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Esse estudo avaliou a atividade do tipo antidepressiva do extrato aquoso
(EA) e de duas fragdes semipurificadas, fragdo butanélica (Fbut) e fragdo aquosa
(Faq) da Cecropia glazioui Sneth, conhecida popularmente cbmo embauba. Para
isso foi usado o modelo experimental da natagao forgada (NF) em ratos. Nossos
dados mostram que o EA (0,125 — 1,0 g/kg v.0.) reduz de forma dose-dependente
a imobilidade na NF, sendo este efeito potencializado ap6s tratamento repetido (6
dias). O mesmo perfil de atividade foi encontrado apds administracdo da Fbut,
porém nao da Faq; sugerindo que o principio.biolog-ic’amente ativo no teste da NF
esta presente na Fbut. Também foi observado que o tratamento repetido com o
EA e a Fbut eleva os niveis de serotonina e noradrenalina hipocampais. Nossos
resultados indicam que o EA de C. glazioui apresenta uma atividade do tipo
antidepressiva, sendo esta também encontrada na Fbut. Esta atividade parebe
estar relacionada as alteragdes nos niveis de monoaminas hipocampais induzidas
pelo tratamento com C. glazioui, mas o mecanismo de ag¢ao responsavel por essa

atividade permanece a ser esclarecido.
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RESUMO

A embaulba (Cecropia glazioui ‘Sneth) é usada popularmente como
medicamento anti-hipertensivo, cardioténico e antiasmatico em varios paises da
América Latina (Pio Correa, 1984; Simdes, 1996; Di Stasi e col.,, 1989; Matos,
1991). Estudos realizados com a Cecropia glazioui Sneth mostraram que ela
apresenta efeitos cardiovasculares e agao anti-hipertensiva (Nicolau e col.,1988;
Borges, 1990; Cysneiros, 1996; Lapa e col., 1999). Em ratos, nossos estudos
prévios mostraram que o extrato aquoso (EA) de C. glazioui aumentou a laténcia
para imobilidade no teste da natagdo forgada (NF), assim como promoveu um
aumento de serotonina (5-HT) e noradrenalina (NA) no hipocampo de ratos apés
tratamento repetido por 5 dias (Lapa e col.,1999), sugerindo um efeito do tipo
antidepressivo (Sunal e col.,_ 1994).

| O presente estudo investigou a atividade do tipo antidepressiva do EA e de
duas fragbes semipurificadas, fragdo butandlica (Fbut) e.fragéo aquosa (Faq) de
C. glazioui Sneth, utilizando o teste da NF proposto por Porsolt e colaboradores,
~em 1977, e também verificou possiveis alteragdes nos niveis de 5-HT e NA
hipocampais.

Ratos fémeas foram tratados repetidamente com o EA de C. glazioui (0,25;
0,5; 1,0 g/kg v.o. bid ) sendo submetidos ao teste da NF no 2° ,6 ° e 21 ° dia ou
apos 90 dias de tratamento. No 21° dia, antes da NF, a atividade locomotora dos
animais foi avaliada no campo aberto. O tratamento com o EA reduziu o tempo de
imobilidade dos animais no teste da NF. No 2° dia foi constatada umé tendéncia a

redugéo deste tempo, sendo esta redugdo evidente apés 6 dias ou 21 dias. Os
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anirﬁais que receberam oralmente o EA por 90 dias também apresentaram uma
diminuicao do tempo de imobilidade, caracteristica de drogas antidepressivas. Nao
se observou alteragdo na atividade locomotora dos animais, reforgcando a hipétese
de uma atividade especifica antidepressiva da C. glazioui.

Para a construgdo de curvas dose-resposta do EA (0,125; 0,25; 0,5;
1,0 g/kg) e avaliagdo dos efeitos das fragdes Fbut e Faq (25; 50; 100; 200 mg/kg),
foi adotado o esquema de tratamento classico proposto por Porsolt e col. em 1977
para NF. O EA reduziu de forma dose-dependente o tempo de imobilidade na NF,
sendo o mesmo perfil encontrado apés tratamento com a Fbut numa relagao de
poténcia aproximada de 5/1, ao passo que a Faq néb apresentou efeito algum no
teste da NF. |

Para dosagem de monoaminas hipocampais, ratos fémeas foram tratados
com o EA (0,5 g/kg v.o. bid) por 2, 6, 21 ou 90 dias e com Fbut (50 mg/kg v.o. bid)
ou Faq (100 mg/kg v.o. bid) por 6 dias, sendo entdo, retirado o hipocampo e
dosadas a NA, a 5-HT e séus metabdlitos por cromatografia liquida de alta
- eficiéncia (CLAE). Apo6s 2, 6 ou 21 dias de tratamento com o EA foi observada
uma elevagcdo dos niveis de NA hipocampais, nado sendo ‘e'ste aumento
estatisticamente significativo apés 90 dias. Os niveis de 5-HT apresentaram-se
aumentados apods 6 ou 21 dias de tratamento, ndo apresentando alteragdes
significativas apés 2 ou 90 dias. Nao foram detectadas modificacbes dos
metabdlitos no hipocampo dos animais tratados nos diferentes periodos de tempo.

Apos o tratamento por 6 dias com a Fbut também foi observado um
aumento de 5-HT e de NA hipocampais, o que reforga a idéia de uma relagao

causal entre as alteragdes bioquimicas descritas e a redugdo da imobilidade
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obsérvada no teste da NF, visto que apés 6 dias de tratamentoA a Fbut foi efetiva
neste teste e a Faq ndo promoveu alteragdes bioquimicas ou comportamentais
nos animais tratados.

Nossos resultados sugerem que a C. glazioui apresenta uma atividade do
tipo antidepressiva. Este efeito é dependente da dose e & potencializado apés
tratamento repetido. Nossas observagbes indicam que esta atividade esta
provavelmente relacionada aos aumentos de NA e 5-HT hipocampais produzidos
pelo tratamento oral com o EA e a Fbut de C. glazioui, cujo mecanismo de agao

deve ser melhor investigado em estudos futuros.
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ABSTRACT

Cecropia glazioui Sneth popularly named embauba, has been widely used
in most Latin America countries as antihipertensive, cardiotonlc and antiasthmatic
medicine (Pio Correa, 1984; Simdes,1996; Di Stasi et al.,1989; Matos,1991). Its
cardiovascular effects has been well fnvestigated and its anthipertensive /
hipotensive action scientifically estabilished (Nicolau et al.,1988; Borges, 1992;
Cysnéiros, 1996; Lapa et al., 1999). Our previous studies showed a reduction on
the latency for immobility in the forced swimming test (FST) and an increase in the
leveis of serotonin  (5-HT) | and noradrenaline (NA) after oral repetitive
administration of its aqueuos extract (AE) in rats, suggesting an antidepressant-like
effect for this plant.

This study was aimed to investigate the antidepressant-like activity of the
AE and two semipurified fractions, a butanolic (Fbut) and an aqueous fraction
(Faq) from C. glazioui, as well as changes in the 5-HT and NA levels at the
hippocampus.

Female rats were repeatediy treated with AE of C. glazioui (0.25; 0.5 and
1.0 g/kg p.o. bid) and tested in the 2™, 6", 21 and 90™ day of treatment in the
FST (Porsolt et al, 1977). In the 21% day, before the FST, the locomotor activity
was evaluated in the oben field test. The treatment with the AE reduced the
immobility time of the animais in the FST. After 2 days, we could only observe a
trend to réduce this parameter, but this effect was statistically significant after 6, 21
or 90 days. There was no change on the motor activity of the animals, suggesting a

specific antidepressant effect of C. glazioui.

iv
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To investigéte the actions of the Fbut and Faq (25, 50, 100 and 200 mg/kg)
and build a dose-response curve with the AE (0.125; 0.25; 0.5 and 1.0 g/kg), we
used the classical schedule of treatment proposed by Porsolt et alli in 1977 for the
FST. The treatment with AE reduced the immobllity time of animals in a dose-
related way, the same profile of activity occurring with the treatment with Fbut at a
approximately ratio potency of 5/1. The Faq did not promote any effect on the FST.

To verify the hippocampal monoamines leveis we treated orally rats for 2, 6,
21 and 90 days with AE (0.5 g/kg) and for 6 days with Fbut (60 mg/kg) or Faq (100
mg/kg). At the end of the treatments, the hippoccampus was cirurgically removed
and the NA and 5-HT levels, as well as its metabolites, were measured by high
pressure liquid cromatography method (HPLC). After 2, 6 or 21 days of repetead
oral administration, an increase in the levels of NA could be assessed, but this
increase was not observed after 90 days of oral treatment with AE. The 5-HT levels
showed an increase after 6 and 21 days, but not after 2 or 90 days of treatment.
No changes in the hippocampal leveis of monoamines metabolites were not
observed after aﬁy treatment.

Fbut increased the NA and 5-HT levels after 6 days of treatment, suggesting
a relationship between the behavioral change observed in the FS.T and the
biochemical alterations detected at the hippocampus Ievels; since after 6 days of
treatment the Fbut reduce the immobility time whereas the Faq (100 mg/kg) did not
produce any behavioral or biochemical effect. |

Our results suggest an antidepressant-like effect of the AE and Fbut of C.

glazioui Sneth, dose-related and potentiated by repeated treatment. There are

experimental evidence of a causal relationship of this effect with the increase of the
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hippbcampal leveis of 5-HT and NA, but the underlying mechanism of action

remains to be elucidated.

vi
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INTRODUCAO

Depressao

A depressao, em suas diversas manifestagdes, afeta, pelo menos, 5% da
populagao adulta mundial (Klerman & Weissman, 1989), sendo sua incidéncia de
2 a 3 vezes maior nas mulheres (Broadhead e col, 1990; Andrew, 1999).
Estatisticamente calcula-se que 25 a 30% dos casos de suicidio tém como causa
a depressao (Klerman, 1987). Economicamente foi constatado que o hl]mero de
dias de trabalho perdidos em pessoas com depressao € 5 vezes maior que por
outras causas (Broadhead e col.,, 1990) e calcula-se que, em determinado
momento, 13 a 20% da populagdo adulta aprésenta algum sintoma depressivo
sendo que 2 a 3 % se encontra hospitalizada com as atividades diarias seriamente
prejudicadas por doengas de origem afetiva (Guimaraes, 1996). Apesar destes
dados estima-se que 70% dos casos de depressdo ndo sdo tratados nos Estados
Unidos (An‘drew, 1999). O mesmo quadro deve estar presente em outros paises
industrializados.

Diversas variaveis, interfferem na classificagcdo e caracterizagdo dos
transtornos depressivos. Segundo o Manual de Diagnéstico para Doengas
Psiquiatricas da Associagdo de Psiquiatria Americana em sua 4" edigso,
(Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders - DSM-IV), os transtornos
depressivos estdo classificados em uma categoria maior, englobando todos

transtornos de humor, como representados na tabela 1.
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Tabela 1 - Critérios do DSM-IV para classificagao dos transtornos de humor

Transtornos bipolares

o Transtorno bipolar tipo |

Curso

Maniaco, depressivo, misto
Apresentacgao

Sem sintomas psicéticos
Com sintomas psicéticos
Congruentes com o humor
Incongruentes com o humor

e Transtorno bipolar tipo |

e Ciclotimia

e Transtorno bipolar ndo especificado

Transtornos depressivos

e Depressao maior

Curso

Episédio unico ou recorrente

Apresentacgao

Sem sintomas psicéticos

Com sintomas psicéticos

Congruentes com o humor

Incongruentes com o humor

Distimia

Transtorno depressivo nao especificado

Transtorno do humor associado a uma condigao médica

Transtorno do humor induzido por drogas
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Teoria monoaminérgica da depressao

A principal teoria bioquimica formulada acerca da base biol6gica da
depressdo é a teoria monoaminérgica (Schildkraut, 1965). Essa te>oria propbe que
a depressé6 como conseqiiéncia de um déficit funcional de aminas biogénicas em
certas regides cerebrais. Iniciélmente, essa hipétese foi formulada em termos de
noradrenalina, sendo posteriormente estendida a alteragbes ocorridas também
nos niveis de serotonina. Por muitos anos esta teoria vfoi aceita, sendo
fundamentada nas alteragbes neuroquimicas ocorridas no cérebro apds o
tratamento com antidepressivos, ou seja, um aumento da disponibilidade sinaptica
de monoaminas. No entanto, estudos especificos realizados em humanos,
tentando relacionar a depresséo_ a deficiéncia de mononoaminas cerebrais, nao
nao tiveram sucesso. Além disso, foi observado que drogas, como a anfetamina,
gue aumentam aé transmissdes noradrenérgica e dopaminérgica nao apresentam
atividade antidepressiva. Outro detalhe importante relaciona-se ao fato dos efeitos
dos antidepressivbs nos processos de recaptacdo e metabolizagdo se
manifestarem de forma aguda, sendo que os efeitos terapéuticos se manifestam
de forma cronica. Estas evidéncias levaram a uma reformulagédo da teoria, onde se
sugere que as alteragdes nas fungbes monoaminérgicas ocorreriam na pos-
sinapse e estariam principalmente relacionadas a receptores, explicando des;ta
forma a manifestagéo tardia dos efeitos terapéuticos dos antidepressivos (Stahl,
1996). Entretanto, estudos sugerindo atividade antidepressiva de drogas que nao
interagem diretamente com os sistemas noradrenérgico e/ou sérotonérgico como,
por exemplo, antagonistas dos receptores glutamatérgicos do tipo NMDA,

levantam algumas duvidas em relagao a esta teoria (Skoinick, 1999). De qualquer
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forrﬁa, até hoje ndo se conseguiu estabelecer um mecanismo comum de agéo
para todos os antidepressivos. E ‘provével que a depresséo possa ter diferentes
substratos biolégicos, o que explicaria a falta de resposta de alguns pacientes a
determinados'grupos de drogas. Uma revisao atual sugere como mecanis;no de
acao comum para os antidepressivos a expressao de certas citocinas, como o
fator neurotréfico derivado do cérebro, apds o tratamento crénico, sendo que a

depressdo estaria relacionada a uma hipofungdo deste sistema, e néo

propriamente nos sistemas noradrenérgico e/ou sefotonérgico (Altar, 1999).

Tratamento farmacoldégico da depressao

No tratamento dos transtornos de origem afetiva, existem diversos grupos
de farmacos com eficacia clinica comprovada e estes estdo representados na
tabela 2. Apesar de apresentarem mecanismos de agao primario diferentes, tem
sido observado uma intima relagdo destes farmacos com os sistemas
noradrenérgico e serotonérgico e alteragbes dos mesmos em diversas areas do
cérebro relacionadas ao comportamento emocional e a memoéria, dentre elas o
hipocampo (Mongeau e col., 1997; Nemeroff, 1998; Alvarez e col., 1999). Em
geral, as drogas nao diferem entre si na eficacia e os efeitos terapéuticos se
manifestam de forma retardada, dentro de 2 a 4 semanas, sendo esta a'principal
dificuldade para a adesdao ao tratamento, visto que os efeitos colaterais se
manifestam agudamente. Desta forma, se faz necessaria a busca por
medicamentos de agdo mais rapida e/ou maior aceitagao junto a populagao.

Com a corrente naturalista dos anos 90 e a comprovagéo dos efeitos

terapéuticos de plantas como o Hypericum perforatum no tratamento da

4
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depressao (Bombardelli, 1995), novas perspectivas terapéuticas se abriram, sendo
a principal vantagem dos produtos derivados de plantas sobre os sintéticos, sua
aceitagido pelos pacientes, facilitando assim a adesdo ao tratamento e dando a

esses produtos competitividade no mercado farmacéutico.
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Tabela 2 — Classificagao dos principais grupos de antidepressivos
CLASSIFICAGAO DROGAS
Agentes inibidores da enzima|Nao seletivos e irreversiveis:
monoaminoxidase (IMAOs) Fenelzina, tranilcipromina, iproniazida,
isocarboxazida
Seletivos e irreversiveis:
Clorgilina (MAO-A)
Seletivos e reversiveis:
Moclobemida, toloxatona, befloxatona,
brofaromina
Antidepressivos triciclicos (TCAs) |Aminas terciarias:
Clomipramina, imipramina, amitriptilina,

doxepina, trimipramina

Aminas secundarias:
Nortriptilina, protriptilina, desipramina

Antidepressivos tetraciclicos

Aminas secundarias:
Amoxapina, maprotilina

Inibidores seletivos da recaptagéao
de serotonina (ISRSs)

Fluoxetina, sertralina,
fluvoxamina, citalopram

paroxetina,

Inibidor da recaptagao  de|Bupropiona
noradrenalina e dopamina
Inibidores da recaptagdo de|Venlafaxina, duloxepina

serotonina e noradrenalina

Inibidores seletivos da recaptagao
de noradrenalina

Milnacipram

Inibidores da recaptagao de 5-HT
e antagonistas dos receptores
5-HT, (fenilpiperazinas)

Trazodona, nefazodona

Antagonistas dos receptores a; -
adrenérgicos

Mianserina, mirtazepina

Drogas atuando em segundos-
-mensageiros

Rolipram

Agonistas dos receptores 5-HTa

Buspirona, gepirona, tandospirona,
8-hidroxi-2-(di-n-propilamino)tetralina
(8-OHDPAT)
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Plantas medicinais — uso e validacao

A utilizagdo de produtos naturais como “ferramentas terapéuticas” parece
estar relacionada diretamente ao proprio desenvolvimento da espécie humana.
Ant‘igamente o aprendizado era baseado no instinto, na observagdo, sendo a
selecdo de “medicamentos” realizada por triagem e as informagbes sobre o poder
“curativo” de certos preparados vegetais passados de pai para filho, através das
geragoes.

Na China, aproximadamente 3000 A. C., relata-se o uso da Cannabis
safiva, com finalidades terapéuticas (Wineck, 1977), ‘ém relatos de origem
babilénica datados de 2600 A.C., também observa-se a utilizagdo de certos
preparados de plantas como o Cedrus sp e a Papaver somniferum com objetivos
terapéuticos. A partir do século XIX, éom o isolamento dos alcaldides
responsaveis pela maioria dos efeitos conhecidos das plantas medicinais usadas
na época, ocorreu um grande avango no campo da farmacologia, gerando uma
grande busca por medicamentos extraidos de plantas, estando entre eles
medicamentos originarios de plantas nativas brasileiras, como a pilocarpina e o
curare (Bender, 1998).

Na década de 50 (pds-guerra), a industria farmacéutica foi sﬁbstituindo os
compostos vegetais e organicos por medicémentos sintéticos. A partir da década
de 70, com o répido desenvolvimento da biotecnologia e da biologia molecular, o
trabalho da industria farmacéutica em desenvolver medicamentos a partir de
extratos de plantas sofreu profunda redugdo, em virtude da tentativa de se
produzir medicamentos baseados unicamente nos mecanismos moleculares de

certas patologias e pela maior facilidade de controle de qualidade de produtos
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sintéticos puros, em relagdo a complexidade das plantas. Este processo vem
sendo revertido nos ultimos anos pela industria farmacéutica, no qual muitas tém
buscado novas substancias utilizando plantas como protoétipo para o
desenvolvimento de novas drogas, pois acredita-se que a possibilidade de
encontrar medicamentos inovadores € maior a partir de plantas medicinais, ja que
grande porcentagem de medicamentos em uso sao originarios de plantas
(Ferreira, 1998).

Na medicina popular observa-se o emprego de extratos de plantas com
objetivos terapéuticos, embora }néo haja uma 6omprovagéo cientifica de sua
eficacia e seguranga para uso na espécie humana. Desta forma, torna-se
necessario um estudo mais aprofundado destes produtos, onde junto a validagao
de sua eficacia como medicamento ético, seja estabelecida sua seguranga, além
da avaliagao de qualidade do produto e de sua produgéo (Lapa e col., 1997).

A validagdo de uma planta medicinal compreende tpdos os procedimentos
necessarios para a demonstragdo cabal de sua efetividade como medicamento e
de que seu indice terapéutico é compativel com o uso humano, incluindo aqui os
testes pré-clinicos e clinicos com a planta (Ribeiro do Valle, 1978).

Atualmente, um estudo de plantas medicinais no Brasil desde o seu inicio
até a geragdo de um produto comercial final gira em torno de 10 anos, sendo que
os principais problemas encontrados sdo aqueles relacionados ao controle de
qualidade do produto final, dentre os quais se destacam a variabilidade do
material boténiéo, a presenga de muitos constituintes, ativos ou inativos, além da

dificuldade de identificagao dos cbmponentes ativos. Por outro lado, existem

razbes que fazem necessario um processo de validagdo de plantas medicinais,
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razées estas de origem social (retorno da informagao para a plopulagéo), razoes
terapéuticas (busca de medicamentos com um novo espectro terapéutico ou um
mecanismo de acdo inovador), razbes éticas (verificagdo da eficacia e da
toxicidade de produtos utilizados na medicina popular) e razdées empresariais
(desenvolvimento de produtos inovadores, seja simplesmente pela utilizagdo do
material vegetal ou com o desenvolvimento de novos medicamentos sintéticos)
(Lapa e col., 1997).

Em 1993, estimava-se que das 250.000 espécies de plantas no mundo,
menos de 10% tinham sido exaustivamente estudadas objetivando a descoberta
de alguma propriedade terapéutica (Scientific American, apud. Ferreira, 1998),
segundo outras estimativas o nimero de plantas investigadas € muito menor,
sendo inferior a 0,5 % (Ferreira, 1998). Mendelsohn e Balick (1995), visando
estimar o valor de farmacos ainda ndo descobertos nas florestas tropicais,
calcularam em 375 o numero potencial de drogas existentes nestas florestas
sendo que apenas 47, dentre elas a vincristina, a vinblastina, o curare, o quinino, a
codeina e a pilocarpina, ja teriam sido descobertas. Observa-se ainda que grande
parte dos medicamentos que estdo no mercado atualmente originam-se de
produtos naturais, especialmente de plantas. Nos EUA entre as vinté drogas mais
vendidas em 88, apenas sete ndao derivavam diretamente de produtos naturais,
sendo que ainda assim as plantas participaram em algum momento da histéria
farmacologica destas drogas (Ferreira, 1998).

O Brasil encontra-se entre os dez maiores consumidores de medicamentos
do mundo. S6 em 1991, 20,8 % dos medicamentos vendidos no Brasil foram

destinados ao tratamento de doengas relativas ao sistema nervoso central
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(IMS/PMB, 1991). No ano de 1990, nos EUA este nimero éhegou a 21,7 %,
abrangendo desta forma as drogas com atividade antidepressiva (PMA Statistical
Fact Book, 1990). Particularmente, em relagdo a participagdo  das drogas
antidepressivas no mercado farmacéutico, sabe-se que em 1994, na Alemanha,
66 milhoes das doses prescritas de Hypericum perforatum (erva-de-Sao Jo3o)

foram para uso como antidepressivo (De Smet & Nolen, 1996).

Cecropia glazioui Sneth - aspectos gerais e farmacologia

A Cecropia glazioui Sneth (figura 1) e outras 50 espécies do mesmo
género, popularmente : conhecidas como embaubas, imbalbas, ambaiba,
ambauba, umbauba, arvore-de-preguicga, distribuem-se pérticularmente ha hiléia e
regides tropicais, penetrando mais raramente nas zonas secas do Nordeste e nos
estados do Centrb e Sul do Brasil. Sdo plantas tipicas das formagdes higrofilas
(que vegetam em locais umidos e se caracterizam por grandes folhas delgadas,
moles e terminadas em ponta afilada), em matas umidas ou em matas ciliares,
mas nunca em formagdes abertas de caatinga ou cerrados. As plantas deste
género sao todas arvores que podem variar entre 8 a 25 metros de altura, mais ou
menos. Todas as espécies tém caule e ramos fisfulosos. Suas cavidédes nao sao
continuas, mas septadas, e estdo, na grande maioria das espécies, ocupadas por
formigas extremamente agressivas. Os corpulsculos de Miiller sdo macios e muito
nutritivos, nascendo em cima dos nés e servindo como alimento para as formigas.
As folhas sao asperas e utilizadas como Iixés para polir madeira. A casca é
utilizada no curtume e fornece boa fibra para estopa, sendo utilizada para calafetar

<
e para fabricar cordas. O tronco é usado na construgao de jangadas e flutuadores.
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A madeira é utilizada para a obtengao de celulose. O fruto comestivel pode ser a
razdo para a arvore ser freqlentada pelo bicho-preguica (Bradypus sp e
Choleopus sp), segundo Pio Correa (1984).

A C. glazioui é utlizada na medicina popular como hipotensora,
cardiot6nica, diurética, anti-diabética, no tratamento da asma e da bronquite (Pio
Correa, 1984; Simdes, 1986; Di Stasi e col.,, 1989; Matos, 1991). Relatos
populares atribuem a hipoatividade do bicho-preguica ao fato de se alimentar com

os brotos e folhas novas de C. glazioui.

Figura 1- Cecropia glazioui Sneth (plantagdo controlada do CPQBA — UNICAMP —

Campinas, Sao Paulo).

11
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Os efeitos da C. glazioui na presséd arterial foram bem estudados e sua
atividade hipotensora comprovada cientiﬁcalmente (Nicolau e col., 1988; Borges,
1992; Cysneiros, 1996; Lapa e col., 1999). A administragao repetida (3 semanas)
do extrato aquoso (EA) por via oral causa redugéo reversivel de 20 mmHg na
pressao sistdlica de ratos, medida por meétodo néo invasivo, mostrando néo haver
diferenga no efeito maximo entre as doses, porém uma diferenga temporal para
obtencdo deste efeito (Lapa e col., 1999). Este efeito hipotensor foi atribuido a
presenga de compostos com atividade bloqueadora de canais de calcio
dependentes de voltagem, que apds purificagdo foi mantida na fragao butandlica
(Fbut) e, apds fracionamento desta em quatro fragdes, na F4 (Cysneiros, 1996;
Lapa e col., 1999). Também foi demonstrada uma atividade hipotensora apés
tratamento com C. obtusifolia (Salas e 6ol., 1987a,’b) e C. adenopus , sendo qué
na ultima esta atividade também foi atribuida a um composto com atividade
bloqueadora de canais de calcio (Borges e col., 1994). |

Além da atividade hipotensora e da interégéo com canais de calcio
dependentes de voltagem, outros efeitos e interagbes com receptores foram
descritos em diferentes testes com C. glazioui. Em 1988, Nicolau e colaboradores
sugeriram uma agao das fragdes acetato de etila (Fae) e clofoférmiéa (Fc) de C.
glazioui nos sistemas noraarenérgico e serotonérgico, sendo que a Fc inibiu a
curva dose-resposta a noradrenalina (NA) no canal deferente de rato e
antagonizou de forma irreversivel as respostas a NA e serotonina (5-HT) na artéria
e veia femofal cao. A Fae antagonizou aparentemente as respostas a NA e 5-HT
na artéria e veia femoral de c&o. Foi também observada uma agdo agonista da

Fbut em receptores pB-adrenérgicos, potencializando as contragées em atrio

12
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esqﬁerdo de rato (0,3 a 1,0 mg/mL), efeito éste inibido por propranolol (1pg/mL)
(Cysneiros e col., 1996) e uma atividade antagonista de natureia nao competitiva
em relagejxo a receptofes oy adrenérgicos (Lapa e col.,, 1999). Também foi
constatada uma atividade inibidora da enzima conversora de angiotensina apos
tratamento repetido com o EA (Evans e col.,, 1999). Cysneiros e colaboradores
(1997) descreveram uma atividade anti-secretora pafa C. glazioui e sugeriram
que este efeito poderia ser atribuido a inibigdo competitiva da enzima H+ K+
| ATPase por flavonodides presentes no extrato. Em testes toxicol6gicos néo foram
observadas, apos 30 dias de tratamento com o EA de C glazioui, interferéncias
com a fertilidade e a capacidade reprodutora de ratas (Tabata e col., 1992). Outro
estudo mostrou baixa toxicidade, por via intraperitoneal, do extrato bruto de brotos
e folhas de C. glazioui, sendo a DLsy de 477 e 800 mg/kg, respectivamente
(Nicolau e col, 1988).

| Apesar dos poucos estudos avaliando os possiveis efeitos da C. glazioui no
sistema nervoso central (SNC), foi relatado que os animais submetidos a
tratamento repetido com seu EA, se tornavam mais doceis ao manuseio (Dr. A. J.
- Lapa, comunicagéo pessoal). Em testes preliminares especificos de avaliagao dos
efeitos da C. glazioui no SNC, observou-se que ratos nofmoténsos e hipertensos,
apoés tratamento por 15 dias com EA, mostraram uma redugéo no tempo de
Iaténciapara imobilidade no te‘ste da natagdo forgada (NF) (o que seria indicativo
de uma atividade do tipo antidepressiva) e um aumento na porcentagem de

entradas nos bragos abertos sobre o total de entradas no teste do labirinto em

cruz elevado (indicando uma _atividade do_tipo_ansiolitica), nédo tendo sido

13
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observadas alteragbes no teste do rota rod, na temperatura basal e no teste de

catalepsia (Lapa e col.,1999).

Quimica da C. glazioui

Diversos compostos foram isolados do género Cecropia, porém a nenhum
destes tém sido atribuidas quaisquer das propriedades farmacolégicas descritas
no género:

e da C. glazioui foram isolados a isovitexina (Della Monache e col.,1988) e

a hexametiltetramina (Torres e col., 1991).

e da C. adenopus, 1-docosanol,1-hexacosanol,1-tetracosanol, acido
araquidico, acido behenico, acido cerético, acido estearico, acido henecosanéico,
acido lignocérico, acido margarico, acido nonadecandico, acido octocosandico,
acido pentacosanico, acido tricosandico (Neidlen & Kock, 1980a), acido glutamico,
arginina, asparagina, p-amirina, B-sitosterol, fenilanina, frutose, galactose, glicina,
glicose, isoleucina, prolina, serina e stigmast-4-en3-ona, aminoacido alanina, acido
aspértico,\)alina, alfa-amirina (Neidien & Kock, 1980b) e mucilagem (Ribeiro &
Mors, 1950).

e da C. catharinensis, acido clorogénico, escopoletina (Kerber &

Schenkel, 1984) e escopolina (Kerber e col., 1990). .

e da C. peltata, o (8-metil-8-azabiciclo(1.2.3) octano (Villar e col., 1988),

D-glucan (Marshal & Rickson, 1972), acido ursélico, esteréides, flavonéides (Prista

& Alves, 1960), glicogénio (Rickson, 1971), acido hambaico, glicose (Valeri &
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Nar\}éez, 1951), glicosideos (King & Haddock, 1954), saponiha toxica similar a
ambaina (Fonseca, 1935) e taninos (Mell, 1928; Prista & Alves, 1960).

Além disso, varios autores relatam a auséncia de alcaldides no extrato das
folhas e do caule (Fonseca, 1935; Valeri & Narvaez, 1951; King & Haddock, 1959;
Viliar e col., 1988). Nao existe, porém, como escrito anteriormente, umé correlagao
direta entre as atividades farmacoldgicas descritas para o género e a presenga
dessas substancias quimicas.

A falta de estudos aprofundados sobre os efeitos da C. glazioui no SNC e a
busca por novos produtos com‘ finalidade terapéutica derivados de plantas

justificam a realizagao deste trabalho.
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OBJETIVOS

e Avaliar a atividade do tipo antidepressiva do EA e de duas fragbes
semipurificadas, butandlica e aquosa (Fbut e Faq, respectivamente) de
Cecropia glazioui, usando o modelo da NF em ratos.

e Avaliar as possiveis alteragbes monoaminérgicas no hipocampo de animais
tratados com C. glazioui que possam estar correlacionadas a seus efeitos

comportamentais.
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MATERIAL E METODOS

Animais

Foram utilizados 289 ratos Wistar fémeas, pesando entre 200 e 250 g,
provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Santa Catarina e
mantidos no Biotério Setorial da Coordenadoria Especial de Farhécologia. Uma
semana antes dos experimentos os animais foram alojados no biotério do
Laboratério de Neurofarmacologia para ambientagdo. Os animais tiveram livre
acesso a agua e comida, exceto durante a reaiizagéo dos experimentos. A
temperatura ambiente, 23 + 2 °C, e o ciclo de luz claro/escuro (luz daé 7:00 as
19:00 h) foram controlados automaticamente. Os grupoé con{role e experimentais
foram escolhidos de forma aleatéria. Cada animal foi utilizado somente uma vez,
exceto quando submetidos a tratamento repetido por 21 dias.

Na dosagem de monoaminas hipocampais e no tratamento repetido por 90
dias foram usados animais provenientes do Biotério Setorial do Instituto de
Farmacologia (INFAR) da Escola Paulista de Medicina (EPM), Universidade
Federal de Sao Paulo (UNIFESP).

Drogas, sais e solventes

e Cloridrato de imipramina (Sigma Chemical Co., Saint Loui‘s, U.S.A).

e Na,HPO, (Quimibras Industrias Quimicas S.A., Rio de Janeiro, Brasil).
e Acido citrico (Nuclear, Diadema, Brasil).

e Metanol (Merck, AG, Darmstadt, Alemanha).

o EDTA (Sigma Chemical Co., Saint Louis, U.S.A.).

Acido heptanosulfonico (Fluka Chemicals, Sao Paulo, Brasil).

17
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. Na28205 (LABSYNTH Produtos para Laboratérios LTDA., Diadema, Brasil ).
e HCI (Merck, AG, Darmstadt, Alemanha).

e HCIO4 (Merck, AG, Darmstadt, Alemanha).

e DHBA (Sigma Chemical Co., Saint Louis, U.S.A.).

Material botinico

A Cecropia glazioui Sneth (figura 1) foi fomecidé pelo Prof. Dr. Antonio
José Lapa (EPM / UNIFESP) de material obtido de culturas controladas do banco
de germoplasma do Centro de Pesquisas Quimicas, Biologicas e Agrondémicas
(CPQBA) da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), em Campinas, SP,
sob a supervisao dos Drs. Pedro Mellilo Magalhaes e Dr. lleo Montanari. As folhas
foram secas a temperatura ambiente e enviadas ao Setor de Produtos Naturais
(SPN), Institufo de Farmacologia INFAR), da Escola Paulista de Medicina (EPM) /
Univérsidade Federal de Sao Paulo (UNIFESP), aonde os extratos foram
preparados.

Extracio e purificacao

O EA foi preparado como descrito pela medicina popular: o p6 das folhas
secas foi colocado em agua quente (2,5%, 72 ° C) por 30 min, obtendo-se um
extrato com rendimento aproximado de 10% em relagao ao peso seco. O EA foi
concentrado a vacuo em rotavapor e liofilizado. As fragbes semipurificadas, foram
obtidas pela Dra. Roberta Monterazzo Cysneiros (SPN — EPM / UNIFESP). O pé6
obtido das folhas da planta (100 g) foi extraido exaustivamente com diclorometano
em Soxiet. Do residuo foi obtido o EA com 1 litro de agua destilada a 72" C. A

mistura foi mantida a 72" C por 50 min e a seguir filtrada e concentrada em
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rotavapor a 1/5 do volume. O EA foi particionado com n-Butano! (200 mL),
resultando numa Fbut e numa fragdo aquosa Fagq que foram concentradas em

rotavapor e liofilizadas.

Figura 2: Procedimento utilizado para a obtencao das fragées

semipurificadas Faq e Fbut.

Cecropia glazioui Sneth
folhas
(250 g, p%)

Agua (1L)
72 C /30 min

Rotavapor
concentragao
1/3 do volume

N-butanol (300 mL)
3 x

Rotavapor

Liofilizagao
I
[ ]
Fragao butanodlica Fracao aquosa
(Fbut) (Faq)
10 % 12 %
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Testes farmacoldgicos

Tratamentos

O EA, a Fbut e a Faq foram solubilizados em agua de torneira, mantendo
sempre o volume de administragdo constante de 1 mL para cada 200 g de animal.
No tratamento foi utilizada a via oral (v.0.), por administragdo intragastrica,
fazendo uso de canulas de ago inoxidavel. Em todos os experimentos a ultima
administragéo se deu 1h e 30 min antes dos testes. O mesmo procedimento foi
adotado para os animais controle, porém estes receberam somente agua de
torneira em volume constante de 1 mL / 260 g de animal.

A imipramina, droga padrdo antidepressiva, foi solubilizada em solugéo
salina (NaCl 0,9%) e administrada por via intraperitoneal (i.p.) na dose de 15
mg/kg e volume de 0,01 mL/kg. Os grupos controles receberam apenas NaCl 0,9

% no mesmo volume pela mesma via.

Natagao forgada (NF)

Na avaliagao da atividade do tipo antidepressiva, foi utilizado o teste da NF
“proposto por Porsolt e colaboradores em 1977. Este teste baseia-se na
observagao de que ratos forcados a nadar em ambiente restrito, sem‘possibilidade
de fuga, adotam um comportamento caracteristico, onde ocorre um periodo de
alta atividade inicial seguido de um tempo de imobilidade relativamente constante,
sendo esta imobilidade relacionada a um estado de “desisténcia” ("behavioral
despair"), correlacionado a sindrome depressiva humana. Drogas antidepressivas
diminuem este tempo de imobilidade, constituindo este método um bom

procedimento de "screening" para novas drogas antidepressivas (Porsolt e col.,
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197%; Kitada e col., 1981; Willner,1984; Barros & Leite, 1985). O‘teste foi realizado
em um cilindro de PVC de 40 cm de altura e 20 cm de didmetro contendo 25 cm
de.égua, mantida a uma temperatura constante de 23 + 2 °C. Foi marcado o
tempo de imobilidade durante 5 min consecutivos a colocagdo dos animais na
agua, sendo os animais considerados im6veis quando permaneciam parados,
realizando unicamente os movimentos necessarios para manterem-se flutuando
na superficie da agua.

Campo aberto (CA)

Para avaliagdo da atividade locomotora foi usado 6 CA (48 x 48 x 40 cm)
confeccionado em acrilico (paredes transparentes e chao preto), contendo 9
quadrados de 16 cm? . Foi contabilizado o nimero de quadrados percorridos num
tempo de 5 min. Os experimentos se deram sob luz vermelha com
aproximadamente 15 W de poténcia. Os animais foram utilizados apés 21 dias de
tratamento antes de serem submetidos ao teste da NF.

Procedimentos

Procedimento 1

Os animais foram tratados por 21 dias nas doses de 0,25;'0,5 e 1,0 gkg
v.0. bid (8 :00 h e 18:00 h) com o0 EA e submetidos ao teste daNF no 2’ , 6" e 21°
dia de tratamento. Outro grupo de animais foi tratado por 90 dias com o EA nas
mesmas doses e avaliado comportamentalmente ao 90 * dia. Este protoCoIo foi
adotado visto que todos os"dados da literatura relacionados aos efeitos da C.

glazioui na pressao arteterial foram obtidos apés tratamento repetido com o EA.
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Procedimento 2

Os ratos foram submetidos a um estresse de natagdo 15 min e entdo
tratados por 3 vezes em 24 h (24 - 6 -1h30 min. antes do teste), sendo em seguida
submetidos ao teste da natagéo por 5 min, correspondendo este procedimento ao
teste da NF classico proposto por Porsolt em 1977. Nesse procediménto
experimental foram testados o EA (0,125; 0,25; 0,5 e 1,0 g/kg v.0.), a Fbut e a Faq
(25, 50, 100 e 200 mg/kg v.0.). |

Procedimento 3

Os animais foram tratados por 6 dias com a Fbut (50 mg/kg) e Faq

(100mg/kg) bid (8 :00 h e 18:00 h) e apds este tempo submetidos ao teste da NF.

Dosagem de monoaminas

Ratos tratados por 2, 6, 21 e 90 dias com EA na dose de 0,5 g/kg v.o bid e
por 6 dias com Fbut na dose de 0,05 g/kg v.o bid foram sacrificados por
decaptagao e tiveram seus hipocampos retirados para dosagem.dos niveis de
5-HT e NA e seus metabdlitos por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE /
high performance liquid cromatography - HPLC). Esta dosagem foi realizada sob
supervisao da Prof @ Dr®. Maria Teresa de Lima-Landman, no Setof de Produtos
Naturais, INFAR, EPM, UNIFESP. Descrevendo brevemente, os ratos foram
sacrificados com guilhotina e seus hipocampos rapidamente retirados, sendo
pesados e estocados em freezer a —70 ° C até anadlise. Estes tecidos foram
homogeneizados com Ultra-Turrax, em solugdo de acido perciérico 0,1 M
contendo 0,02 % de NaS;0s , 0,02% de EDTA dissédico e uma concentragdo de

146,73 ng/mL de DHBA, utilizado como padrao interno na dosagem de
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moﬁoaminas. A proporg¢ao de acréscimo de solugao aos tecidoé foi no volume de
15 vezes a maséa do tecido. Os homogeneizados foram centrifugados a 3000
rp.m. a 3 ° C, por 30 minutos, e os sobrenadantes retirados e injetados em
aliquotas de 20 puL no HPLC (Shimadzu) composto por 2 bombas LC-6A, um
controlador SCL-6A, um integrador Chromatopac C-R4A e um detector
eletroquimico SCL-6A. A coluna utilizada foi a C18 de fase reversa, Microsorb-MV
(Varian) (250 mm x 4.6 mm i.d.), empacotada com particulas regulares de 5 pm,
eluida com fluxo constante de 1,0 mL/min. A fase moével era composta por
Na,HPO, 0,02 M, acido citrico 0,02 M, 20% de metahol, EDTA 0,12 mM e
0,0556% de acido heptanosulfénico. No preparo das solugbdes-padrao e

homogeneizados foi utilizado Na,S,05a 0,02%, HCI 0,1 M e HCIO4 a 0,1M.

Analise estatistica

Nas analises estatisticas foi utilizado o programa Graphpad INSTAT versao
2.05a (1990-1994). As comparagdes estatisticas foram realizadas pela analise de
variancia univariada (ANOVA), seguida do teste de Bonferroni (comparagées entre
as diferentes doses), conforme o indicado na legenda das ﬁguras,_ tendo como
variavel independente o fator tratamento. Para os grupos em que se tinha doses
Unicas foi utilizado o teste “t” de Student para amostras nao pareadas. Em ambos
os casos, o nivel de significAncia estatistica considerado foi p < 0,05. Os dados
foram expressos como média + erro padrio da média (e.p.m), nos diversos testes

utilizados. Quando foram observadas diferengas significativas entre os desvios
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padrdao das médias, os dados isolados foram transformados em logaritmo e entéo

realizados os testes estatisticos.
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RESULTADOS

Natacao forcada (NF)

Caracterizagao da atividade do tipo antidepressiva, do EA de C. glazioui
Sneth apds tratamento repetido (2, 6 e 21 dias )
Objetivos:

Avaliar uma possivel atividade do tipo antidepressiva do EA apods
tratamento repetido.
Resultados:

A figura 3A mostra o tempo de imobilidade dos animais tratados com o EA
de C. glazioui Sneth (0,25 - 1,00 g/kg ), por via oral por 2 dias, quando expostos
ao teste da NF. A imipramina (IMI, 15mg/kg i.p) (Borsini e col., 1989) foi utilizada
como droga padrao. O tratamento com IMI por 2 dias reduziu significativamente o
tempo de imobilidade apresentado pelos animais (controle = 67,2 + 8,94 s; IMI =
19,6 £ 2,33 s)(t = 6,649; p < 0,05) (figura 3A). Apbs 2 dias, nao foi constatada uma
reducao significativa no tempo de imobilidade, pelo EA nas doses de 0,25 - 1,00
g/kg, pela analise de variancia que engloba todos os dados (controle = 59,7 + 9,05
S; EAg25qkg = 56,9 + 13,91 s; EAosgg = 34,6 £ 5,04 s; EA ogig = 39,6 + 2,85 s) (F,
29) = 2,353; p = 0,09), porém quando usado teste "t" de Student individual para a
dose de 0,5 g/kg, observam-se diferengas significativas (t = 2,467; p < 0,05) (fig.
3A).

A partir do 6° dia de tratamento, todas as doses (0,25-1,00 g/kg) do EA
reduziram o tempo de imobilidade, ndo diferenciando entre si (controle = 86,8 +

567 s; EAo‘zsg/kg = 476 + 3,78; EA0,5g/kg = 344 + 704 s; EA1_og/kg = 43,5 +
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2,25 s)(F,29) = 10,922; p<0,05) (ﬁgura 4A). Esta redugao no tempo de imobilidade
também foi observada ap6s 21 dias de tratamento oral com o EA (controle = 73,7
+4,30s; EAoyzsg/kg =325+ 3,19 s; EAo'5g/kg = 30,6 £+ 6,32 s; EA1'og/kg =345+ 2,58)

(F3.20) = 23,836; p<0,05 ), como pode ser observado na figura 4B.
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Figura 3 - Efeito do EA de Cecropia glazioui Sneth (0,25 - 1,0 g/kg bid ) no tempo
de imobilidade em ratos submetidos ao teste da NF ap6s 2 dias de tratamento oral
(A). A imipramina (15 mg/kg, i.p.) foi utilizada como droga padrdo (B). Cada
coluna representa a média dos resultados obtidos e as barras verticais os e.p.m. O
numero de animais empregados foi de 8 para os animais tratados com o EA e 9
para o controle (*p<0,05, ANOVA univariada seguida do teste de Bonferroni), 7
para os animais tratados com a imipramina e 6 para seu respectivo controle

(*p<0,05 , teste “t" de Student nao pareado).

27



Fabio Fagundes da Rocha

Resultados
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Figura 4- Efeito do EA de Cecropia glazioui Sneth (0,25 - 1,0 g/kg bid ) no tempo

de imobilidade em ratos submetidos ao teste da NF apés 6 e 21 dias de

tratamento oral (A e B, respectivamente). Cada coluna representa a média dos

resultados obtidos e as barras verticais os e.p.m. O numero de animais

empregados foi de 8 para os animais tratados com o EA e 9 para o controle

(*p<0,05, ANOVA univariada seguida do teste de Bonferroni).
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A\;aliagéo da atividade do tipo antidepressiva pelo métodd da NF apoés 90
dias de tratamento.

Objetivos:

Avaliar a manutengao da atividade do tipo antidepressiva apés tratamento
cronico oral com o EA.
Resultados:
| Na figura 5 observa-se que apoés o tratamento v.o. por 90 dias (0,25 - 1,0
g/kg), com o EA, ocorre uma diminuicdo do tempo de imobilidade em ratos
submetidos ao teste da NF, ’néo ocorrendo diferengas significativas entre as doses
(controle = 99,8 + 10,34 s; EAo25gkg = 45,4 = 3,70 s; EAgsgng = 42,6 £ 4,25 s;

EA1,og/kg = 53,2 * 2,85 S) (F(3|16)= 19,504, p<0,05)
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Figura 5 - Efeito do EA de Cecropia glazioui Sneth (0,25 - 1,0 g/kg bid ) no tempo
de imobilidade em ratos submetidos ao teste da NF a»p()s 90 dias de tratamento
oral. Cada coluna representa a média dos resultados obtidos e as barras verticais
os e.p.m. O numero de animais empregados foi de 5 para cada grupo (*p<0,05,

ANOVA univariada seguida do teste de Bonferroni).
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Avéliagéo da atividade locomotora pelo teste do campo aberto (CA) apés 21
dias de tratamento com o EA
Obijetivos:

Visto que apdés 21 dias a atividade antidepressiva parece estar
completamente estabelecida, foi realizado o teste do CA para descartar uma
possivel interferéncia de uma estimulagao motora no teste da natagao forgcada.
Resultados:

Ap6s tratamento por 21 dias com EA de Cecropia glazioui (0,25 - 1,0 g/kg,
v.0, bid) nao foi observado qualquer aumento no rﬁ]mero de quadrados
percorridos no intervalo de 5 min (controle = 77,2 + 4,43; EAg 2599 = 69,0 £ 8,73;
EAosgrg = 81,5 = 3,70; EAq0gxg = 71,0 £ 5,63) (F = 0,9367; p > 0,05) (figura 6).
Outros parametros comportamentais como numero de levantamentos, auto-
limpeza e o numero de bolos fecais ndo foram alterados (dados néo

apresentados).
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Figura 6 - Efeito do EA de Cecropia glazioui Sneth (0,25 - 1,0 g/kg bid) na
atividade locomotora de ratos submetidos ao teste do CA apds 21 dias de
tratamento oral. Cada coluna representa a média dos resultados obtidos e as
barras verticais os e.p.m. O numero de animais empregados foi de 8 para os
animais tratados com o EA e 9 para o controle (*p<0,05, ANOVA univariada

seguida do teste de Bonferroni).
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Ca.racterizagéo da atividade do tipo antidepressiva do EA e de duas fragoes
semipurificadas Fbut e Faq, utilizando o teste classico de Porsoit para a NF.
* Objetivos:

Estabeleéer curvas dose-resposta com o EA e as fragbes Fbut e Faq
utilizando metodologia classica para “screening” de drogas do tipo antidepressiva.
Resultados:

- Afigura 7A mostra o efeito do tratamento por 3 vezes em 24 h, por via oral,
- com EA (0,125; 0,25; 0,50 e 1,0 g/kg ). O EA reduziu o tempo de imobilidade de
ratas na NF de forma significativa em todas as doses usadas, ocorrendo porém
diferencas significativas entre as 3 doses maiores e a dose de 0,125 g/kg (controle
= 78,6 + 7,52 s; EAg1250kg = 52,5 + 2,81 5; EAg250xg = 32,6 £ 1,82 s; EAgsqikg =
31,9+ 2,84 s; EA1 09 = 30,2 % 3,15 s) (F(4,35) =23,672; p<0,05). A imipramina (IMI,
15 mg/kg i.p.) foi ljtilizada como droga padrao. O tratamento com IMI reduziu
significativamente o tempo de imobilidade apresentado pelos animais (controle =
85,6 £7,04 s; IMI = 46,7 + 4,34 5) (t = 4,698; p<0,05) (figura 7B).

O mesmo perfil de resposta foi observado apés tratamento oral com Fbut
(25; 50; 100; 200 mg/kg), sendo a dose de 100 mg/kg significativamente diferente
das doses de 25 e 20 mg/kg (controle = 67,0 + 5,97 s; Fbutasmgkg = 42,0 + 3,48 s;
Fbutsomgkg = 32,9 £ 2,42 s; Fbutigomgxg = 24,1 £ 2,76 s; Fbutapomgkg = 38,7 + 4,28 s)
(Fa,32) = 16,244, p<0,05) (ﬂgura 8A). O tratamento oral com Faq (0,025; 0,050;
0,10 e 0,20 g/kg) nao alterou o tempo de imobilidade em nenhuma das doses

usadas (controle = 80,5 + 6,72 s; Faqasmgxg, = 69,1 £ 6,82 s; Faqsomgkg = 83,6
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6,26 S, FGQQOg/kg = 77,1 + 6,12 S, FGonOmg/kg =.94,0 + 8,27 S) (F(4, 35 = 1,717,

p > 0,05), como pode ser observado na figura 8B.

34



Fabio Fagundes da Rocha Resultados

150

[
o
©
B
el
ks 100
.gz -
3 «  # 8
50
8- * * *
E ”Mﬂ ”Mﬂ T
)
bt
0-

0 0,125 0,250 0,500 1,000

EAg/kg v.o.

o 150~
o
(
2
S 1004 .
Ea
m S’
T *
o] 50. ——
o .
£
(]
-

0-

0 15

Imipramina mg/kg i.p.

Figura 7- Efeito do tratamento oral com o EA de Cecropia glazioui Sneth (0,125 - .
1,0 g/kg) no tempo de imobilidade em ratos submetidos ao teste classico de
Porsolt (A). A imipramina foi utilizada como droga padrao (B). Cada coluna
representa a meédia dos resultados obtidos e as barras verticais os e.p.m. O
numero de animais empregados foi de 8 para os animais tratados com o EA ou
controle (*p<0,05; #p<0,05 em relagao a dose de 0,125 g/kg; ANOVA univariada
seguida do teste de Bonferroni) e 7 para os animais tratados com a imipramina e
seu respectivo controle (*p<0,05 , teste “t” de Student ndo pareado).
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Figura 8- Efeito do tratamento oral com a Fbut e a Faq de Cecropia glazioui Sneth
(25 - 200 mg/kg) no tempo de imobilidade em ratos submetidos ao teste classico
de Porsolt (A e B, respectivamente). Cada coluna representa a média dos
resultados obtidos e as barras verticais os e.p.m. O numero de animais
empregados foi de 8 a 9 (*p < 0,05; *p < 0,05 em relacdo a dose de 100 mg/kg;

ANOVA univariada seguida do teste de Bonferroni).
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AVaIiagéo da atividade do tipo antidepressiva pelo método da NF apos 6
dias de tratamento com a Fbut e a Faq. |
Objetivos:
~ Avaliar o perfil de atividade da Fbut e da Faq apos 6 dias de tratamento,

para futura correlagdo com alteragdes nos niveis de monoaminas hipocampais.
Resultados: |

| Na figura 9 observa-se que, apods o tratamento oral por 6 dias, com a Fbut
(60 mg/kg, bid) de Cecropia glazioui ocorre uma diminuicdo do tempo de
imobilidade dos ratos na NF (controle = 78,0 + 6,02 s; Fbutsomgig = 32,7 + 3,36 s) (t
= 6,567, p<0,05), ndo ocorrendo diferengas significativas entre o tratamento com a
Faq e seu respectivo controle (controle = 79,2 + 7,30 s; Fagioomgxg = 82,2 = 10,66

s) (t = 0,2322; p > 0,05).
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Figura 9- Efeito do tratamento oral com a Fbut e a Faq (50 e 100 mg/kg,
respectivamente) de Cecropia glazioui Sneth no tempo de imobilidéde em ratos
submetidos ao teste da NF apés 6 dias de tratamento. Cada coluna representa a
média dos resultados obtidos e as barras verticais os e.p.m. O nimero de animais
empregados foi de 7 para os animais tratados com Fbut e 5 para os animais

tratados com Faq (*p<0,05 , teste “t” de Student ndo pareado).
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Dosagem de monoaminas hipocampais por CLAE
Objetivos :

Avaliar alteracdes dos niveis de NA, 5-HT e do metabélitq 5-HIAA no
hipocampo, apos tratamento repetido com o EA ou Fbut, que possam estar
relacionadas com a atividade do tipo antidepressiva da C. glazioui.

Resultados:

A figura 10 mostra o efeito do tratamento por 2 ou 6 dias com o EA nos
niveis de monaminas hipocampais. Apds 2 dias, observa-se que os niveis de NA
estdo aumentados (controle = 0,29 + 0,080 ng/mg; EAgsgxg = 0,73 + 0,149 ng/mg)
(t=2551; p<0,05), ndo ocorrendo alteragdes significativas nos niveis de 5-HT
(controle = 0,58 = 0,107 ng/mg; EAosgxg = 0,56 + 0,075 ng/mg) ou 5-HIAA
(controle = 0,60 ng/mg + 0,083 ng/mg; EAosgkg = 0,62 £ 0,080 ng/mg) (10A). Apds
6 dias de tratamento com EA pode ser Qbservado um aumento significativo de NA
(controle = 0,52 + 0,080 ng/mg; EAgsgxg = 0,95 £ 0,100 ng/mg) (t=2551; p<0,05) e
uma tendéncia em aumentar os niveis de 5-HT (controle = 1,70 + 0,260 ng/mg;
EAosgkg = 2,24 £ 0,070 ng/mg) (t = 2,234; p = 0,06) (10B). Um aumento na 5-HT
(controle = 0,18 + 0,018 ng/mg; EA¢sgig = 0,42 £ 0,073 ng/mg) (t =2,349; p<0,05)
e NA (controle = 0,23 + 0,006 ng/mg; EAosqxg = 0,27 £ 0,012 ng/mg) (t = 2,855;
p<0,05) hipocampal também pode ser observado aos 21dias de tratamento (figura
11A). Aos 90 dias de tratamento oral com o EA de C. glazioui, os niveis de NA
(controle = 0,58 + 0,041 ng/mg; EAosgxg = 0,564 £ 0,050 ng/mg) e 5-HT
(controle = 0,39 + 0,094 ng/mg; EAgsgxg = 0,52 + 0,073 ng/mg) ndo mostraram

diferencas significativas em relagéo ao controle. (figura 11B).
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Na figura 12 pode ser observado que apos 6 dias de vtratamento com a
Fbut, os niveis de NA (controle = 0,20 = 0,013 ng/mg; Fbutsomgng = 0,29 + 0,039
ng/mg) (t = 1,876; p = 0,0832) e 5-HT (controle = 0,28 + 0,050 ng/mg; Fbutsomgikg =
0,51 £ 0,057 hg/mg) (t =2,904; p < 0,05) estdo aumentados de modo semelhante
ao dos animais tratados com EA. O tratamento com Faq nao alterou os niveis de
NA (controle = 0,68 + 0,093 ng/mg; Faqioomgrg = 0,78 £ 0,030 ng/mg) (t = 1,569;
p > 0,05) e 5-HT (controle = 1,81 £ 0,256 ng/mg; Faq1oomgkg = 1,96 £ 0,243 ng/mg)
(t = 0,4245; p > 0,05). Em nenhum dos tratamentos foi observada qualquer

alteragdo nos niveis do metabdlito 5-HIAA (valores néo descritos).
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Figura 10- Dosagem dos niveis hipocarﬁpais de monoaminas de ratos tratados
oralmente por 2 dias ou 6 dias (10A e 10B, respectivamente) com o EA de
Cecropia glazioui Sneth (0,5 g/kg; bid). Cada coluna representa a média dos
resultados obtidos e as barras verticais os e.p.m. O nimero de animais
empregados foi de 6 para animais tratados por 2 dias e 7 para o grupo controle, 4
para os animais tratados por 6 dias e para seu respectivo controle (*p<0,05; teste

“t” de Student nao pareado).
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Figura 11- Dosagem dos niveis hipocampais de monoaminas de ratos tratados
oralmente por 21 dias ou 90 dias (9A e 9B, respectivamente) com o EA de
Cecropia glazioui Sneth (0,5 g/kg; bid). Cada coluna representa a média dos
resultados obtidos e as barras verticais os ep.m. O numero de animais
empregados foi de 7 para os animais tratados por 21 dias e 4 para seu controle, 5
para os animais tratados por 90 dias e para seu respectivo controle (*p<0,05; teste

“t” de Student nao pareado).

42



Fabio Fagundes da Rocha - Resultados

6 dias

1 A
O
% — Controle
% 24 3 Fbut 50 mglkg v.o. bid
e
o))
E 1]
o)} *
c —

J =m e [ o

NA 5.-HT 5-HIIA
6 dias

s B
° —1 Controle
k=] 13 Faq 100 mg/kg v.o.bld
3 2 } T |
. L T
e
o I
E 1
S -

0-

NA 5.HT  5-HIA

Figura 12 - Dosagem dos niveis hipocampais de monoaminas de ratos tratados
oralmente por 6 dias com a Fbut (A) ou Faq (B) de Cecropia glazioui Sneth (50 e
100 mg/kg; bid, respectivamente). Cada coluna representa a média dos resultados
obtidos e as barras verticais os e.p.m. O numero de animais empregados foi de 7
para Fbut ou controle, 8 para Faq e 7 para seu respectivo controle (*p<0,05; teste

“t” de Student ndo pareado).
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DISCUSSAO

Existem relatos populares de uma atividade “calmante” para C. glazioui e, em
estudos anteriores, observou-se que o tratamento repetido com o EA (EA 0,5 g/kg v.o., bid)
permitiu um manuseio mais facil dos animais nos procedimentos de administragdo
intragastrica diaria (Dr. Lapa, comunicagao pessoal). Verificou-se também, nesse estudo
preliminar, que o EA de C. glazioui reduziu a laténcia para imobilidade no teste de NF em
ratos e produziu alteragdes bioquimicas hipocampais, indicativas de uma atividade do tipo
antidepressiva (Lapa e col., 1999), pois a NF & um teste comportamental sensivel a drogas
antidepressivas de diversas classes e usado como preditivo para drogas com potencial
antidepressivo (Porsolt e col., 1977; Kitada e col., 1981; Wiliner, 1984; Barros & Leite,
1985). Nesse estudo preliminér também observou-se mudangas comportamentais
sugestivas de uma agao do tipo ansiolitica (Lapa e col., 1999).

No presente estudo, buscou-se verificar e caracterizar a atividade do tipo
antidepressiva da C. glazioui, pois a observagao dessa atividade poderia estar relacionada
a seus efeitos ditos “calmantes”. A este respeito, estudos com a paroxetina, uma droga
antidepressiva da classe dos ISRSs, mostrou que esse composto é efetivo no tratamento
do transtorno de ansiedade generalizada (TAG), ap6s tratamento repetido e este efeito néao
esta relacionado a uma melhora no quadro depressivo (Ravizza e col., 1997). Clinicamente
também tem sido verificada a eficacia dos antidepressivos IMAOs no tratamento de alguns
transtornos de ansiedade como a TAG e o transtorno de péanico (Rickels & Schweizer,
1990), o que poderia ser interpretado como uma agédo ansiolitica destes compostos.
Adicionalmente, tém sido observada a atividade antidepreséiva de drogas ansioliticas do

grupo das azapironas, agonistas de receptores serotonérgicos do tipo 5-HT14 (Robinson e

44



Fabio Fagundes da Rocha Discussao

coI.,199'0; Jenkins, SW e col., 1990) e de substancias com atiVidade bloqueadora de
canais de Ca'*, como a nifedipina, o diltiazem e a nimodipina (Mogilnicka e col. 1987;
Czyrak e col., 1989, 1990; Kostowski e col, 1990).

O material botanico para o preparo do EA, o seu preparo, assim como das fragoes
semipurificadas Fbut e Faq e as doses Cecropia glazioui usadas nesse estudo foram os
mesmos dos estudos anteriores (Cysneiros, 1996; Lapa e col., 1999) e que apresentaram
acdo antihipertensiva e hipotensora relacionada ao bloqueio de canais de Ca'’
dependentes de voltagem. |

Inicialm.ente, os animais foram tratados por 21 dias e o tratamento repetido com o
EA promoveu uma redugé@o no tempo de imobilidade dos animais submetidos ao teste da
NF, confirmando os resultados descritos anteriormente (Lapa e col., 1999). Este efeito foi
bastante evidente a partir do 6° dia e se manteve apo6s 21 dias de tratamento. Ja no 2° dia
de tratamento com o EA (0,25, 0,5 e 1 g/kg v.0.) a redugdo no tempo de imobilidade era
evidente, embora nao alcangando significancia estatistica, usando-se a analise de variancia
englobando todos as doses em comparagdo com os dados controle. Entretanto, quando
usado o teste "t" de Student para cada dose, a dose de 0,5 g/kg diminui significativamente
o tempo de imobilidade.

Esta bem estabelecido que drogas antidepressivas com mecanismo de ac¢ao basico
envolvendo o sistema noradrenérgico necessitam de estresse prévio para serem eficazes
na NF, sendo que os compostos que atuam no sistema serotonérgico ativos na auséncia
de estresse, tendo, no entanto, seu efeito potencializado na presenga de uma condigéo
estressante (Borsini e col., 1989). Este fato foi comprovado experimentalmente com o
antidepressivo triciclico imipramina, usado como droga padrdo, que apés 2 dias de

tratamento, mesmo na auséncia de estresse, reduziu o tempo de imobilidade na NF. A
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esse reépeito, a nao observagéao do efeito do tipo antidepressivo abés 2 dias de tratamento
com o EA nado parece estar simplesmente relacionada ao mecanismo de agao basico de
seus constituintes ativos, pois nossos resultados mostram uma clara tendéncia a redugao
do tempo de imobilidade, sugerindo uma relagdo dose-dependente. Observa-se uma clara
potenciagio do efeito do EA apos o 6 ° dia de tratamento, condizente com a literatura sobre
o efeito de antidepressivos no teste da NF, mostrando que a agao destas drogas € mais
evidente ap6s tratamento repetido (Kitada e col.1981).

Por outro lado, alguns autores tém descrito que compostos como psicoestimulantes,
antihistaminicos e anticolinérgicos podem gerar resultados falso-positivos quando do uso
da NF como modelo experimental de depressdo. Na verdade, ndo se sabe ao certo o
mecanismo de agdo exato dos compostos antihistaminicos e anticolinérgicos no tempo de
imobilidade na NF, porém seu efeito é atribuido a uma agdo direta nos receptores
histaminérgicos- do tipo Hy e muscarinicos do tipo My, respectivamente (Browne,1979;
Schechter & Chance, 1979; Waliach & Hediey, 1979). Apesar de nao terem sido descritos
estudos da C. glazioui sobre estes sistemas, esses resultados podem ser descartados pelo
fato da resposta a antihistaminicos, por exemplo, ndo ser mantida apés tratamento repetido
(Kitada e col.,1981) e porque a diminuicdo da imobilidade por psicoestimulantes e
anticolinérgicos se da por aumento da atividade locomotora, refletido por um
comportamento caracteristico de estimulagdo motora (Porsolt e col., 1977, 1979; Kitada e
col., 1981). Para descartar totalmente a possibilidade de atividades como essas descritas,
apo6s 21 dias de tratamento, os animais foram submetidos a um teste de CA, onde nao foi
constatado aumento da atividade locomotora de animais tratados com o EA de C. glazioui.
Assim, a manutengao dos efeitos apos tratamento repetido com EA e a nao alteragao da

atividade locomotora nos indicam que a diminuigdo da imobilidade observada apés o
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tratame.nto oral com o EA de C. glazioui é provavelmente devido a uma agao do tipo
antidepressiva de seus constituintes.‘ Além disso, nos ratos tratados por 90 dias observou-
-se que o efeito do tipo antidepressivo do EA é mantido, fato este que, além de confirmar
nossas observagdes até 21 dias de tfatamento repetido, pode ter importancia clinica, visto
que os tratamentos continuados por; pelo menos, 1 ano reduzem em 90 % os indices de
remissao em alguns tipos de depressao (Stahl, 1996).

Uma vez que um mesmo animal, foi éubmetido varias vezes ao teste de NF, no
tratamento repetido por 21 dias, ocorrendo inclusive alteragées na linha de base entre o 2°
e o 6 dia, o EA poderia estar interferindo com processos de aprendizagem e memoria,
porém, animais submetidos ao teste pela 1% vez apds 90 dias de tratamento, apresentaram
o mesmo padrao de resposta, isto, € uma redugao no tempo de imobilidade. Desta forma, a
interferéncia de alteragdes nos processos de aprendizagem e memoéria nos parece pouco
provavel, reforgando novamente a hip6tese de uma agédo a‘ntidepressiva do EA de
C. glazioui.

Uma das caracteristicas do teste da NF é a sensibilidade a diversos antidepressivos,
sendo possivel estabelecer uma relagcao dose-efeito e um poder preditivo bastante razoavel
em relagdo as doses usadas clinicamente (Porsolt e col.,, 1977; Kitada e col., 1981,
Willner,1984; Barros & Leite, 1985). No entanto, na avaliagdo comportamental dos animais
tratados v.o. bid por 6 , 21 e 90 dias, ndo foram observadas diferengas significativas entre
as doses de 0,25 - 1g/kg.

Na tentativa de se estabelecer uma relagdo dose-resposta, e em virtude da
escassez de material semi-purificado (Fbut e Faq) para tratamento repetido com varias
doses, adotou-se o procedimento classico descrito por Porsolt e colaboradores (1977),

~ onde os animais foram tratados por 3 vezes em 24 h ap6s serem submetidos a 15 min de
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estressé de natagdo. Apos o tratamento com o EA (0,125; 0,25; 0,5; 1,0 g/kg) foi observada
uma redugao no tempo de imobilidade dose-dependente, confirmando mais uma vez a
atividade do tipo antidepressiva do EA, similar a da imipramina, droga utilizada como
controle positivo. Este efeito foi mantido na Fbut (25, 50, 100, 200 mg/kg), de forma
também dose-dependente numa relagcao de poténcia aproximada de 1/5 entre o EA e a
Fbut. O tratamento com Faq nao alterou a reposta comportamental dos animais na NF,
sugerindo que o(s) principio(s) biologicamente ativo(s) nesse teste, esta(ao) presente(s) na
Fbut, mais apolar.

Utilizando o teste classico de Porsolt, os resultados indicaram que com o EA o efeito
maximo é obtido com a dose de 0,25 g/kg, o que é condizente com nossos resultados
anteriores, onde nio observamos diferengas entre as doses de 0,25 - 1,0 g/kg apos
tratamento repetido e com a literatura que demdnstra que o estresse prévio potencializa o
efeito dos antidepressivos na NF (Borsini e col., 1989). Porém, apés tratamento com a Fbut
utilizando a mesma metodologia, observamos o efeito maximo nas doses de 50 e 100
mg/kg , visto que nao ocorre diferenga significativa entie as duas.

Um fato interessante observado foi a diminuigdo do efeito da Fbut na maior dose
usada (200 mg/kg). Considerando que a Fbut ndo é totalmente purificada e possui,
portanto, diversos compostos, muitos deles ainda nao quimicamente caracterizados, pode
estar ocorrendo alguma interagdo entre estes compostos' modificando a resposta
comportamental.

Como ja comentado anteriormente, dos antidepressivos clinicamente eficazes, a
maioria deles interage com os sistemas noradrenérgico e/ou serotonérgico, seja por
atuagdo direta em receptores, como a mianserina, ou interferindo com processos de

metabolizagdo ou recaptagdo, como os IMAOs, os TCAs e os ISRSs. Tem sido ainda
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descritd, de uma forma geral, que apés o tratamento repetido cdm. antidepressivos, ocorre
uma diminuicdo na fungdo noradrenérgica e um aumento da fungdo serotonérgica
(Mongeau e.col., 1997).

O tratamento com antidepressivos exerce.influéncia sobre o sistema noradrenérgico.
De uma forma geral, a fungado noradrenérgica parece estar diminuida apés o tratamento
repetido com antidepressivos. As drogas que atuam diretamente sobre a fungao
noradrenérgica, como os TCAs e os IMAOs quando administradas de forma aguda,
aumentam os niveis hipocampais de NA, sendo este aumento compensado apoés
tratamento repetidq, apesar de algumas drogas aumentarem a liberagdo de NA
cronicamente, o que parece ser devido a uma agéo pré-sinaptica (Lacroix e col., 1991).

Em fungao destas alteragdes ocorridas no hipocampo geradas por antidepressivos,
foi realizada uma dosagem de monoaminas hipocampais, apés o tratamento oral repetido
com EA por 2, 6, 21 e 90 dias e com a Fbut e a Faq apds 6 dias, onde foram dosadas a
NA, a 5-HT e seus ‘metab()litos. Apés 2 dias de tratamento com o EA foi observado um
aumento dos niveis de NA hipocampais, ndo sendo constatadas alteragdes nos niveis de 5-
HT e do seu metabdlito 5-HIAA. Este aumento de NA é mantido apds 6 e 21 dias de
tratamento, porém ndo é mais observado apdés 90 dias. A administragao oral do EA por 6
ou 21 dias aumenta ainda de forma significativa os niveis de 5-HT, fato este que aos 90
dias se manifesta em forma de uma tendéncia apenas, sem significancia estatistica.

A observagao de um aumento dos niveis hipocampais de NA apés o tratamento com
o EA de C. glazioui parece coincidir com as evidéncias acima descritas. No caso dos
nossos experimentos foi realizada uma dosagem em sinaptossomas de hipocampo,
avaliando-se a NA intra e extracelular, o que dificulta a interpretagdo em relagdo ao

mecanismo de acdo. O fato da NA aparecer aumentada apés 2 dias nos sugere que

49



Fabio Fagundes da Rocha Discussio

alguma‘ substancia, dentre as diversas presentes no EA, interége diretamente com o
sistema noradrenérgico, provavelmente por interferéncia nos processos de recaptagao,
metabolizagdo ou interagdo com autoreceptores.

Tem sido descrito que agudamente os TCAs inibem o disparo dos neurdnios do L.C
(Scuvée-Moreau e col.,1987; Svensson, 1980; Svensson & Usdin, 1978), o que parece
estar relacionado com sua poténcia em inibir a recaptagdo de NA (Scuvée-Moreau e col.,
1987). A administragdo de desipramina por 1 a 7 dias produz pequenas alteragbes na
freqiiéncia de disparo de NA no LC (Huang e col., 1980; McMillen e col, 1980), sendo este
efeito dé reducdo da transmissdo NA no hipocampo potencializado apos 2-3 semanas de
tratamento (Huang, 1980) e evidente em drogas como imipramina e amitriptilina apenas
ap6s 2 semanas (Svensson, 1980, Svensson & Usdin, 1978). Esta inibicado aparece em
sobreposicdo a diminuigdes nos niveis de AMPc (Melia e col.,-1992) e da expressao de
tirosina hidroxilase cerebral (Brady e col.,1992; Melia e col., 1992; Nestier e col., 1990), que
representam mecanismos regulatérios da fungado noradrenérgica. No hipocampo, apesar
destas drogas aumentarem a disponibilidade de NA na fenda sinaptica, o tratamento agudo
com desipramina parece redqzir a eficiéncia de sua liberagdo estimulada. Este efeito tem
sido atribuido a uma agédo dos antidepressivos sobre autoreceptores «-2 (Curet e col.,
1992). Por outro Iado, tem sido mostrado que, apés o tratamento por 2 a 3 semanas, esta
diminuigdo na transmissdo noradrenérgica € observada, porém em menor intensidade,
provavelmente por uma dessensibilizagdo dos receptores «-2 (Lacroix e col.,1991). O
tratamento por 2 dias com agentes IMAOs, como a clorgilina e a fenelzina, também diminui
a \freqUéncia de disparo de NA no LC, nao ocorrendo retorno aos niveis basais de liberagao

mesmo apos 1 ou 3 semanas de tratamento repetido (Blier & de Montigny, 1990; Blier e
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col.,1986). Este mesmo efeito é descrito para os inibidores seletivos da recaptacao de NA
(Mohgeau e col.,1997). Ainda em relagdo aos IMAOs, é observado um pequeno aumento
nos niveis hipocampais de NA, sendo este mais evidente agudamente e atribuido a propria
inibicdo da enzima de degradagao (Blier e col.,1986a, 1986b; Finberg & Youdim, 1983).
Apés tratamento repetido, este aumento parece ser compensado por uma diminui¢do na
sin.tese e na disponibilidade para liberagao do neurotransmissor (Finberg & Youdim, 1983).

Também tem sido atribuido ao hipocampo um papel fundamental na etiologia da
depresséo, principalmente relacionado a processos de meméria emocional (Gray, 1987).
‘Apesar da amigdala ser apontada como principal estrutura relacionada ao armazenamento
deste tipo de meméria (LeDoux, 1993), o hipocampo parece ter um papel integrador muito
importante, visto que sua destruicdo apresenta efeitos inibitérios em diversos
comportamentos (Kim & Fanselow, 1992; Philips & LeDoux, 1992). Além disso, o
hipocampo recebe varias proje¢des noradrenérgicas oriundas do locus coeruleus (LC) e
serotonérgicas provenientes dos nucleos da rafe (NR) (Machado, 1991), onde sao
observadas diversas alteragbes bioquimicas apdés o tratamento com diferentes
antidepressivos (Mongeau e col.,1997).

Ao contrario dos TCAs, os IMAOs nao parecem alterar funcionalmente os
autoreceptores -2 adrenérgicos no LC (Blier & Bouchard, 1994; Campbell & McKernan,
1986; Palfreymén e col., 1986). Um aumento agudo na liberagdo de NA também é
observado apés o tratamento com mianserina e azapironas, este ultimo provavelmente em
fungéo da acao de seu metabdlito 1-PP sobre receptores a-2 (Blier € col., 1991; Curet & de
Montigny, 1989), este efeito desaparecendo apds tratamento crénico (Cerrito & Raiteri,

1981; Dickinson e col., 1989).
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Em relagcdo ao sistema serotonérgico, tanto os TCAS quantd os IMAOs, os ISRSs e
as azapironas, reduzem agudamente o disparo serotonérgico nos NR (Scuvée-Moreau &
Dresse, 1979; Blier & de Montigny, 1987; Chaput e col,, 1988), sendo este processo
parcialmente revertido ap6s 1 semana e totalmente revertido apés 2 semanas de
tratamento (Blier & de Montigny, 1987; Chaput e col., 1988). No caso de alguns TCAs,
como a clorimipramina, e dos ISRSs, este efeito é atribuido ao bloqueio da recaptagao de
5-HT (equivalente a capacidade de bloquear a recaptagao in vifro) e a uma atuagao desta
sobre auto-receptores somatodendriticos do tipo 5-HT14 (Quineax e col.,, 1982, Scuvée-
Moreau & Dresse, 1979; Chaput e col., 1988). Esta agdo € compartilhada, porém de forma
direta, pelo grupo das azapironas que promove dessensibilizacdo de receptores 5-HT14
apos tratamento repetido, produzindo assim aumento da funcao serotonérgica. No
hipocampo, apdés 3 semanas de tratamento com a imipramina, ocorre um aumento da
fungdo serotonérgica, representada pela eficacia da estimulagdo da via serotonérgica em
inibir o disparo de neurénios pirarhidais da regido CA3 (Chaput e col., 1986). Os IMAOs e
os ISRSs, apoés tratamento repetido, aumentam os niveis hipocampais de 5-HT (Bier e col.,
1986; Chaput e col.,, 1988), ndao sendo, no caso dos IMAOs, este fato atribuido a
dessensibilizagao de receptores 5-HT1p e sim de hetero-receptores o-2 adrenérgicos (Blier
& Bouchard, 1994). No caso dos ISRSs, é proposto um mecanismo de dessensibilizagdo
de auto-receptores pré-sinapticos, nao estando, porém, esta agdo bem caracterizada (Blier
& Bouchard, 1994). O tratamento repetido com agonistas dos receptores 5-HT;a, como a
tandospirona e o 8-OHDPAT, parece aumentar a fung:éo serotonérgica ndo s6 por um
processo de dessensibilizagdo de auto-receptores somatodendriticos 5-HT1,, quanto por

uma atividade sobre receptores pés-sinapticos (Tanaka,1995; Wieland & Lucki, 1990).
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No caso do EA de C. glazioui, foi observado um aumento noé niveis de 5-HT apos 6
dias de tratamento. Apesar de todos os antidepressivos diminuirem o disparo serotonérgico
nos NR apods tratamento agudo, como discutido anteriormente, caso alguma substancia
estivesse atuando em mecanismos sinapticos como recaptagéo, seria esperado que os
niveis de 5-HT fossem alterados. Esta agao apés tratamento crénico, seria justificada por
uma agdo em receptores, onde haveria dependéncia de processos adaptativos. Um fato
interessante € que nao foi observada qualquer alteragdo nos niveis do metabdlito 5-HIAA.
Visto que o principal mecanismo de retirada de 5-HT da fenda sinaptica e por processo de
recaptagdo e a metabolizagdo da 5-HT é citoplasmatica (por agdo de uma enzima
monoaminoxidase), este aumento de 5-HT parece ser extracelular, baseado no fato que
uma agéo por inibigdo da MAO, além de diminuir os niveis do metabdlito 5-HIAA, deveria
aumentar os niveis de 5-HT agudamente. Cabe ressaltar que, no presente momento, &
prematura qualquer inferéncia sobre o mecanismo molecular da agao antidepressiva da C.
- glazioui.

Comparando-se os resultados obtidos com os descritos para o Hypericum
perforatum, seu composto majoritario, a hiperforina, mostrou—sé bastante eficiente no teste
da NF e estudos realizados in vitro demonstraram sua capacidade de inibir a contragio
mediada por 5-HT em ileo de cobaia, foi Sugerida uma agao antagonista nos receptores 5-
HT; e 5-HT4. A hiperforina também foi eficiente em inibir a recaptagao de 5HT em células
peritoneais de rato (Chatterjee e col.,1998), assim como em inibir a recaptagéo de 5-HT e
NA em sinaptossomas (Miiller e col.,, 1998). Tanto a a¢édo sobre os receptores 5-HTs3,
quanto a inibigao de recaptagao parecem ser responsaveis pela atividade antidepressiva do
H. perforatum e estudos de binding revelaram a afinidade de alguns de seus constituintes

por receptores do tipo 5-HT; (Cott, 1997). No que diz respeito a C. glazioui, Nicolau e
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colaboradores (1988) sugeriram uma atividade antagonista de natureza competitiva de sua
Fae, em relagdo as respostas a 5-HT e & NA, em preparagdes de artéria e veia femural de
cdo, sendo este efeito nos receptores serotonérgicos ndo muito bem caracterizado,
merecendo melhor investigagdo. A hipericina, outro composto presente no Hypericum
perforatum com potencial antidepressivo, apresentou atividade inibidora da enzima
monoaminoxidase (Cott, 1997), porém, até o momento, ndo ha relatos de estudos da
atividade da C. glazioui sobre esta enzima.

Os animais tratados com Fbut por 6 dias, também apresentaram aumento nos niveis
de 5-HT e NA hipocampais, 0 que corrobora nossa hipétese de 'que a alteracao de
monoaminas no hipocampo esta relacionada ao efeito do tipo antidepressivo da C. glazioui
no teste da NF. Comportamentaimente, a Fbut reduziu a imobilidade neste rhodelo
experimental apés o mesmo periodo de tratamento, ndo sendo constatadas diferengas
significativas no comportamento dos animais apés administracdo da Faq, em relagdo ao
grupo controle. Em relagdo as fragdes semi-purificadas de C.glazioui, alguns estudos
anteriores (Borges, 1992; Cysneiros, 1996; Lapa e col., 1999) constataram a atividade
antihipertensfva e hipotensora do EA e da Fbut, mas nao da Faq, e atribuiram estes efeitos
a presenca de substancia(s) bloqueadora(s) de canais de Ca™ dependentes de voltagem.
Tem sido descrito que compostos desta natureza, apresentam atividade antidepressiva
- (Mogilnicka e col. 1987, 1988; Czyrak e col., 1989, 1990; Kostowski e col, 1990a), porém os
efeitos da C. glazioui parecem manifestar-se no SNC em doses menores que aquelas que
produzem efeito cardiovascular, o que a diferencia dos outros bloqueadores de canais de

Ca™ . Ha relatos de que o verapamil aumenta a transmissao adrenérgica por bloqueio -2

pré-sinaptico, fato este ndo compartilhado pelo diltiazem, e que a nimodipina aumenta os
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niveis de 5-HIAA em diversas areas do cérebro, efeito este potencializado apés 5 dias de
tratamento, além de redugdes do metabdlito HVA, apés tratamento agudo com nimodipina,
que sao revertidas ap6s os 5 dias de tratamento (Gaggi e col., 1992). Apesar da literatura
sobre a atividade antidepressiva dos bloqueadores de canais de Ca' ser bastante
contraditéria, principalmente no que diz respeito ac mecanismo de agéo, este efeito deve
ser melhor investigado visto que pode estar colaborando para a atividade do tipo
antidepressiva da C. glazioui.

Atualmente, existem no mercado farmacéutico diversos antidepressivos, com
reduzida quantidade de efeitos colaterais. Apesar disso, todos diferem muito pouco em sua
eficacia para o tratamento de diversos transtornos de origem afetiva e no tempo para a
instalagdo dos seus efeitos terapéuticos (2 a 4 semanas), o que constitui-se no principal
obstaculo para aderéncia ao tratamento. A utilizagdo de produtos derivados de plantas tem
demonstrado um novo caminho para tratamentos prolongados. Como exemplo, o proprio
Hypericum perforatum atualmente € o antidepressivo mais vendido na Alemanha, e sua
atividade antidepressiva ¢ atribuida principaimente & sua capacidade de inibir a recaptagao
de 5-HT e NA , apesar de outros efeitos como a iﬁibigéo da MAO e a interacdo com
receptores serotonérgicos ndo serem descartados (Muller e col., 1998). A maior parte dos

- antidepressivos disponiveis no mercado atuam por mecanismos semelhantes aos do H.
perforatum. No entanto, as preparag¢des de H. perforatum mostram uma maior aceitagao
junto aos pacientes, sugerindo que, neste aspecto, os produtos derivados de plantas
superam os sintéticos, por outro lado, é necessario um estudo aprofundado da toxicidade e
da seguranga para uso na espécie humana dos medicamentos derivados de plantas. A
este respeito, estudos toxicolégicos preliminares mostraram que apés 30 dias de

tratamento com o EA de C. glazioui, ndo ocorrem interferéncias com a fertilidade e a
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capacidade reprodutiva de ratas (Tabata e col.,, 1992). Outro estudo mostrou baixa
toxicidade, por via intraperitoneal, do extrato bruto de brotos e folhas de C. gIaZioui (Nicolau
e col, 1998). Também nao foram observados sinais de toxicidade apds necropsia dos
animais tratados por 90 dias (dados nio publicados). Estes dados confirmam o grande
potencial terapéutico da C. glazioui. Assim, em funcdo dos nossos resultados e por
diversos aspectos aqui discutidos no que diz respeito a medicamentos derivados de
plantas, o estudo do mecanismo de a¢éo da atividade do tipo antidepressiva da C. glézioui
merece uma investigagdo mais aprofundada, o que sera futuramente procedido em

modelos in vitro, para um melhor entendimento de sua a¢ao do tipo antidepressiva.
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CONCLUSOES

O EA de C. glazioui apresenta uma atividade do tipo antidepressiva,

dependente da dose e que & potencializada apés tratamento repetido por 6

dias, conforme demonstrado pelo teste da NF. |

O efeito do tipo antidepressivo € mantido na fracdo semipurificada Fbut de

maneira dose-dependente, porém ndo é observado apos administragdo da.
Faq.

Apés o tratamento repetido com o EA, pode ser observado um aumento nos

niveis de NA hipocampais, que é evidente a‘partir do 2° dia e de 5-HT que se

estabelece a partir do 6° dia. Nao ocorrem alteragées nos niveis do metabdlito

5-HIAA. O mesmo perfil de aumento foi observado apdés tratamento com a

Fbut por 6 dias, mas ndo com a Faq, o que nos sugere que o efeito esta

relacionado as alteragdes nos niveis de monoaminas hipocampais.

Nossos resultados sugerem que atividade antidepressiva da C. glazioui
merece uma investiga¢gao mais aprofundada, especialmente seus efeitos nos

sistemas serotonérgico e noradrenérgico, além do envolvimento do seu(s)

constituinte(s) bloqueador(es) de canais de Ca™ no mecanismo da agdo do

tipo antidepressiva da C. glazioui.
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