar o efeito do mesmo tratamento no teste de convulsdes induzidas
por pentilenotetrazol (PTZ), cujos tempos de flexdo e extenséo sao reduzidos por
drogas do tipo benzodiazepinicas.

Resultados:

A figura 5 mostra que a administracao do EA da C. carthagenensis (14 dias
bid v.0.) aumentou significativamente (p<0,05) a frequéncia de entradas nos
bragos abertos (A) nas doses de 0,25, 0,5 e 1,0 g/kg (163,5+£37,9 ; 163,4+46,8 e
182,8+49,5 , respectivamente) e aumentou de forma estatisticamente significativa
(p<0,05) o tempo de permanéncia nesses mesmos bragos em relagdo ao tempo
total | (B) nas doses de 05 e 1,0 gkg (461,7+123,9 e 583,9+153,6,
respectivamente) . Na figura 6 estao os dados referentes ao numero de entradas
nos bragos fech_ados (A), entradas totais (B) e imersdes de cabega (C). O mesmo
tratamento aumentou significativamente (p<0,05) os barémetros de imersbdes de
cabega (128,8+50,6 e 206,8+79,5) e entradas totais (100+24,3 e 191,3+£32,6),
respectivamente pafa as doses de 0,5 e 1,0 g/kg, ndo alterando o numero de
entradas nos bragos fechados. Os demais parametros comportamentais
observados sdo apresentados na Tabela 3-A e nao foram alterados pelo

tratamento.
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Na Tabela 3-B, observa-se que mesmo tratamento ndo alterou
significativamente (p>0.05) os parametros do teste de convulsées por PTZ, sendo

que nem mesmo o diazepam utilizado em doses crescentes de 1,0 a 1,5 alterou

tais parametros.
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Figura 5 - Efeito da administragdo do EA da C. carthagenensis 0,25, 0,5 ou 1,0
g/kg (14 dias bid v.0.) na frequéncia de entradas (A) € no tempo de permanéncia
(B) nos bragos abertos do LCE, num periodo de 5 min. Cada coluna representa a
média dos resuitados obtidos, as barras verticais os EPM (erro-padrao da media)
e os asteriscos denotam diferengas significativas em relagado ao valores obtidos
nos grupos controle (p<0,05), usando-se a analise da variancia univariada seguida

do teste de Dunnett. O nimero de animais por tratamento variou entre 8 e 10.
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Figura 6 - Efeito.da administragao do EA da C. carthagenensis 0,25 , 0,5 ou 1,0
g/kg (14 dias bid v.0.) no niumero de entradas nos bracos fechados (A), entradas
totais (B) e imersées de cabega (C), num periodo de § min. Cada coluna
representa a média dos resultados obtidos, as barras verticais os EPM (erro-
padrao da média) e os asteriscos denotam diferengas significativas em relagdo ao
valores obtidos nos grupos controle (p<0,05), usando-se a analise da variancia
univariada seguida do teste de Dunnett. O nimero de animais por tratamento

variou entre 8 e 10.
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Tabela 3 - Efeito do tratamento repetido (14 dias v.o0. BID) com o EA nas doses

de 0,25 e 1,0 g/Kg nos demais parametros observados no LCE e no teste de

convulsdes induzidas por PTZ. Os dados estdao expressos como média + erro-

padrao da média, usando-se a andlise da variancia univariada seguida do teste de

Dunnett. O nimero de animais por tratamento variou entre 8 e 10.

A - Labirinto em cruz elevado

EA g/kg v.o. SAP LEVANTAR | AUTO-LIMPEZA BOLOS FECAIS
0 10,6+1,8 13,6 £1,5 1,1+0,2 0,4+0,3
0,25 ‘10,3 1,4 12,4 £1,2 2,8+0,7 0,8+0,4
1,0 8,9+17 84+1,5 3.4+11 0,8 +0,6
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B - Convulsodes por pentilenotetrazol

TRATAMENTO  LATENCIA DURACAO
AGUA 284,4 + 33,7 17,2 + 2,1
EA /0,25 179,2 + 53,5 18,4+ 2,9
EA /1,0 221,4 + 43 19,6 + 3,2
DZP 1,0 a1,5 193,4 + 46,8 15,6 + 1,7
mg/kg
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Influéncia da mecamilamina no efeito do tipo ansiolitico apresentado pelo

tratamento agudo oral com o EA da C. carthagenensis

Objetivos:

Apés verificado o efeito da administragdo aguda oral do EA da C.
carthagenensis no LCE foi utilizada a mecamilamina ( 20 min.15 umol/kg i.p.),
um antagonista de receptores nicotinicos, como pré-tratamento na tentativa de
investigar a participagao do sistema colinérgico neste efeito.

Resultados:

A figura 7 mostra que a administragdo do EA da C. carthagenensis (1,0
g/kg), guando seguida da administragdo da mecamlamina (15 umol/kg i.p.), levou
a uma reversao do efeito do tipo ansiolitico do EA, para o parametro tempo de
permanéncia nos bragos abertos em relagdo ao tempo total (B). Na figura 8 estao
os dados feferentes ao numero de entradas nos bragos fechados (A) onde a
admihistragéo da mecamilamina, apés o tratamento com o EA reduziu
significativamente este parametro e, consequentemente, reduziu o nimero de
entradas totais (B), além de reduzir o nimero de imersdes de cabeca (C) e
reverter o efeito do EA em reduzir significativamente (p<0,05) o numero de
estiramentos (D). Os demais parametros comportamentais observados sao

apresentados na Tabela 4 e ndo foram alterados significativamente (p<0,05) pelo

tratamento.
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Figura 7 - Efeito do tratamento agudo do EA da C. carthagenensis (1,0 g/lkg v.0.) seguido
da administragado de mecamilamina (20 min.15 umol/kg i.p.) na frequéncia de entradas (A)
e no tempo de permanéncia (B) nos bracos abertos do LCE, num periodo de 5 min. Cada
coluna representa a média dos resultados obtidos, as barras verticais os EPM (erro-
padrao da média) e os asteriscos denotam diferengas significativas em relagdo ao
valores obtidos nos grupos controle (p<0,05), usando-se a analise da variancia univariada

seguida do teste de Dunnett. O numero de animais por tratamento variou entre 8 e 9.
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Figura 8 - Efeito do tratamento agudo do EA da C. carthagenensis (1,0 g/kg v.o.,
1h) seguido da administragdo de mecamilamina (20 min.15 pmol/kg i.p.) no
nimero de entradas nos bragos fechados (A), estiramentos (B) e imersdes de
cabe¢a (C), num periodo de 5 min. Cada coluna representa a média dos
resultados obtidos, as barras verticais os EPM (erro-padrao da meédia), e os
asteriscos denotam diferencas significativas em relagdo ao valores obtidos nos
grupos controle (p<0,05), empregando-se a analise da varidncia univariada
seguida do teste de Dunnett. O numero de animais empregados por tratamento

variou entre 8 e 9.
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Tabela 4 - Efeito do EA da C. carthagenensis ap6s o pré-tratamento com a
mecamilamina, antagonista nicotinico. Os dados estdo expressos como média +
erro-padrdo da média usando-se a analise da variancia univariada seguida do

teste de Dunnett. O nimero de animais por tratamento variou entre 8 e 9.

TRATAMENTO LEVANTAR AUTO-LIMPEZA | BOLOS FECAIS
SAL + AGUA 10,9 +1,2 0,8 +0,2 0,3+0,2
" SAL + EA 13,7+ 2,8 1,1+0.2 1,2+ 0,7
MA + EA 8,4+1,4 1,0+0,3 00+0,0

47



Marco Anténio de Lorenzo Resultados

Efeito da mecamilamina na atividade locomotora e na performance motora

nos testes de campo aberto (arena de atividade) e rota-rod

Objetivos:

Como observado no LCE, a mecamilamina, antagonista nicotinico,
administrada apo6s o tratamento com o EA da C. carthagenensis promoveu uma
redugao ﬁo numero de entradas nos bracos fechados do LCE, indicativo de um
efeito do tipo ansiogénico ou simplesmente conseqiente a uma diminuigdo de
atividade locomotora. Desse modo, a mecamilamina foi utilizada na mesma dose
que no LCE (15 umol/kg) paré investigarmos seu efeito no campo aberto e no rota-
rod na tentativa de dissociar efeitos locomotores de um possivel efeito do tipo

ansiogénico.

Resultados:

| A figura 9 mostra que a administragdo aguda (45 min) da mecamilamina (15
pmoi/kg), ndo produziu alteracdo significativa (p>0,05) n a atividade locomotora
avaliada no cambo aberto por 5 min, pois o Unico parametro que se mostrou
significativamente alterado foi o nimero de bolos fecais. Na figura 10 estdo os
dados referentes ao teste de coordenagdo motora dos animais submetidos ao
mesmo tratamento com a mecamilamina, onde nao se observa qualquer prejuizo

motor nos parametros registrados no rota-rod.
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Figura 9 - Efeito da administragcdo aguda de mecamilamina (20 min.15 pumol/kg
i.p.) num periodo de 5 min., no campo aberto. Cada coluna representa a média
dos resultados obtidos, as barras verticais os EPM (erro-padrao da média) e os
asteriscos denotam diferencas significativas em relagdo ao valores obtidos nos
grupos controle, usando-se o teste f de Student ndo pareado. O numero de

animais empregados por tratamento foi de 10.
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Figura 10 - Efeito da administragédo aguda de mecamilamina (20 min 15 pmol/kg
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resultados obtidos, as barras verticais os EPM (erro-padréo da média), usando-se
o teste t de Student ndao pareado. O nimero de animais empregados por

tratamento foi de 10.

50



Marco Anténio de Lorenzo Resultados

Avaliacao do tratamento com mecamilamina no labirinto em cruz elevado.

Objetivos:

Neste experimento foi avaliado o resultado do tratamento dos animais
unicamente com a mecamilamina, um antagonista de receptores nicotinicos, para
que se pudesse observar se este antagonista poderia causar, isoladamente

alguma alteragao nos parametros do LCE.

Resultados:

A figura 11 mostra que a administragdo de mecamilamina nao alterou
significativamente (p<0,05) os pardmetros numero e tempo de entradas nos
bragos abertos do LCE. Na figura 12, observa-se que o mesmo tratamento nao
alterou significativamente (p<0,05) os parametros nimero de entradas nos bragos

fechados, niumero de imersdes de cabeca e nimero de estiramentos.
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Figura 11 - Efeito do tratamento com mecamilamina (20 min. 15 pmol/kg i.p.) na
frequéncia de entradas (A) e no tempo de permanéncia (B) nos bragos abertos do LCE,
num periodo de 5 min. Cada coluna representa a média dos resultados obtidos, as barras
verticais os EPM (erro-padrdao da média) , usando-se a analise da variancia univariada

seguida do teste de Dunnett. O niumero de animais por tratamento variou entre 8 e 10.
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Figura 12 - Efeito do tratamento com mecamilamina (20 min. 15 umol/kg i.p.) no nimero
de entradas nos bragos fechados (A), imersdes de cabeca (B) e estiramentos( C), num
periodo de 5 min. Cada coluna representa a média dos resultados obtidos, as barras
verticais os EPM (erro-padrdo da média), empregando-se a analise da variadncia
univariada seguida do teste de Dunnett. O numero de animais empregados por tratamento

variou entre 8 e 10.
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Influéncia da metilcaconitina no efeito do tipo ansiolitico do tratamento

aqudo oral com o EA da C. carthagenensis

Objetivos:

Apés verificar o efeito do tipo ansiolitico da administragao oral aguda do EA
da C. carthagenensis no LCE, foi utiizada a metilcaconitina, um antagonista
nicotinico neuronal, para confirmar a participagao do sistema colinérgico nesté

efeito.

Resultados:

A figura 13 mostra que a administracédo prévia do veiculo (PBS 2uL, i.c.v.)
ou da metilcaconitina (30 nmol/2pL, i.c.v.) a administragao oral aguda (1 h) do EA
da C. carthagenensis (1,0 g/kg) bloqueou o efeito do tipo ansiolitico do EA até
entdo observado no parametro numero de entradas nos bragos abertos (A) e/ou
tempb de permanéncia nos bragos abertos em relagdo ao tempo total (B). Na
ﬁgvura 14 estao os dados referentes ao ntiimero de entradas nos bragos fechados
(A), imersdes de cabecga (B), e o de estiramentos (C), onde a metilcaconitina foi
capaz de reverter a redugao significativa (p<0,05) desse pardmetro promovida
pelo EA. Os demais parametros comportamentais observados estdo apresentados

na Tabela 5 e ndo foram alterados significativamente (p>0,05).
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Figura 13 - Efeito do tratamento agudo do EA da C. carthagenensis (1 h 1,0 g/kg
v.0.) apds a administragdo de metilcaconitina (30 nmol/2ul i.c.v.) na freqiiéncia de
entradas (A) € no tempo de permanéncia (B) nos bragos abertos do LCE, num
periodo de 5 min. Cada coluna representa a média dos resultados obtidos, as
barras verticais os EPM (erro-padrdo da média) e os asteriscos denotam
diferencas significativas em relagdo ao valores obtidos nos grupos controle
(p<0,05), usando-se a andlise da varidncia univariada seguida do teste de

Dunnett. O namero de animais por tratamento variou entre 7 e 8.
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Figura 14 - Efeito do tratamento agudo do EA da C. carthagenensis (1,0 g/kg v.o.,
1 h) em seguida a administragdo de metilcaconitina (30 nmol/2uL i.c.v.) no nimero

de entradas nos bragos fechados (A), estiramentos (B) e imersdes de cabega (C),
num periodo de 5 min. Cada coluna representa a média dos resultados obtidos, as

barras verticais os EPM (erro-padrdao da média) e os asteriscos denotam

diferengas significativas

em relagdo ao valores obtidos nos grupos controle

(p<0,05), usando-se a andlise da varidncia univariada seguida do teste de

Dunnett. O nimero de animais por tratamento variou entre 7 e 8.
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Tabela 5 - Efeito do tratamento oral agudo (1h) com o EA da C. carthagenensis

(1 g/kg) apds a administragdo de metilcaconitina (30 nmol/2uL i.c.v.) nos demais
pardmetros do LCE. Os dados estdo expressos como média + erro-padrao da
média usando-se a analise da variancia univariada seguida do teste de Dunnett.

O namero de animais por tratamento variou entre 7 e 8.

TRATAMENTO LEVENTAR AUTO-LIMPEZA | BOLOS FECAIS
PBS + AGUA 141+ 1,4 0,9 +0,4 0,9+0,7
PBS+ EA 11,1+ 1,1 0,6 +0,2 1,7 +1,0
MLA + EA 10,7 £ 2,7 0,9+0,3 1,1+0,5
MLA + AGUA 11,4 +0,8 1,1+0,4 0,6 +0,6
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Efeito da administracdo oral aguda da fracdo semi-purificada PPT-3 de C.

carthagenensis no LCE

Objetivos:

Verificar se o efeito do tipo ansiolitico apresentado pelo tratamento agudo e
repetido com o EA da C. carthagenensis v.0. se conservava na fracdo semi-
purificada PPT-3 (0,1 ; 0,25 ; 0,5 g/kg), guardando uma relagéo de doses, que
indicaria se o processo de semi-purificagdo concentrou as substancias ativas
responsaveis por este efeito.

Verificar se 0 mesmo tratamento produzia algum efeito nos testes do sono
barbiturico e convulsbes induzidas por pentilenotetrazol ou eletrochoque
transcorneal maximo.

Resultados:

A figura 15 mostra que a administracdo oral aguda (1H) do PPT-3 da C.
can‘hégenensis aumentou significativamente (P<0,05) a freqiiéncia de entradas
nos bracos abertos (A) na dose de 0,25 g/kg e o tempo de permanéncia nesses
mesmos bragos em relagao ao tempo total (B) (30,6+8,8 e 48,8+12,51) . Na figura
16 estdo os dados referentes ao nimero de entradas nos bragos fechados (A),
entradas totais (B) e imersdes de cabeca (C) que nao foram alterados pelo
tratamento. Os demais parametros comportamentais observados sé&o
apresentados na Tabela 6, onde observa-se que o PPT-3 nas doses de 0,25 e 0,5
foi capaz de aumentar e diminuir, respectivamente, de maneira significativa

(p<0,05) o numero de estiramentos.
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Os resultados mostrados nas tabelas de 7 a 9 mostram que o tratamento
com o PPT-3 néao alterou significativamente (p>0,05) nenhum parametro dos trés
testes realizados. O DZP (2,5 mg/kg i.p.) reduziu e aumentou significativamente
(p<0.05) a laténcia e duragdo, respectivamente, no teste do sono barbiturico.
Nessa mesma dose o DZP reduziu de maneira significativa (p<0,05) o tempo de
extensao no teste de convulsées induzidas por eletrochoque transcorneal maximo.
No teste de convulsées induzidas por PTZ, o DZP (1,0 mg/kg i.p) aumentou a

laténcia e reduziu a duragéo das convulsdes de maneira significativa (p<0,05).
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Figura 15 - Efeito da administragdo aguda do PPT-3 da C. carthagenensis 0,1 ,
0,25 ou 0,5 g/kg (1 h, v.0.) na freqiiéncia de entradas (A) e no tempo de
permanéncia (B) nos bragos abertos do LCE, num periodo de 5 min. Cada coluna
representa a meédia dos resultados obtidos, as barras verticais os EPM (erro-
padrao da média) e os asteriscos denotam diferencgas significativas em relagao ao
valores obtidos nos grupos controle (p<0,05), usando-se a analise da varidncia
univariada seguida do teste de Dunnett. O nimero de animais por tratamento

variou entre 5 e 12.
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Figura 16 - Efeito da administragao aguda do PPT-3 da C. carthagenensis 0,1 ,
0,25 ou 0,5 g/lkg (1 h, v.0.) no numero de entradas nos bragos fechados (A),
entradas totais (B) e imersdes de cabega (C), observados por um periodo de 5
min. Cada coluna representa a média dos resultados obtidos, as barras verticais
os EPM (erro-padrao da média) e os asteriscos denotam diferengas significativas
em relagdo ao valores obtidos nos grupos controle (p<0,05), usando-se a analise
da variancia univariada seguida do teste de Dunnett. O numero de animais por

tratamento variou entre 5 e 12.
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Tabela 6 - Efeito do tratamento agudo v.o. com PPT-3 nas doses de 0,10; 0,25 e

0,50 g/kg nos demais parametros observados no LCE. Os dados estdo expressos

como média * erro-padrdao da média e os asteriscos denotam diferencas

significativas

em relacdo ao valores obtidos nos grupos controle (p<0,05),

usando-se a analise da variancia univariada seguida do teste de Dunnett. O

numero de animais por tratamento variou entre 5 e 12.

PPT-3 g/kg v.o. SAP LEVANTAR | AUTO-LIMPEZA | BOLOS FECAIS
0 14,1 +1,7 8,8 +1,4 0,4 +0,2 0,3+0,2
0.10 18,1 + 2,6 13,1+ 1,6 0,7 +0,2 0,3+0,2
PPT-3 mg/kg SAP LEVANTAR | AUTO-LIMPEZA | BOLOS FECAIS
V.O.
0 57+1,0 6,8+1,0 0,8 +0,1 0,3+0,3
0.25 12+1,4* 53+1,0 1,1+0,4 0,4+0,3
PPT-3 mg/kg SAP LEVANTAR | AUTO-LIMPEZA | BOLOS FECAIS
V.O.
0 20,624 | 10,2+1,1 0,7 0,2 0,3+0,2
0.50 9,5+1,4* 7,5+1,0 1,3+0,3 0,9 +0,4
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Tabela 7: Efeito do tratamento agudo v.0. com PPT-3 nas doses de 0,10, e 0,50
g/Kg no teste do sono Induzido por barbitdrico (pentobarbital sédico 50 mg/kg i.p.).
A laténcia esta registrada em segundos e a duracdo em minutos. Os dados estdo
expressos como meédia * erro-padrdo da média e os asteriscos denotam
diferengas significativas em relacdo ao valores obtidos nos grupos controle
(p<0,05), usando-se a analise da varidncia univariada seguida do teste de

Dunnett. O nimero de animais por tratamento variou entre 5 e 9.

PPT-3 g/lkgv.o. | LATENCIA DURAGAO
0 294,1 + 23,6 107,1+9,0
0,10 284,6 + 43,8 94,9 + 10,7

DZP 2,5mgl/kg 1767+17,0* 1669 +9,1*

L.p.
PPT-3 g/kg v.o. LATENCIA DURACAO
AGUA 254,6 + 11,8 52,1+ 10,6
0,5 285,4 + 65,7 60,9 + 15,1
DZP 1,0 mg/kg 205,7 + 13,3 65,4+ 5,7

i.p.
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Tabela 8: Efeito do tratamento agudo v.o. com PPT-3 nas doses de 0,10, 0,25 e
0,50 g/Kg no teste de convulsbes induzidas por eletrochoque transcorneal
maximo. Os tempo de flexdo e extensdo estdo registrados em segundos. Os
dados estdo expressos como meédia + erro-padrdo da média e os asteriscos
denotam difereng:as significativas em relagdo ao valores obtidos nos grupos
controle (p<0,05), usando-se a analise da variancia univariada seguida do teste de

Dunnett. O nimero de animais por tratamento variou entre 5 e 9.

PPT-3 g/kg v.o. FLEXAO EXTENSAO
0 1,6 £0,2 14,9 £ 0,4
0,1 1,5+0,1 14,9+0,5
DZP 2,5mglkg 21+0,3 11,6 £1,0*
i.p.
PPT-3 g/kg v.o. FLEXAO EXTENSAO
0 1,9+0,1 14,5+ 0,6
0,25 1,9+0,2 16 + 0,7
0,5 21+0,3 151+1,1
DZP 1,0mg/kg 26+0,3 12,3+ 1,6
i.p.
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Tabela 9 - Efeito do tratamento agudo v.o. com PPT-3 nas doses de 0,10, 0,25 e
0,50 g/Kg e diazepam na dose de 1,0 mg/kg no teste de convulsdes induzidas por
pentilenotetrazol (80 mg/kg i.p.). Os tempos de flexdo e extensdo estao
registrados em segundos. Os dados estdo expressos como média + erro-padrao
da média e os asteriscos denotam diferengas significativas em relacao ao valores
obtidos nos grupos controle (p<0,05), usando-se a analise da variancia univariada
seguida do teste de Dunnett. O niumero de animais por tratamento variou entre 7
e 8.

PPT-3 glkg v.o. LATENCIA DURAGAO

0 335,1+ 60,7 17,5+ 2,0

0,1 260,7 + 68,3 24,1 + 4,6

0,25 191,5 + 29,7 19,7 + 3,3

0,5 231,3 + 39,3 17,6 £ 2,0

DZP 1,0mg/kg | 1098,6 + 266,1* 54 +21°*
i.p.
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DISCUSSAO

Na fase inicial de experimentos realizados no presente trabalho, foi
caracterizado o efeito ansiolitico do diazepam (DZP), droga padrao, no labirinto
em cruz elevado (LCE) para validacdo da metodologia usada na avaliagédo da
atividade central da C. carthagenensis. Foi escolhida a dose de 1,0 mg/kg, por
via intraperitoneal, como a dose efetiva ansiolitica que serviu para fins
comparativos, nesse modelo. A injegao i.p. de DZP aumentou significativamente a
freqiéncia e o tempo de permanéncia nos bragos abertos do LCE. Os resultados
obtidos com o DZP no LCE sé&o freqlientemente encontrados com drogas
ansioliticas benzodiazepinicas e outros compostos cujo mecanismo de agio
envolve o sistema GABAérgico, que reduzem a‘ansiedade, o conflito e a avaliagao
de risco, além de estimularem o éomportamento exploratério (Dalvi e Rodgers,
1996).

| Quando agonistas benzodiazepinicos, como o diazepam, se acoplam aos
seus sitios de ligagdo presentes no receptor GABAA, ha uma modificagdo
alostérica no sitio de ligacdo do GABA, facilitando seu acoplamento com o
receptor. Isso prdmove um influxo de ions CI ~ para o interior da célula, tornando a
membrana pés-sinaptica hiperpolarizada, ou seja, mais negativa no seu interior, o
que diminui a probabilidade de que o limiar para um potencial de agao seja
atingido no neurénio pés sinaptico (DeLory e Olsen, 1994).

Os efeitos farmacologicos dos benzodiazepinicos vao desde a acao
ansiolitica até a propriedade hipnética, em caso de doses mais elevadas, sendo o

tratamento da insbénia uma de suas indicagbes terapéuticas primarias. Outros
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efeitos dos benzodiazepinicos incluem o relaxamento parcial da musculatura
esquelética, que destina-se ao tratamento de espasmos musculares, e uma acgéao
anticonvulsivante, sendo usados na terapia e profilaxia de epilepsias. Os efeitos
colaterais existentes séo incoordenagéo motora e perturbagdo da marcha (ataxia),
entre outros. Doses mais elevadas podem causar amnésia anterégrada, onde o
paciente esquece muitos fatos ocorridos apés tomar a droga. Os
benzodiazepinicos também acentuam os efeitos do alcool e de outros
depressores sobre o SNC quando administrados concomitantemente com estes,
facilitando assim acidentes de transito e aumentando consideravelmente o risco
de intoxicacao por estes agentes (Graeff, 1996).

Apo6s a obtengdo desses resultados com o diazepam, os experimentos
realizados com o objetivo de avaliar o efeito do tratamento oral agudo com o EA
da C. carthagenensis, no comportamento de camundongos no modelo do LCE,
mostram que o EA exerceu, a semelhanga do diazepam, um efeito do tipo
ansio‘litico aumentando significativamente a freqiiéncia e o tempo de permanéﬁcia
dos animais nos bracgos abertos do LCE.

Uma vez observada a atividade do tipo ansiolitica apés o tratamento agudo
com o EA da C. carthagenensis, verificamos se este efeito se mantinha com a
mesma intensidade apds o tratamento repetido (no caso por 14 dias), pois os
benzodiazepinicos e seus similares levam ao desenvolvimento do fenémeno de
tolerancia com a repetigdo do tratamento, e conseqliente redugdo da resposta
(Andreattini e Leite, 1994). Observamos que o tratamento repetido com o EA
promoveu um efeito do tipo ansiolitico ainda mais evidente do que no tratamento

agudo, nao houve, portanto, o desenvolvimento do fendmeno de tolerancia ao EA.
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Estes resultados sugerem que o efeito do tipo ansiolitico apresentado pelo EA da
C. carthagenensis deve envolver mecanismos distintos daquele afetados pelos
benzodiazepinicos.
A avaliacdo preliminar da atividade central do EA (De Lima, 1998 ; Gavioli,
1998) sugere que esta planta nao possui um perfil de agdo semelhante aos
benzodiazepinicos, pois, mesmo nas doses mais altas utilizadas, nao
potencializou o sono induzido por barbituricos, ndo protegeu o SNC de convulstes
induzidas por pentilenotetrazol ou eletrochoque transcorneal, além de nao produzir
prejuizos motores no “rota-rod” ou no teste da chaminé, o que seria esperado
quando se trata de compostos com atividade tipo benzodiazepinicos. Esses testes
comportamentais complementares sdo comumente utilizados para diferenciagao
de drogas e compostos que exercem efeito ansiolitico por atuarem ou ndao como
benzodiazepinicos, o que se pode observar no estudo do honokiol, um composto
do tipo ansiolitico extraido da Magnolia bark (Kuribara e col, 1999).
| Além disso, trabalhos anteriores realizados com a C. aperfa Koehne e cbm
a C. balsamona Scham & Schuldt (Ericeira e col.,, 1984 ; Santos e col., 1986 ;
Santos, 1987), desenvolvidos na UNIFESP/EPM, mostraram uma atividade
colinomimética para as preparagdes estudadas. E, recentemente, estudos feitos
com a C. carthagenensis mostraram que o EA e a fragdo semi purificada desta
planta, PPT-3, apresentam substéncias capazes de reverter o bloqueio dos
receptores nicotinicos musculares produzido por antagonistas do tipo competitivo,

como a d-tubocurarina e a a-bungarotoxina, e do tipo despolarizantes como a

succinilcolina (Viel, 1998). Essa ag¢do ndo parece ser devida a presenga de
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flavonbéides, como a quercetina, implicada na atividade antioxidante da C.
carthagenensis (Schuldt, 1999)

Somando-se a essas evidéncias, informagdes da literatura acerca dos
efeitos da nicotina em fumantes, ndo os deletérios, mas os possiveis efeitos
benéficos que poderao vir a ser usados terapeuticamente (Nicotine and the brain,
1998), temos um importante papel da nicotina no SNC que deve ser repensado. A
nicotina ativa uma série de mecanismos cerebrais ligando-se a receptores
nicotinicos que encontram-se distribuidos em varias areas do SNC, existindo
diversas variagdes estruturais entre diferentes tipos de receptores nicotinicos, de
acordo com a combinagao de suas sub-unidades (Green e col., 1998). A nicotina
pode exercer agdes dramaticamente distintas, dependendo da localizagao e do
subtipo de receptor ao qual se liga, sendo que atualmente estdo sendo
pesquisadas as fun¢des de cada subtipo de receptores . Alguns autores tentam
uma melhor compreensao dos efeitos da nicotina para explicar o porqué do
freqijénte aparecimento de outros distarbios, tais como depresséao .ou
esquizofrenia em individuos que tentam parar de fumar. Estes individuos,
inconscientemente podem estar reequilibrando seus sistemas quimicos tratando a
si préprios com a nicotina, quando voltam a fumar a cada tentativa de abandonar o
seu vicio (Nicotine and the brain, 1998).

Mais recentemente aceita-se que a acetilcolina é um dos
neurotransmissores relacionados a ansiedade. Graeff (1994) realizou alguns
experimentos que indicam que a acetilcolina (Ach) facilta o comportamento
defensivo no hipotdlamo e na matéria cinzenta periaquedutal (MCP), fazendo

pensar na existéncia de mecanismos colinérgicos que regulam o comportamento
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de agressdo defensiva. Os receptores centrais de Ach sio de dois tipos:
muscarinicos (RCM) e nicotinicos (RCN), divisao baseada na capacidade dos
alcaldides naturais, muscarina e nicotina, respectivamente, de mimetizar os efeitos
da Ach nestes sitios. Ate recentemente, a peaquisa neuropsicofarmacolégica
focalizava principalmente os RCM, enquanto que os RCN eram estudados pelo
seu papel na transmissao ganglionar e neuromuscular nos sistemas nervosos
simpatico e parassimpatico. Entretanto, hoje sabe-se que a nicotina possui efeito
ansiolitico, e sugere-se que esse efeito envolva uma agao no complexo GABA-
BDZ. Uma diferenga importante em relacéo aos ansioliticos BDZs é que a nicotina
nao causa prejuizo da memoria e de outras fungdes cognitivas. Ao contrario, pode
melhora-las. Por isso, algumas companhias farmacéuticas procuram agentes
nicotinicos que possuam propriedades ansioliticas e nootrépicas, porém que, ao
contrario da nicotina, sejam destituidos de efeito psicoestimulante, que leva a
dependéncia. Tais compostos teriam um mercado importante especialmente entre
idoso.s, que estado. se tornando uma grande parcela da populagdo mundial gracas
as melhorias nas condi¢des de saude (Graeff e Hetem, 1997 ; Jones e col., 1999;
Schilstrém e col., 1998 ; Salminem e col.,1999)

Outros estudos estdao ajudando a desenvolver novas drogas capazes de
mimetizar os beneficios especificos oferecidos por esta substdncia. Algumas
drogas sintéticas novas estao sendo testadas para reduzir os efeitos negativos da
nicotina, pois ja em 1932 Davis e colaboradores mostraram o efeito analgésico da
nicotina, mas seu uso era limitado devido aos efeitos colaterais (Jones e col.,
1999). O objetivo entdo &, nos novos compostos, aumentar efeitos positivos da

nicotina, usando drogas que atuem apenas em subtipos especificos de receptores
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nicotinicos no cérebro. A esse respeito, um alcaldide testado recentemente, a
epibatidina, isolado da pele de uma espécie de sapo venenoso, Epipedobates
tricolor, mostrou-se cerca de duzentas vezes mais potente em promover analgesia
do que a morfina e parece atuar em RCNn (Traynor, 1998). Pela analise estrutural
desse alcalodide, se desenvolveu o ABT-594, um potente analgésico com menores
efeitos colaterais que os usuais (Traynor, 1998). Duas outras drogas sintéticas que
parecem agir especificamente em diferentes subtipos de receptores nicotinicos
estao sendo testadas em pacientes com doenca de Parkinson e de Alzheimer. A
expectativa € de que essas drogas possam ajudar a reverter os prejuizos na
funcao motora e na atengdo, bem como na meméria. Estudos clinicos mostram
que a disponibilizagdo de nicotina através de adesivos colocados na pele,
aumenta a atencdo em pacientes parkinsonianos e, em baixas doses, melhora a
memoria em pacientes com Alzheimer (Nicotine and the brain, 1998).

Frente a estas consideragbes sobre a atividade colinérgica nicotinica,
a estfatégia experimental foi verificar o possivel envolvimento dos RCN neuronéis
no efeito do tipo ansiolitico do EA de C. catrhagenensis, o que levou ao pré-
tratamento com a mecamilamina (MA), um antagonista ndo competitivo de agao
em RCN neuronais (Vizi e Lendvai, 1999), composto capaz de bloquear a maioria
dos RCN que contém as sub-unidades a2 — 5 e 2 — 4 (Jones e col, 1999). Essa
droga é bastante utilizada em estudos da literatura relacionados a nicotina, e foi
aqui usada na tentativa de antagonizar o efeito do tipo ansiolitico apresentado pela

mesma no LCE (Brioni e col., 1993)
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De fato, o pré tratamento com a mecamilamina reverteu significativamente o
efeito do tipo ansiolitico do EA como observado no tempo de permanéncia nos
bragos abertos do LCE, no nimero de estiramentos, e de imersdes de cabeca.
Estes resultados reforgam a idéia de que o EA esteja promovendo seu efeito do
tipo ansiolitico envolvendo os receptores colinérgicos nicotinicos neuronais. No
entanto, 0 mesmo experimento mostrou uma redugéo do nimero de entradas nos
bracos fechados do LCE, que neste teste & considerado indicativo de um
comprometimento na atividade exploratéria ou motora, o que poderia ser
decorrente do uso da MA, ja que o EA nédo havia produzido qualquer alteracao
motora. Desta forma, fez-se necessario a realizagdo de experimentos
complementares capazes de avaliar as condigdes dos animais quanto a esse
aspecto quando da utilizagdo da MA, para que se pudesse dissociar um efeito
ansiolitico da redug¢do da movimentagao dos animais.

Os experimentos realizados para os fins acima propostos foram o teste do
campo aberto, para avaliagéo da atividade exploratéria, e o teste do “rota-rod”,
para a avaliagdo da performance motora dos animais. Em ambos os testes os
resultados obtidos n&o indicaram prejuizo exploratério ou motor com o tratamento
com a MA, sendo que o unico parédmetro alterado significativamente foi o nimero
de bolos fecais no teste do campo aberfo, que se mostrou reduzido em relagdo ao
grupo controle, o que pode ter ocorrido por uma provavel 'agéo da droga ao nivel
de sistema nervoso periférico (SNP), talvez por um bloqueio ao nivel ganglionar do
Sistema Nervoso Auténomo que promoveria um déficit de atividade

parassimpatica, responsavel pelo peristaltismo do trato gastrointestinal (TGI).
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Dando continuidade dos experimentos, numa tentativa de ampliar o
entendimento dos mecanismos basicos da atividade do tipo ansiolitica do EA da
C. carthagenensis, especialmente o envolvimento dos receptores nicotinicos
centrais, utilizamos outro antagonista de receptores nicotinicos neuronais, a
metilcaconitina (MLA), um potente antagonista competitivo para RCN neuronais
que contém a sub-unidade a-7 (Vizi e Lendvai, 1999), que vem sendo bastante
utilizado no estudo do efeito da nicotina no SNC (Brioni e col., 1996 ; Schilstrdm e
col. 1998, Chang e Berg, 1999; Alkondon e col., 1999).

Os resultados obtidos mostram que, no protocolo utilizado, o EA sozinho
nao foi capaz de produzir um efeito do tipo ansiolitico significativo, como
observado até entdo nos parametros espago-temporais no LCE. No entanto, em
outro parametro indicativo de efeito do tipo ansiolitico, o nimero de estiramentos,
o EA foi capaz de reduzi-lo significativamente, sendo este efeito revertido pela
MLA.

.A utilizagdo da MLA nesta fase dos experimentos foi, devido a uha
limitagdo na quantidade disponivel deste antagonista, feita através de
administragdo intracerebroventricular (i.c.v.), diferentemente do protocolo utilizado
com os demais antagonistas. Este fato, pode ter sido um fator de estresse maior
que o das demais situagdes, onde a anestesia etérea e a manipulagdo para
introdugéo da canula podem ter elevado o nivel basal de estresse dos animais a
ponto de produzir um estado de ansiedade que nao pdde ser revertido pela agao
ansiolitica do EA da C. carthagenensis. Estudos realizados com a nicotina indicam

que realmente o nivel de estresse do animais pode interferir na atividade do tipo
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ansiolitica desta substancia e na dose necessaria para obtengao deste efeito (Filé
e col., 1998).

A nicotina pode interagir com a ansiedade em varios niveis, incluido
respostas endécrinas e na atengéo. Sugere-se que o efeito ansiolitico da nicotina
reletado por fufnantes seja secundario a a um aumento na capacidade de
concentragdo. Um aumento da vigilancia tem sido associado com uma ativagao
colinérgica que sé da em resposta a agédo da nicotina (Gray e col., 1994; Wilkie e
col., 1996). Entretanto, o efeito ansiolitico da nicotina também pode estar sendo
mediado por um aumento da liberagdo de GABA (Lena e Changeux, 1997). Uma
interagdo com o complexo receptor GABA-BDZ é reforgado pelo fato do
antagonista de BDZ, flumazenil, ser capaz de reverter o efeito ansiolitico da
nicotina (O’Neill e Brioni, 1994). Nossos estudos com o flumazenil ndo permitiram
descartar a possibilidade do envolvimento do sistema GABAérgico no efeito do

tipo ansiolitico do EA de C. carthagenensis (Lorenzo e col., 1999).

A inter-relacdo entre os sistemas GABAérgico e colinérgico no efeito
ansiolitico da nicotina s&o contrapostos com o efeito ansiogénico que a mesma
substancia pode promover em resposta a ativacdo de outros sistemas, como o
noradrenérgico (Brazell e col., 1991), ou glutamatérgico (Gray e col., 1996). Além
disso, a nicotina também se mostrou capaz de aumentar a liberagao do horménio
adenocorticotréfico ACTH (Matta e col., 1990), que teve um efeito ansiogénico no
teste de interagdo social (File e Vellucci, 1978). A administragdo do agonista de
receptores 5-HTia (8-OH-DPAT) apresentou efeito ansiogénico no teste de

interacdo social (File e col.,, 1996). A nicotina, entretanto mostrou-se capaz de
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reduzir a liberacdo de serotonina (5-HT) no hipocampo (Ridley e Balfour, 1997), e
também de aumentar a liberagdo de 5-HT no estriado sem alteragbes no
hipocampo (Reuben e Clarke, 2000), além de aumentar essa liberagdo no cértex
frontal (Ribeiro e col., 1'993).

Com o intuito de complementar a caracterizacdo do efeito do tipo
ansiolitico da C. carthagenensis, foi utilizado uma fragdo obtida através do
processo de solubilizagéo fracionada a frio, obtida a partir do EA, denominada
PPT-3, que em testes realizados em estudos de placa motora mostrou-se dez
vezes mais ativa que o EA na reversdo do bloqueio neuromuscular em
preparagdées nervo frénico-musculo diafragma de camundongo exercido pela d-
tubocurarina (Viel, 1998). O PPT-3 em tratamento oral agudo, embora tenha
promovido efeito do tipo ansiolitico em uma das doses utilizadas (0,25 g/kg), néo
deixa claro, de acordo com os resultados obtidos, se este composto foi mais ativo
que o EA na produgdo deste efeito, pois a concentragdo do principio
biologicamente ativo para o efeito do tipo ansiolitico pode ter ocorrido, porém tal
efeito poderia estar sendo perdido devido a concentragdo de outros componentes
do extratos que interfiram com o primeiro, ou ainda, que a concentragdo esteja
realmente se dando, e que na dose mais alta atue também em outros sistemas
neuronais que promovam um efeito ansiogénico se contrapondo com aqueles

promotores do efeito ansiolitico, como visto anteriormente.
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CONCLUSOES

e O extrato aquoso (EA) de Cuphea carthagenensis em tratamento agudo sonda
gastrica (1h, v.o0.) nas doses de 0,25 ; 0,5 e 1,0 g/kg produziu um efeito do tipo
ansiolitico detectavel nos parametros classicos do labirinto em cruz elevado.

e O extrato aquoso (EA) de Cuphea carthagenensis em tratamento por sonda
gastrica repetido (14 dias, v.0., bid) nas doses de 0,25 ; 0,5 e 1,0 g/kg produziu
um efeito do tipo ansiolitico avaliado nos parametros do labirinto em cruz
elevado, ainda mais evidente que no tratamento agudo, ndo mostrando,
portanto, o desenvolvimento de tolerancia a este efeito.

e Testes complementares, como o sono induzido por barbitirico, convulsées
induzidas quimicamente por pentilenotetrazol ou por eletrochoque maximo
transcorneal, sugerem que o efeito ansiolitico observado com o EA de C.
carthagenensis envolva mecanismos distintos ao dos benzodiazepinicos,
embora nao seja possivel descartar uma modulagdo do sistema GABAérgico
no efeito observado.

¢ Antagonistas de receptores nicotinicos neuronais utilizados, foram eficazes em
reverter o efeito do tipo ansiolitico do EA avaliado no LCE.

e Nao foi possivel avaliar, no presente estudo, como se da ao nivel molecular
essa ihteragéo com os receptores nicotinicos e, tampouco, que outros sistemas
neuronais podem estar envolvidos na produg¢ao deste efeito ansiolitico.

e A fracdo semi-purificada PPT-3 do EA de Cuphea carthagenensis, em

tratamento agudo por sonda gastrica (1h, v.0.) nas doses de 0,1 ; 0,25 e 0,5
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g/kg, produziu um efeito do tipo ansiolitico detectavel apenas para a dose de
0,25 g/kg, e nao modificou quaisquer parametros dos teste complementares
aos quais foi submetido. Nao fica claro, no entanto, com os resultados do LCE
se o processo de fracionamento foi capaz de concentrar os principios
biologicamente ativos responsaveis pelo efeito do tipo ansiolitico da Cuphea
carthagenensis.

e Os dados obtidos no presente trabalho sugerem ainda que os receptores
nicotinicos neuronais parecem exercer um importante papel modulatério na
ansiedade experimental, ndo descartando o envolvimento ou a interagido do
sistema colinérgico com outros sistemas neuronais tais como o GABAérgico,
noradrenérgico, glutamatérgico e serotonérgico.

o Nossos resultados permitem concluir que o EA e a fragdo semi-purificada de
Cuphea carthagenensis possuem uma atividade do tipo ansiolitica, que parece

ser mediada por receptores colinérgicos nicotinicos neuronais.
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