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"Quando a proxima tarefa € uma
montanha a sua frente, ela pode parecer
muito dificil de escalar. Mas, vocé néo
precisa escala-la de uma so vez... dé um
pequeno passo... e dé mais um pequeno
passo... e, mais um... e entdo outro... E
vocé descobrira que a tarefa, que era uma
montanha a sua frente, é apenas uma

montanha que vocé ja escalou!"

Aslhey Rice



RESUMO

Himatanthus drasticus Mart. popularmente conhecida como janauba, € amplamente
utiizada de forma medicinal como antitumoral, antiulcerogénica e analgésica.
Estudos  farmacolégicos  anteriormente realizados constataram acao
antiulcerogénica, antiinflamatodria, analgésica e antitumoral do extrato bruto e
compostos isolados da espécie. Este trabalho investigou o0s efeitos
psicofarmacoldgicos da adminsitracdo aguda do extrato hidroalcodlico (EHA) das
cascas de Himatanthus drasticus em camundongos. Inicialmente, foi realizada uma
triagem farmacoldgica comportamental para a investigacdo de possiveis alteracoes
induzidas pelo EHA. Camundongos swiss machos foram tratados com EHA (10, 30 e
100 mg/kg) ou veiculo (salina a 0,9%) 30 min (i.p.) antes dos experimentos. Foram
observados efeitos sedativos e neurolépticos do extrato nas doses utilizadas de
forma dose dependente. O EHA apresentou baixa toxicidade com DLso de 3,4 g/kg.
Em virtude do potente efeito sedativo apresentado, mesmo em baixas doses, o
estudo foi direcionado para realizacédo de testes relacionados & uma depressora do
sistema nervoso central, como testes de atividade hipnosedativa, anticonvulsivante e
neuroléptica. Para este fim foram escolhidos os testes de potencializacdo do sono
induzido por barbitdricos, inducdo de catalepsia e indu¢do de convulsdes com
pentilenoteteazol (PTZ) e estricnina (STR). Foram observados significantes efeitos
de potencializagéo da hipnose e do estado de catatonia com todas as doses do EHA
de forma progressiva. Nao foram observadas diminuicbes dos parametros
convulsivos dos animais tratados no teste de convulsées pela estricnina, excluindo
assim o envolvimento de mecanismos miméticos da glicina. No teste de convulsdes
induzidas pelo PTZ, o EHA apresentou significante atividade anticonvulsivante e
bioprotetora em todos os parametros avaliados e em todas as doses testadas de
forma bem semelhante ao controle positivo (diazepam), sugerindo uma participagéo
do EHA em nivel de receptores gabaérgicos, explicando de forma satisfatéria os
efeitos sedativos e anticonvulsivantes apresentados. Com isto, este teste foi
escolhido para avaliacdo da fracdo de alcalbides totais (FAT) nas doses de 3 e 10
mg/kg, no entanto a FAT n&o apresentou resultados tao significativos quanto o EHA,
sugerindo que os efeitos do extrato estejam relacionados a outros metabolitos

secundarios ou ao fitocomplexo. Nossos resultados demonstram pela primeira vez,



acao anticonvulsivante, neuroléptica e hipnosedativa do EHA de H. drasticus,
norteando trabalhos futuros que visem elucidar os mecanismos pelos quais estes
efeitos sdo mediados.

Palavras-chave: Himatanthus drasticus Mart. Anticonvulsivante. Neuroléptico.

Hipnosedativo.



ABSTRACT

Himatanthus drasticus Mart. popularly known as janauba, is so widely used
medicinally as antitumor, antiulcer and analgesic. Pharmacological studies carried
out previously found antiulcerogenic, anti-inflammatory, analgesic and antitumor
actions of crude extract and isolated compounds of the species. This study
investigated psychopharmacologicals effects of acute administration of
hydroalcoholic extract (EHA) from the barks of Himatanthus drasticus in mice.
Initially, we performed a pharmacological behavioral screeningto investigate
potential changes induced by EHA. Swiss male mice were treated with EHA (10, 30
and 100 mg/kg) or vehicle (0.9% saline) 30 min (ip) before experiments. Were
observed sedative and neuroleptic effects of the extract in a dose dependent. The
EHA showed low toxicity with DLsg of 3.4 g/kg. Because of the potent sedative effect
appears even at low doses, the study was directed to perform tests related to a
central nervous system depressant, such as hypnosedated, anticonvulsant and
neuroleptic tests. To this end, potentiation of barbiturate-induced sleep, induction of
catalepsy and induction of seizures with pentilenoteteazol (PTZ) and strychnine
(STR) were chosen. Significant effects were observed potentiation of hypnosis and
state of catatonia with all doses of EHA gradually. There were no decreases in
seizure parameters of the treated animals in testing for strychnine convulsions, thus
excluding the involvement of glycine mechanisms mimetics. In the test of PTZ-
induced seizures, the EHA showed a significant anticonvulsant activity and
bioprotector in all parameters evaluated and at all doses tested in a manner very
similar to the positive control (diazepam), suggesting an involvement of the EHA-level
gabaergics receptors, explaining satisfactorily the sedative and anticonvulsant
presented. With that, this test was chosen to evaluate the alkaloids total fraction
(FAT) at doses of 3 and 10 mg/kg, but the FAT did not have results significant as the
EHA, suggesting that the effects of the extract are related to other secondary
metabolites or fitocomplex. Our results demonstrate for the first time, anticonvulsant,
neuroleptic and hypnosedated actions of H. drasticus extact, guiding future work

aimed at elucidating the mechanisms by which these effects are mediated.

Keywords: Himatanthus drasticus Mart. Anticonvulsant. Neuroleptic, Hypnosedated.
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1 INTRODUCAO

Disturbios neuroldgicos constituem uma das principais causas de morte e
incapacidade no mundo, podendo afetar diferentes aspectos do comportamento
como o0 pensamento, as emocdes, a memoria, as sensacgdes, a linguagem e o
movimento, interferindo na qualidade de vida sob o ponto de vista bioldgico,
psicoldgico e/ou social (PRADILLA et al., 2003). Levantamentos epidemioldgicos
da Organizacdo Mundial de Saude (WHO) realizados em 2006 indicam uma
prevaléncia de aproximadamente um bilhdo de pessoas afetadas por algum
transtorno neurolégico, com destaque para a epilepsia, perturbacdes
neurocomportamentais (ansiedade e depressao), enxaqueca, doencas
cerebrovasculares, neuropatias periféricas e doencas neurodegenerativas
(Alzheimer e Parkinson).

A epilepsia, transtorno cerebral mais freqliente na populagéo geral, € uma
sindrome complexa, de etiologia diversa caracterizada por crises recorrentes e
espontaneas, decorrentes de descargas anormais e desordenadas de células
nervosas, huma parte do cérebro ou em sua totalidade (MELLO, 2000). Leva a
uma alteracdo da atividade cerebral, caracterizada clinicamente por
manifestacbes motoras, sensitivas, sensoriais, psiquicas ou neurodegenerativas
(GUERREIRO et al., 2000).

Estima-se que cerca de 1% da populacdo mundial seja afetada por
algum tipo de epilepsia, sendo que 80% dos casos estdo em paises em
desenvolvimento (MEINARDI et al., 2001). No Brasil, estima-se que existam
157.070 casos novos de epilepsia ao ano (incidéncia de 100/100.000 hab.) e
1.570.701 a 2.356.052 casos com epilepsia ativa (prevaléncia de 1% a 1,5%)
(GOMES, 2000).

Fundamentalmente, as convulsbes se dividem em dois grandes grupos:
parciais e generalizadas. As crises parciais originam-se em um grupo pequeno de
neurbnios que constituem o foco da convulsdo. Desta forma, a sintomatologia
depende da localizagdo do foco no cérebro. Tais crises podem ser do tipo parcial
simples (sem alteracdo da consciéncia) ou parcial complexa (com alteracdo da
consciéncia) (LOSCHER, 1997).
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Nas crises generalizadas, as descargas neuronais sdo bilaterais e
envolvem simultaneamente amplas areas de ambos os hemisférios cerebrais. A
consciéncia € quase sempre comprometida, e as manifestacées motoras afetam
os dois lados do corpo. As crises podem ser convulsivas (com fenbémenos
motores) ou ndo. No primeiro caso, sao classificadas como: tonicas, quando o
corpo fica rigido; clénicas, quando h& contragBes ritmadas seguidas de
relaxamento em rapida sucesséo; tonico-cloénicas, se os dois sintomas estiverem
presentes e mioclonicas, caso haja contracbes nao ritmadas e erraticas de
apenas um ou alguns grupos de musculos definidos. Caso ndo haja fenémenos
motores, como 0s anteriormente descritos, as crises sao denominadas atonicas
(perda do tonus muscular, sem rigidez do corpo) ou de auséncia (perda do
contato com o meio) (WESTBROOK, 2000).

Vérias teorias foram criadas para explicar a epileptogénese, dentre elas,
teorias do “neurdnio epiléptico” e agregado neuronal, presenga de disfuncdes
eletroliticas, reducéo da inibicdo sinaptica mediada por acido gama-aminobutirico
(GABA) e envolvimento de receptores de glutamato (NMDA e AMDA) (NAJIM et
al., 2001). Nenhuma destas teorias explica isoladamente a transicdo de eventos
epileptiformes interictais para crises epilépticas recorrentes, provavelmente
existindo interacdo entre todos estes achados, modulados por uma bagagem
genética, com atuacao sobre o limiar convulsivo (MELLO, 2000).

A neurotransmissdo sinaptica inibitoria no SNC ¢é mediada
principalmente pelo acido y-aminobutirico (GABA), o qual medeia cerca de 70%
das sinapses rapidas no SNC (BELEBONI et al., 2004). O GABA é armazenado
em vesiculas sinapticas e liberado para o meio extracelular de maneira
dependente de Ca'™, onde ativa seus receptores. Os receptores GABAE&rgicos
estdo divididos em trés classes, de acordo com propriedades farmacolégicas,
bioquimicas e eletrofisiologicas: GABAA e GABAc (receptores ionotropicos) e
GABAg; (receptores metabotrépicos) (OLSEN; DE LOREY, 1999).

Os receptores GABA, e GABAc sdo canais idnicos que permitem a
entrada de Cl-, provocando uma hiperpolarizagcdo localizada na membrana
neuronal, o que dificulta o disparo do potencial de acdo necessario para a
liberacdo de neurotransmissores, portanto, a acdo do GABA desencadeia a
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reducdo da excitabilidade neuronal, necesséaria para a propagacdo do limiar
covulsivo (PAUL, 1995).

O segundo amino&cido inibitério mais abundante no SNC € a glicina, que
predomina em numero de receptores nas regides do tronco cerebral, medula
espinhal e retina, ndo obstante estar presente em outras estruturas do encéfalo.
Semelhante ao GABA, a glicina exerce sua atividade inibitoria através da ativagéo
de receptores de alta afinidade com canais intrinsecos permeaveis a ions CI,
prevenindo as despolarizacdes excitatérias induzidas pelo glutamato (KIRSCH,
2006).

Até o momento, poucos ligantes especificos de glicina foram identificados.
O mais conhecido destes ligantes é o alcaldide estricnina, antagonista de alta
afinidade dos receptores de glicina que induz crises convulsivas em animais.
Acredita-se que injecdo de agonistas (glicinérgicos exerca efeitos
anticonvulsivantes. No entanto, nenhuma droga sintetizada até o momento,
exerce efeitos exclusivos sobre estes receptores (BOHME; LUDDENS, 2001).

O tratamento das epilepsias consiste na administracdo diaria de drogas
anticonvulsivantes (DA’s), as quais mantém as crises sob controle em cerca de
75% dos pacientes (CZAPINSKI et al.,, 2005). Nestes casos, as DA’s mais
utilizadas séo: fenobarbital, carbamazepina, fenitoina e &cido valpréico (DUA et
al., 2006). Nos demais 25% dos pacientes nos quais ocorre faléncia terapéutica e
subsequente ocorréncia de crises convulsivas, sao frequentes os casos onde nem
0s tratamentos mais invasivos, neurocirurgia e estimulacdo vagal sdo eficazes
(ANGEHAGEN et al., 2003). Além disso, o tratamento com as DA’s induz nos
pacientes uma ampla variedade de reacdes adversas, impondo restricbes
consideraveis ao tratamento cronico e comprometendo a qualidade de vida destas
pessoas (MELDRUM & ROGAWSKI, 2007). Dentre estas, observa-se
principalmente: espinha bifida em fetos, lesbes na matéria branca cerebelar,
sedacdo, comprometimento cognitivo, letargia, ataxia, desconforto gastrico,
diplopia, distarbios de comportamento, agranulocitose e interacdes
medicamentosas diversas (KOHL; DANNHARDT, 2001; MORTARI et al., 2007).

Na tentativa de entender 0s mecanismos envolvidos no
desencadeamento e propagacdo das crises convulsivas, bem como testar

compostos com atividade anticonvulsivante, foram desenvolvidos dezenas de
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modelos experimentais de epilepsia. Estes podem ser agrupados em modelos de
inducado aguda de crises e modelos crénicos (QUINTANS-JUNIOR, 2007).

O uso de modelos animais revelou dados importantes sobre as epilepsias;
substratos neuronais envolvidos, recrutamento de areas, neurodegeneracao e
alvos bioquimicos para o tratamento. Desta forma, foram descobertas varias DA’s
novas, desenhadas a partir da modificacdo estrutural de DA’s pré-estabelecidas
ou a partir do conhecimento das estruturas neuronais envolvidas no
desencadeamento e manutencao da atividade epileptiforme (SMITH et al. 2007).

Os modelos de inducdo aguda de crise sdo rapidos e popularmente
utilizados em screenings farmacoldgicos, revelando informacdes importantes
como: toxicidade motora e doses efetivas. o principal objetivo destes testes é a
contencédo das crises convulsivas por drogas em estudo, ou seja, um tratamento
sintomatico, mas ndo necessariamente curativo (LOSCHER, 2002).

O Pentilenotetrazol (PTZ) é uma das principais substancias indutoras de
convulsdo que sao utilizadas na triagem pré-clinica de novos farmacos
anticonvulsivantes, podendo ser utilizada tanto em modelos de crises
generalizadas do tipo auséncia ou mioclénicas como crises tbnico-clénicas
(SMITH et al, 2007). O desenvolvimento de benzodiazepinicos e barbittricos no
tratamento das crises convulsivas veio a partir de estudos com o PTZ (LOSCHER,;
SCHMIDT, 1988). O PTZ tem a capacidade de atravessar a barreira
hematoencefélica e exercer efeitos excitatdrios no SNC ao inibir canais de cloreto
associados aos receptores GABAA (QUINTANS-JUNIOR et al., 2008).

Outro método extensamente utilizado para inducdo de convulsdes é a
administracdo sistémica da estricnina, um potente convulsivante que atua,
principalmente, como antagonista competitivo seletivo da inibicdo pos-sindptica
mediada pela glicina, exacerbando assim, a excitacdo glutamatérgica. Sua
principal agdo € o aumento da excitabilidade reflexa da medula, gerando
extensdes tonicas (QUINTANS-JUNIOR et al., 2007).

Estudos atuais com os modelos animais acima descritos demonstram
efeitos anticonvulsivantes significativos de diversas espécies vegetais, tais como:
Ficus religiosa (PATIL et al., 2011), Calamintha officinallis (MONFORTE et al.,
2011), Anisolemes malabarica (CHOUDHARY et al., 2011) e Boerhaavia diffusa
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(KAUR; GOEL, 2011), ratificando a importancia da pesquisa de novos compostos
e espécies.

Outra neuropatologia de grande importancia € a esquizofrenia, definida
como um distdrbio psiquiatrico caracterizado por dois distintos grupos de
sintomas: positivos e negativos. Os sintomas positivos incluem alucinacéo, iluséo
e distor¢do da realidade. Ja os negativos, se manifestam como isolamento social,
acompanhado de embotamento afetivo e diminuicdo da atencéo. Este quadro de
sintomas pode ser visto como decorrente da interacdo entre fatores genéticos e
experiéncias ambientais desfavoraveis. Entretanto, ndo possui sinais ou sintomas
patognomoénicos, devendo ser excluidos transtornos decorrentes de uso de
drogas e alcoolismo, transtornos metabolicos, tumorais e infecciosos especificos,
e transtornos de humor uni e bipolar, com base na observacao clinica e curso dos
sintomas (SAEB-PARSY et al., 1999; WONG & VAN TOL, 2003).

E uma doenca mental severa e de alta prevaléncia, atingindo cerca de 0,5
a 1% da populacdo. As diferentes estimativas de incidéncia da esquizofrenia
sugerem a ocorréncia de aproximadamente quatro casos novos por ano para uma
populacdo de 10.000 habitantes. A incidéncia real deve estar entre 1 e 7 casos
novos por ano, dependendo do critério diagnéstico adotado na estimativa (MARI,
LEITAO, 2000). Os estudos epidemiolégicos realizados no Brasil originam
estimativas de incidéncia e prevaléncia compativeis com as observadas em
outros paises. Nao h& consisténcia de possiveis diferencas na prevaléncia da
esquizofrenia entre sexos, independentemente da metodologia empregada nos
diferentes levantamentos epidemiolégicos (ALMEIDA et al., 1992).

O paciente esquizofrénico pode apresentar ilusées na area emocional,
mistica e sexual, alucinacdes auditivas e olfativas e distor¢éo da realidade. Esses
sintomas estéo relacionados a hiperatividade dopaminérgica na via mesolimbica e
mesocortical, disfuncdo de circuitos estriatolimbico frontais e hipermetabolismo
limbico e sao tratados com neurolépticos que bloqueiam o0s receptores
dopaminérgicos centrais (ABI-DARGHAM; LARUELLE, 2005).

Os neurbnios dopaminérgicos se encontram organizados em grupos
celulares no SNC, conhecidas como vias dopaminérgicas: a mesolimbica,
envolvida em processos de sono e vigilia e emo¢do, memdéria e recompensa; a

mesocortical, envolvida em func¢des cognitivas como atengdo, motivagao,
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planejamento, e comportamento social; a nigroestriatal, envolvida na coordenacao
sensorio-motora e na iniciagdo do movimento e a tubero-infundibular, envolvida
na regulagcdo da liberagdao de hormonios, fungbes autonOmicas, sede e fome,
apetite por nutrientes especificos (sal e aclUcar) e comportamento sexual
(GRAEFF, 1999).

A dopamina é um neurotransmissor classico do tipo catecolaminérgico.
Cerca de 80% do total da dopamina no SNC encontra-se no estriado, enquanto
qgue o restante encontra-se distribuido difusamente pelo cortex e outras regifes
cerebrais. Os receptores dopaminérgicos sdo metabotropicos acoplados a
proteinas G, e podem ser encontrados tanto pré quanto pds-sinapticamente. Eles
sdo subdivididos em receptores dopaminérgicos do tipo D; (receptores D; e Ds),
gue causam ativacdo da enzima adenilato ciclase, e do tipo D, (receptores D2, D3
e Dy), que inibem esta enzima (ABI-DHARGHAM et al., 2000).

Os neurolépticos tipicos reduzem a agitacdo, agressdo e delirios do
individuo esquizofrénico. Sao efetivos na reducdo dos sintomas positivos
(psicoticos) com pouca melhora dos sintomas negativos e déficits cognitivos. O
mecanismo de acao esta associado ao bloqueio de receptores dopaminérgicos D
nos nucleos mesolimbicos, especialmente o ndcleo accumbens, estria terminal e
amigdala (MELTZER, 2002).

Uma vez que os farmacos antipsicoticos sdo administrados de forma
sistémica, além de sua acéo (desejavel) no sistema mesolimbico, eles também
interagem com os demais sistemas dopaminérgicos. Assim, é sabido que um
blogueio dopaminérgico elevado na via tubero-infundibular é responsavel pelo
aumento dos niveis de prolactina sérica e galactorréia. Da mesma forma, um
elevado nivel de bloqueio dopaminérgico da via nigroestriatal é responsavel por
gerar os indesejados sintomas extrapiramidais (SEP’s), como distonia, acatisia,
parkinsonismo farmacoldgico, sindrome neuroléptica maligna e discinesia tardia.
A utilizacdo de antipsicoticos tipicos, particularmente os mais potentes em
bloguear receptores D,, esta extensamente relacionada a ocorréncia de SEP’s
(BASSIT, 1999; KANE, 2001; SCHILLEVOORT et al., 2001; TARSY et al., 2002;
NICHOLSON; CHIU, 2004; MONCRIEFF, 2006).

Varios modelos experimentais buscam reproduzir em animais de

laboratorio os sintomas da esquizofrenia observados em humanos. Porém,
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nenhum modelo é capaz de reproduzir completamente todos os sintomas da
esquizofrenia. Os modelos animais na verdade, podem ajudar a entender a
neurobiologia e alguns sintomas da doenca. O estudo dos efeitos extrapiramidais
induzidos por drogas neurolépticas tem sido bem descrito na literatura. Estes
modelos animais baseiam-se no aumento da atividade muscarinica estriatal,
decorrente da hipofungcé@o ou bloqueio exercido pelo antipsicotico nos receptores
dopaminérgicos D,, principalmente, observados através de catalepsia, reducéo da
atividade motora, ptose palpebral, parkinsonismo e discinesia (GMIRO;
SERDYUK, 2007; RASMUSSEN et al., 2007).

O teste da catatonia ou catalepsia fundamenta-se no fato de que algumas
espécies de roedores, quando sob efeito de uma droga neuroléptica tipica,
apresentam intensa rigidez muscular. Desta forma, quando os animais s&o
colocados com suas patas dianteiras apoiadas em uma barra horizontal,
permanecem sob essa posicdo por significativo periodo de tempo. Esse
fenbmeno experimental € um método de grande utilidade para triagem de agentes
antipsicoticos que produzem SEP’s, como a catatonia e a rigidez muscular intensa
(ALMEIDA, 2006).

Nos ultimos anos, devido aos custos relativamente altos e a incidéncia de
efeitos adversos, a terapéutica de doencas neuroldgicas, tem se voltado para o
uso de plantas medicinais (GARCIA-GARCIA et al., 2008). Levantamentos
etnobotanicos apontam que aproximadamente 150 espécies de plantas sao
utilizadas para o controle de distUrbios neurolégicos (ADAMS et al., 2008).

O género Himatanthus (Apocynaceae) € composto por 14 espécies
identificadas e com distribuicdo geografica que se estende desde o sudeste do
Brasil até a Guiana Francesa, Suriname e Guiana (AMARO et al., 2006). O uso
destas na medicina popular é sustentado por estudos cientificos onde foram
avaliadas acgbes antitumoral (BOLZANI et al., 1999; REBOUCAS et al., 2011),
antiespasmodica (RATTMANN et al., 2005), antimicrobiana (SOUZA et al., 2004;
MOREIRA et al., 2006; KUIGOUA et al., 2009), antiulcerogénica (BAGGIO et al.,
2005), leishmanicida (CASTILLO et al., 2007) e antiparkinsoniana (ENDO et al.,
1994).

Himatanthus drasticus (sin. Plumeria drasticus) Mart., € uma arvore de

grande porte conhecida popularmente como janauba, janaguba, tiboma, raivosa,
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pau-de-leite e sucuuba (PLUMEL, 1991). No Brasil, € utilizada popularmente
como antitumoral, antiulcerogénica e analgésica, dentre outros usos (LORENZI;
MATOS, 2008). Dados na literatura sobre a espécie sdo escassos, no entanto
estudos recentes realizados por Leite e cols. (2009) demonstraram uma atividade
antiulcerogénica do latex de H. drasticus contra ulceras induzidas por etanol em
camundongos. Estudos realizados por Lucetti e cols. (2010) demonstraram que o
lupeol, triterpeno isolado do latex de H. drasticus, demonstrou uma acao
antiinflamatdéria, com mecanismo relacionado a reducdo de mediadores pro-
inflamato6rios como o TNF-a e a IL-1B e uma acgao antinociceptiva relacionada ao
sistema opidide. Acdo antinociceptiva também foi confirmada com o extrato
etandlico bruto de H. drasticus por Colares e cols. (2008).

Mousinho e cols. (2011) em estudos de acdo antitumoral do latex de H.
drasticus chegaram as seguintes conclusfes: o latex de H. drasticus néo
demonstrou um efeito citotdxico in vitro e hemolitico, mesmo em altas doses; sua
amostra era inativada quando administrada por via oral e recomendou para
estudos a utilizacdo da via intraperitoneal, ndo foram observados danos
significantes citologicos apos a verificacdo histopatoldgica; as proteinas do latex
de H. drasticus mostraram acdo imunomodulatéria, aumentando a producdo de
anticorpos OVA-especificos, além de aumentar a producdo de colbnias de
megacariocitos.

O latex (popularmente chamado ‘leite da janauba”) e o decocto das
cascas de H. drasticus séo utilizados comumente para diversos fins medicinais e
na maioria das vezes de forma irracional. Nenhum estudo foi encontrado na
literatura avaliando os efeitos farmacolégicos em nivel de sistema nervoso central
(SNC) da espécie. Sendo assim, o presente trabalho teve por objetivo tracar um
perfil psicofarmacologico do extrato hidroalcoolico das cascas de H. drasticus.
Para tanto, utilizamos modelos comportamentais classicos para avaliacdo de

efeitos centrais de forma aguda em camundongos.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Investigar o potencial hipnosedativo, neuroléptico e anticonvulsivante do
extrato hidroalcodlico bruto (EHA) das cascas de Himatanthus drasticus Mart. em
camundongos.

2.2 Objetivos especificos

v Avaliar a acédo hipnosedativa do EHA através do teste de inducéo de sono por

barbiturico;

v Avaliar a acdo neuroléptica do EHA através do teste de inducao de catatonia;

v' Avaliar a acdo anticonvulsivante do EHA e da FAT através dos testes de

convulsdes induzidas por PTZ e STR,;

v' Determinar a dose letal (DLsg) do EHA, visando a determinacdo da

concentracao téxica toleravel.
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Resumo

Objetivo do estudo: O objetivo do presente estudo foi investigar acfes
anticonvulsivantes, neurolépticas e hipnosedativas do extrato bruto das cascas de
Himatanthus drasticus.

Materiais e métodos: O extrato hidroalcodlico das cascas de H. drasticus (EHA)
foi submetido a uma triagem farmacolégica comportamental com posterior
determinacdo da dosagem letal mediana (DLsp). O efeito anticonvulsivante do
EHA (10, 30 e 100 mg/kg) foi avaliado em camundongos utilizando testes de
convulsdes induzidas por pentilenotetrazol (PTZ) e estricnina (STR). No teste com
o PTZ ainda foi testada o extrato bruto na dose de 300 mg/kg e uma fracdo de
alcaldides totais (FAT) do EHA (3 e 10 mg/kg). A acdo neuroléptica foi avaliada
por meio do teste de inducdo de catatonia e a acao hipnosedativa, por meio do
teste inducdo do sono por barbitaricos (Malone, 1983; Ohno et al., 2011; Yao et
al., 2010; Patil et al., 2011; Mahendran et al., 2011).

Resultados: O EHA apresentou potente efeito sedativo e neuroléptico de forma
dose-dependente e baixa toxicidade (DLsyp de 3,4 g/kg). Foi observada
potencializacdo da hipnose e do estado de catatonia com todas as doses do EHA
de forma progressiva (p<0,001). Nao ocorreram diminuicdbes dos parametros
convulsivos dos animais tratados no teste de convulsbes pela estricnina,
excluindo assim o envolvimento de mecanismos miméticos a glicina. No teste de
convulsdes induzidas pelo PTZ, o EHA apresentou significante atividade
anticonvulsivante e bioprotetora em todos os parametros avaliados (p<0,001) de
forma bem semelhante ao controle positivo (diazepam), sugerindo uma
participacdo do EHA em nivel de receptores gabaérgicos; a administracdo da
FAT, ndo demonstrou resultados tdo significativos quanto o extrato bruto,
sugerindo que os efeitos do extrato estejam relacionados a outros metabdlitos
ativos ou ao fitocomplexo.

Conclusdo: Nossos resultados demonstram pela primeira vez, acao
anticonvulsivante, neuroléptica e hipnosedativa do EHA de H. drasticus,
possivelmente por agir facilitando a transmissdo gabaérgica.

Palavras chave: Himatanthus drasticus Mart.,, atividade anticonvulsivante,

atividade neuroléptica, atividade hipnosedativa.
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1. Introducéo

Disturbios neuroldgicos constituem uma das principais causas de morte e
incapacidade no mundo, podendo afetar diferentes aspectos do comportamento
como o0 pensamento, as emocdes, a memoria, as sensacgdes, a linguagem e o
movimento, interferindo na qualidade de vida sob o ponto de vista bioldgico,
psicoldgico e/ou social (Pradilla et al., 2003). Levantamentos epidemiol6gicos do
World Health Organization (WHO) realizados em 2006 indicam uma prevaléncia
de aproximadamente um bilhdo de pessoas afetadas por algum transtorno
neurolégico, com destaque para a epilepsia, perturbacdes neurocomportamentais
(ansiedade e depressédo), enxaqueca, doencgas cerebrovasculares, neuropatias
periféricas e doencas neurodegenerativas (Alzheimer e Parkinson).

Nos ultimos anos, devido aos custos relativamente altos e a incidéncia de
efeitos adversos, a terapéutica de doencas neuroldgicas, tem se voltado para o
uso de plantas medicinais (Garcia-Garcia et al.,, 2008). Levantamentos
etnobotanicos apontam que aproximadamente 150 espécies de plantas sdo
utilizadas para o controle de disturbios neurolégicos (Adams et al., 2008).

O género Himatanthus (Apocynaceae) € composto por 14 espécies
identificadas e com distribuicdo geografica que se estende desde o sudeste do
Brasil até a Guiana Francesa, Suriname e Guiana (Amaro et al., 2006). O uso
destas na medicina popular é sustentado por estudos cientificos onde foi avaliada
acao antitumoral (Bolzani et al., 2009; Reboucas et al., 2011), antiespasmadica
(Rattmann et al., 2005), antimicrobiana (Souza et al., 2004; Moreira et al., 2006;
Kuigoua et al., 2009), antiulcerogénica (Baggio et al., 2005), leishmanicida
(Castillo et al., 2007) e antiparkinsoniana (Endo et al., 1994).

Himatanthus drasticus (sin. Plumeria drasticus) Mart., € uma arvore de
grande porte conhecida popularmente como janauba, janaguba, tiboma, raivosa,
pau-de-leite e sucuuba (Plumel, 1991). No Brasil, é utilizada popularmente como
antitumoral, antiulcerogénica e analgésica, dentre outros usos (Lorenzi and
Matos, 2008). Dados na literatura sobre a espécie sdo escassos, no entanto
estudos recentes realizados por Leite e cols. (2009) demonstraram uma atividade
antiulcerogénica do latex de H. drasticus contra Ulceras induzidas por etanol em

camundongos. Estudos realizados por Lucetti e cols. (2010) demonstraram que 0
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lupeol, triterpeno isolado do latex de H. drasticus, demonstrou uma agéo
antiinflamatéria, com mecanismo relacionado a reducdo de mediadores proé-
inflamatérios como o TNF-a e a IL-1B e uma acao antinociceptiva relacionada ao
sistema opidide. Acdo antinociceptiva também foi confirmada com o extrato
etandlico bruto de H. drasticus por Colares e cols. (2008).

Mousinho e cols. (2011) em estudos de acdo antitumoral do latex de H.
drasticus chegaram as seguintes conclusdes: o latex de H. drasticus né&o
demonstrou um efeito citotdxico in vitro e hemolitico, mesmo em altas doses; sua
amostra era inativada quando administrada por via oral e recomendou para
estudos a utilizacdo da via intraperitoneal; ndo foram observados danos
significantes citolégicos apds a verificacdo histopatolégica; as proteinas do latex
de H. drasticus mostraram a¢do imunomodulatéria, aumentando a producéo de
anticorpos OVA-especificos, além de aumentar a producdo de colbnias de
megacariocitos.

O latex (popularmente chamado ‘leite da janauba”) e o decocto das
cascas de H. drasticus séo utilizados comumente para diversos fins medicinais e
na maioria das vezes de forma irracional. Nenhum estudo foi encontrado na
literatura avaliando os efeitos farmacoldgicos em nivel de sistema nervoso central
(SNC) da espécie. Sendo assim, o presente trabalho teve por objetivo tragar um
perfil psicofarmacolégico do extrato hidroalcodlico das cascas de H. drasticus.
Para tanto, utilizamos modelos comportamentais classicos para avaliacdo de

efeitos centrais de forma aguda em camundongos.
2. Materiais e métodos
2.1 Coleta e identificacdo do material botanico
As cascas de Himatanthus drasticus foram coletadas no municipio de Séo
Bento — MA - Brasil, no més de marc¢o de 2010, as quais foram encaminhadas ao

Herbario do Nucleo de Estudos Bioldgicos da Universidade Estadual do Maranhao

(UEMA), onde se encontram identificadas e catalogadas sob registro 01032.
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2.2 Preparo do extrato hidroalcodlico das cascas de H. drasticus (EHA)

As cascas foram dessecadas em estufa com circulagdo de ar a uma
temperatura ndo superior a 50°C em seguida pulverizadas obtendo-se 3kg de
material, o qual foi macerado exaustivamente com Etanol 70% (1:3, p/v) por 72
horas. Este procedimento foi realizado pelo menos trés vezes até a exaustdo da
extracdo. As solugbes extrativas foram reunidas e concentradas em evaporador
rotativo, resultando no extrato hidroalcodlico das cascas de H. drasticus
codificado como EHA, com massa de 231,79 (7,03%).

2.3 Obtencéo da frac&o de alcaldides totais (FAT)

A FAT foi obtida a partir de modifcacdes na metodologia descrita por
Sharma e cols. (2010). O EHA foi solubilizado com HCI 5% em seguida
particionado com CHCI3, para obtencdo de uma fracdo acida e uma cloroférmica.
A fracdo acida foi alcalinizada com NH4OH (pH 9,0) até a formacao de precipitado
insoltvel que foi separado e concentrado para obtencdo da FAT com massa de
1,225g (4,33%). A confirmacgéo da presenca de alcal6ides foi confirmada através
de cromatografia de camada delgada revelada com reagente de Dragendorrf.

2.4 Tratamento dos animais

Foram utilizados camundongos da espécie Mus musculus variacdo Swiss,
(machos, 90 dias, 28+3 g), provenientes do Biotério da Universidade Federal do
Maranhdo (UFMA). Os animais foram divididos de forma aleatdria em 5 grupos,
com 7 a 10 animais por grupo, os quais foram denominados e tratados como se
segue:

Grupo controle negativo (CTR): camundongos tratados por via
intraperitoneal com o veiculo (solucéo salina 0,9%) em dose de 0,1mI/100 g.

Grupo controle positivo: camundongos tratados por via intraperitoneal
com diazepam 1 mg/kg (DZP; testes de inducdo de hipnose e inducdo de
convulsdes com PTZ), fenobarbital 50 mg/kg (FEN; teste de inducdo de

convulsGes com STR) ou haloperidol 5 mg/kg (HAL; teste da catalepsia).
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Grupos tratados com o EHA: camundongos tratados por via
intraperitoneal com o EHA nas doses de 10 mg/kg (EHA 10), 30 mg/kg (EHA 30),
100 mg/kg (EHA 100) e EHA 300 mg/kg (EHA 300), o qual foi utilizado somente
no teste de convulsées induzidas por PTZ.

Grupos tratados com a FAT: camundongos tratados por via intraperitoneal
com a FAT nas doses de 3 mg/kg (FAT 3) e 10 mg/kg (FAT 10).

Durante todo o estudo os animais foram mantidos sob ciclo claro/escuro
de 12 horas, temperatura média de 22 + 2 °C e livre acesso a agua e racao
(Labina, Purina®, Sdo Paulo, Brasil). Todos os experimentos foram realizados no
periodo das 08h00 as 18h00 e sob iluminacédo vermelha. Todos os procedimentos
envolvendo animais foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa da
UFMA, segundo o parecer n° 23115-006060/2010-18.

2.5 Triagem farmacolégica comportamental e determinacdo da dose letal
mediana (DLsp)

A triagem farmacoldgica seguiu o protocolo descrito por Malone (1983).
Para este teste utilizou-se um campo aberto com 9 quadrantes quadrados (10 cm
de lado), bastéo de vidro localizado a 5 cm da superficie (4 mm de espessura) e
pincas. Apds o tratamento, os animais foram postos, individualmente, em gaiolas
para observacdo e tiveram todas as alteracbes comportamentais devidamente
registradas por 240 minutos em uma tabela de alteracées comportamentais.

A determinacédo da DLsy seguiu o protocolo descrito por Pal e Samanta
(2011). Neste experimento os animais foram tratados com doses de EHA de 1, 2,
3, 4 e 5 g/kg pelas vias i.p. e v.0. Exatamente ap0s a administracdo os animais
foram mantidos em observacgéo pelo periodo de 24hs e contabilizado o nimero de

Obitos, para determinacdo da dose necessaria para causar 50% de mortalidade.
2.6 Teste do sono induzido por barbitaricos
O Teste de sono induzido por barbitdricos seguiu o protocolo descrito por

Yao e cols. (2010). Previamente, os camundongos foram privados de alimentos

pelo periodo de 4 horas, para depois serem tratados. Apds o tratamento (cerca de
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60min) foi administrado pentobarbital sodico (50 mg/kg, i.p.) e apds a instauracao
do quadro de hipnose, os animais foram colocados em posicdo de decubito
dorsal. Foi registrado o tempo de laténcia para a hipnose e o tempo necessario
para a recuperacdo do reflexo de endireitamento por um periodo maximo de 4

horas ap0s trés tentativas.

2.7 Teste da inducédo de catatonia

O Teste de Inducdo de Catatonia seguiu o protocolo modificado a partir
de Ohno e cols. (2011). Ap6s o tratamento (cerca de 30 minutos) os animais
tiveram suas patas dianteiras postas sobre um bastdo de vidro (4 mm de
espessura) localizado a 5 cm do solo, de tal maneira que o animal fique
praticamente em posi¢do vertical em relacdo ao solo em posicao atipica. Foi
registrado durante 5 minutos, o tempo total em que 0s animais permaneceram
nesta posi¢cao em trés tentativas. Este processo foi repetido nos 30, 60, 90 e 120

minutos apos a administracdo das substancias em teste.

2.8 Teste de convulséo induzida pela STR e PTZ

O teste de convulsao induzida pela STR seguiu o protocolo modificado a
partir de Patil e cols. (2011) e o de convulsfes induzidas pelo PTZ, o protocolo
descrito por Mahendran e cols. (2011). Apds o tratamento (cerca de 60min), os
animais tratados foram divididos em dois novos grupos; ao primeiro foi
administrado uma dose de STR de 2 mg/kg (i.p.) e ao segundo uma dose de PTZ
de 80 mg/kg (i.p.) e posteriormente, foi registrado durante um periodo de 15 e 20
minutos, respectivamente, 0s seguintes parametros: Laténcia para inicio da
primeira convulsdo, numero de convulsbes apresentadas, duracdo da primeira
convulsado, grau de severidade da primeira convulsdo, laténcia para o 6bito e a

porcentagem de mortalidade.
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2.9 Andlise estatistica dos resultados

Para a definicdo da toxicidade toleravel, os dados foram expressos em
valores de DLsy obtidos por curva de regressdo linear. Os demais testes
farmacoldgicos foram expressos como média + erro padrdo das médias e
analisados por meio de andlise de variancia (ANOVA), seguido do teste de
Newman-Keuls. As diferencas foram consideradas estatisticamente significantes
para valores de p < 0,05 (Sokal and Rohlf, 1996).

3. Resultados

3.1 Triagem farmacolégica comportamental e determinacdo da dose letal
mediana (DLsp)

Nas doses testadas ocorreu uma marcante tendéncia do EHA em
exacerbar efeitos depressores centrais e autondmicos. Em relacdo ao SNC, foram
observados de forma bem acentuada abducdo das patas posteriores,
ambulacdo diminuida, catalepsia, ptose palpebral e sedacdo e de forma
menos acentuada analgesia e diminuicdo do reflexo auricular e palpebral e
em nivel autondmico observou-se aumento leve da defecacdo, respiracdo e
piloerecdo. Todos estes efeitos foram exacerbados de forma dose-dependente.

O valor de DLs encontrado foi de 3,4 g/kg.

3.2 Teste do sono induzido por barbituricos

Como screening para um possivel efeito hipnosedativo do EHA, foi
realizado o teste de inducdo de sono, no sentido de verificar se o EHA tem
potencial para diminuir o limiar para o sono e/ou prolongar o tempo de hipnose
causado pelo barbitarico. Analisando o tempo de laténcia para a hipnose,
observou-se uma reducao significativa em todos os grupos tratados quando
comparados ao CTR (3,5+0,13 min). Redugéo esta de 17,14% com o EHA 10
(2,9+0,15; p<0,01), 25,71% com o EHA 30 (2,6+0,08; p<0,001), 28,57% com o
EHA 100 (2,5+0,06; p<0,001) e 31,42% com o DZP (2,4+0,12; p<0,001) (Figura
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1A). Enquanto que a duracao da hipnose foi aumentada de forma significativa em
todos os grupos quando comparados ao CTR, cerca de 207,59% com o EHA 10
(165,3+25,1 vs. 53,74+4,28; p<0,001), 215,59% com o EHA 30 (169,6+17,1 vs.
53,74+4,28; p<0,001), 222,1% com o EHA 100 (173,1+17,4 vs. 53,74+4,28;
p<0,001) e 209,45% com o DZP (166,3+19,77 vs. 53,74+4,28; p<0,001) (Figura
1B).

3.3 Teste de inducédo da catalepsia

Para uma melhor caracterizacdo dos efeitos extrapiramidais observados
durante a triagem farmacolégica, submeteram-se 0s animais ao teste da
catalepsia. Os dados apresentados na Figura 2 evidenciam aumento do tempo
de catalepsia em todos os intervalos mensurados. No intervalo de 30 minutos com
o EHA 100 tivemos aumento do tempo em 1.662,47% em relacdo ao CTR
(78,43+26,31 vs. 4,45+1,22; p<0,01), enquanto que o HAL teve seu pico maximo
nesse intervalo, com aumento de 6.641,57% (300 vs. 4,45+1,22; p<0,001). A
partir dos 60 minutos, observamos aumento significativo de todos os animais
tratados em relacdo ao CTR, 1.186,14% com o EHA 10 (128,1+44,96 vs.
9,96+4,56; p<0,01), 1.526,5% com o EHA 30 (162+51,78 vs. 9,96+4,56; p<0,01),
2.617,87% com o EHA 100 (270,7+18,32 vs. 9,96+4,56; p<0,001) e 2.780,52%
com o HAL (286,9+£10,79 vs. 9,96+4,56; p<0,001).

A partir dos 90 minutos observamos um aumento do tempo do CTR
(provavel adaptacéo ao teste) e o EHA 10 aumentou 335,21% (165,6+51,19 vs.
38,05+28,99; p<0,01); o EHA 30, 428,51% (201,1+44,4 vs. 38,05+28,99; p<0,01);
o EHA 100, 668,98% (292,6+7,43 vs. 38,05+28,99; p<0,001) e o HAL, 655,32%
(287,4+12,57 vs. 38,05+28,99; p<0,001). No intervalo de 120 minutos, o EHA 10
aumentou 166,26% (197,3+49,5 vs. 74,1+38,75; p<0,05); o EHA 30, 180,16%
(207,6+48,02 vs. 74,1+38,75; p<0,05); o EHA 100, 287,98% (287,5+12,5 vs.
74,1+38,75; p<0,001) e 0 HAL, 294,87% (296,3+3,75 vs. 74,1+38,75; p<0,001).
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3.4 Teste de convulséo induzida por STR e PTZ

No sentido de verificar se o efeito sedativo apresentado seria capaz de
conter crises convulsivas (estado maximo de excitacdo neural), submeteram-se
0S animais a testes de convulsdo induzidas por STR e PTZ, agentes
convulsivantes com mecanismos de acao distintos e bem descritos.

Os dados na Tabela 01 descrevem animais administrados com STR e
demonstram que o EHA teve uma tendéncia a reduzir a laténcia para inicio e para
0 Obito nos grupos tratados e ndo foram percebidas alteracdes entre estes e o
grupo CTR em nenhum dos outros parametros avaliados, visto que todos os
animais em experimentacdo tiveram 6bito com apenas uma convulsdo ténico-
clénica (nivel 4). O grupo FEN aumentou de forma significativa a laténcia para
inicio e 6bito e a duracdo, no entanto ndo foi capaz de proteger os animais da
morte.

No teste com o PTZ, no que se refere a laténcia para o inicio das crises
convulsivas (Figura 3A), ndo foram observadas diferenca significativa de tempo
com o EHA 10, FAT 3 e FAT 10 quando comparados ao CTR (83,63+2,89 s), no
entanto observamos aumento significativo de 450,52% com o EHA 30
(460,4+76,38 vs. 83,63+2,89; p<0,05), 567,58% com o EHA 100 (558,3+127,5 vs.
83,63+2,89; p<0,01), 863,29% com o EHA 300 (805,6+79,31 vs. 83,63+2,89;
p<0,001) e 950,22% com o DZP (878,3+163 vs. 83,63+2,89; p<0,001).

No gue se refere a duracdo da primeira convulsdo apresentada (Figura
3B), observamos reducéo significativa em todos os animais tratados. Com o EHA
10 observou-se um porcentual de redugcéo em relacdo ao grupo CTR de 59,7%
(16,25+2,25 vs. 40,33+2,66 s; p<0,001), com o EHA 30 de 59,58% (16+3 vs.
40,33+2,66; p<0,001), com o EHA 100 de 75,94% (9,7+1,49 vs. 40,33+2,66;
p<0,001), com o EHA 300 de 79,81% (8,14+2,07 vs. 40,33+2,66; p<0,001), com a
FAT 3 de 70,86% (11,75+2,77 vs. 40,33+2,66; p<0,001), com a FAT 10 de
71,48% (11,5+1,47 vs. 40,33+2,66; p<0,001) e por fim, com o diazepam de
96,47% (1,42+2,25 vs. 40,33+1,42; p<0,001).

Quanto ao grau de severidade das convulsbes (Figura 3C), ocorreram
reducdes significativas em relacdo ao CTR apenas com a FAT 3 em 37,5%
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(2,5+0,32 vs. 4), FAT 10 em 50% (2 vs. 4) e com o diazepam em 89,25%
(0,43+0,2 vs. 4).

Analisando o tempo de laténcia para a morte (Figura 3D), observamos
aumento significativo com todos os animais tratados. Com o EHA 10 tivemos
aumento em relacdo ao grupo salina de 251,5% (581+130,1 vs. 165,3+33,81 s;
p<0,01), com o EHA 30 de 346,1% (737,4+135,4 vs. 165,3+33,81; p<0,001), com
o EHA 100 de 454,5% (916,6+72,1 vs. 165,3+33,81; p<0,001), com o EHA 300 de
540,65% (1059+72,52 vs. 165,3+33,81; p<0,001), com a FAT 3 de 290,6%
(645,7+128 vs. 165,3+33,81; p<0,001), com a FAT 10 de 266,9% (606,4+107,5
vs. 165,3+33,81; p<0,001) e com o diazepam de 625,95% (1200 vs. 165,3+33,81,
p<0,001).

Em relacdo ao numero de ébitos, observamos reducdo da porcentagem
de mortalidade em todos os animais tratados. Com o grupo CTR observamos
100% de mortalidade, EHA 10 percebemos uma porcentagem de mortalidade de
81,81%, com o EHA 30 de 63,63%, com o EHA 100 de 54,54%, com o EHA 300
de 45,45%, com o diazepam de 0%. Nao foram observados Obitos em animais

tratados com doses acima de 500 mg/kg do EHA (dados nao publicados).

4. Discussao

No presente trabalho foi descrito a investigacdo dos efeitos do extrato
hidroalcodlico de Himatanthus drasticus (EHA) em modelos experimentais de
atividade no SNC, tais como o teste de convulsdes induzidas por pentilenotetrazol
(PTZ) e estricnina (STR), potencializacdo do sono induzido por barbitdricos e o
teste da catalepsia, além da determinacéo da dose letal mediana do EHA, visando
estabelecer niveis seguros de consumo do mesmo.

Apoés os testes, constatou-se que o EHA quando administrado por via
intraperitoneal produziu nos camundongos efeito sedativo. No teste de
potencializagdo do sono induzido por barbitaricos foi observada de forma
significativa uma diminuicdo do tempo de laténcia para a hipnose e aumento do
tempo total de sono, no teste de catalepsia, o EHA induziu de forma progressiva e

dose dependente o tempo de catatonia nos animais.
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No teste de inducdo de convulsdes por PTZ foram observados resultados
promissores nos parametros avaliados (laténcia para inicio, duragéo, laténcia para
0 Obito e numero total de 6bitos). Neste teste também foi testada a FAT, que
reduziu de forma significativa o tempo médio da primeira convulsdo, o grau de
severidade das convulsdes e a laténcia para o 0Obito, entretanto com resultados
inferiores aos do EHA. E por dltimo o EHA foi avaliado no teste de indugéo de
convulsGes por STR, onde nédo conferiu nenhuma protegdo contra os efeitos
negativos do indutor.

Experimentalmente, Rodrigues et al. (2010) e Lucetti et al. (2010)
verificaram os efeitos analgésico e antiinflamatorio, respectivamente, do extrato
da H. drasticus em modelos animais. Entretanto, nestes e outros trabalhos néo
foram realizados testes de toxicidade para definicdo de uma faixa de seguranca
para utilizacdo do extrato, tanto por via oral como intraperitoneal.

Botham (2004) considerou em seus estudos um extrato vegetal atoxico
quando os niveis de DLso fossem superiores 2 g/kg. A dose letal obtida em 50%
dos animais (DLsg) com o EHA representa uma toxicidade relativamente baixa
(3,4 g/kg), o que nos permite considerar 0 extrato como seguro para consumo e
viavel para a continuacao dos testes pré-clinicos.

Com o propoésito de estudar substéancias com propriedades hipnéticas, o
modelo do sono induzido por barbitlricos € o teste animal mais utilizado (Jufe,
2009). Nesse modelo, farmacos que deprimem o SNC em geral reduzem a
laténcia e/ou aumentam a duracdo do sono (Lancel, 1999). Varios estudos tém
relatado que o prolongamento da hipnose barbitirica pode estar relacionado com
a inibicdo metabdlica do barbitlrico pela substancia-teste ou por uma acao central
nos mecanismos de neurotransmissores envolvidos com a regulacdo do sono
(Kaul and Kulkarni, 1978).

No processo de regulacdo do sono, morfologicamente 3 sub-divisdes
hipotalamicas s&o importantes: o hipotalamo anterior (onde existem os nucleos
GABAérgicos e nucleos supraquiasmatico); o hipotdlamo posterior (com o nucleo
tubero-mamilar histaminérgico); e o hipotalamo lateral (onde encontra-se 0s
sistemas das hipocretinas). Durante o ciclo circadiano, o sistema GABAérgico
inibitério do nucleo pré-optico ventro-lateral do hipotalamo anterior € responsavel

pelo inicio e manutencdo do sono, enquanto que 0s nucleos aminérgicos (ricos
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em 5-HT), histaminérgicos, as hipocretinas e nucleos colinérgicos do prasencéfalo
basal apresentam-se ativos durante a vigilia, inibindo o nucleo pré-éptico (Saper
et al., 2001).

Os receptores GABAA sd0 0s de maior importancia por possuirem um
papel central na regulacdo da excitabilidade cerebral, através de seus efeitos
inibitérios, e, muitas drogas importantes, tais como benzodiazepinicos,
apresentam varios efeitos relacionados com este receptor, tais como a sedacgéo e
a inducdo do sono, a reducdo da ansiedade e da agressao, a reducao do tébnus
muscular e da coordenacdo, efeito anticonvulsivante, além de amnésia
anterograda. Estes efeitos dos benzodiazepinicos ocorrem através da
potencializacdo da resposta ao GABA por facilitarem a abertura dos canais de
cloreto. Eles se ligam de um modo especifico em um sitio regulador do receptor,
distinto do sitio ligante do GABA, e agem de modo alostérico, aumentando a
afinidade do GABA pelo receptor (Goodman and Gilman, 2010).

Nossos resultados mostraram que o EHA, em todas as doses utilizadas,
promoveu a diminuicdo da laténcia para o sono, bem como aumentou o tempo
total do sono, os quais confirmam a atividade depressora. Outra abordagem que
pode ser feita € de que o EHA possa estar alterando de alguma forma as
neurotransmissodes envolvidas na modulacao do sono.

Substancias com atividade GABAérgica, em doses mais elevadas do que
aguelas utilizadas no tratamento da ansiedade, por exemplo, promovem hipnose.
(Bateson, 2006). Nossos resultados corroboram com essa hipotese pelo menos
em parte, uma vez que o EHA mostrou-se com um alto potencial hipnatico,
sobretudo nas maiores doses empregada nos experimentos, porém nédo foi
possivel a determinacdo da atividade ansiolitica, pelo fato de mesmo em baixas
doses o0 EHA ainda ser capaz de ultrapassar o limiar de ansiolitico para hipnético
(dados néo publicados).

Para avaliacdo do EHA como um neuroléptico e sua influéncia sobre o
sistema dopaminérgico, utilizamos o teste da catalepsia. Observamos um
marcante aumento do tempo de permanéncia dos animais sobre a barra
horizontal de forma catatdnica, aumento este mais pronunciado com o aumento
da dose e tempo, de forma bem semelhante ao haloperidol, um conhecido

neuroléptico tipico cuja acao terapéutica se da por inibicdo dos receptores D, da
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via mesolimbica e de forma inespecifica os receptores da via nigroestriatal
(responsavel pela catatonia) (Goodman and Gilman, 2010).

A interacdo do sistema GABAérgico com 0 sistema neurotransmissor
dopaminérgico tem despertado notavel interesse nos ultimos anos (Leung et al.,
2003). Estudos demonstram que o sistema GABAérgico desempenha um
importante papel na regulacdo da funcdo de neurénios dopaminérgicos (Di Chiara
et al., 1978). Evidéncias indicam que h&d uma elevada concentracdo de GABA na
substancia negra e, anatomicamente, a maioria dos neurdnios que vém da
substancia negra e chegam ao estriado sdo dopaminérgicos. Assim, uma
estimulacdo GABAérgica na substancia negra diminuiria a funcao dopaminérgica
no corpo estriado e em outras areas cerebrais (Gerfen, 2004).

De fato, foi observado que benzodiazepinicos, como o diazepam,
manifestaram marcante reducdo na concentracdo extracelular da dopamina,
enquanto um aumento da liberacdo deste neurotransmissor foi iniciado apés
utilizacéo do antagonista benzodiazepinico, flumazenil (Finlay et al., 1992).

Nossos resultados sugerem uma reducéao semelhante na concentracdo de
dopamina induzida pelo EHA no corpo estriado dos animais, com consequlente
aumento do tempo de catatonia, sugerindo uma inibicdo do sistema
dopaminérgico na area estudada de forma bem semelhante aos neurolépticos
tipicos. Sugerindo que o EHA, pelo menos em parte, estaria atuando via sistema
GABAérgico na modulacdo de neurdnios dopaminérgicos ou de forma direta
sobre os mesmos, assim como o diazepam ou haloperidol, respectivamente.

Os modelos experimentais de epilepsia sdo necessarios para o estudo do
distirbio neuroquimico envolvido no fenémeno epiléptico e sdo indispensaveis
para a selecdo de novos agentes anticonvulsivantes. Dentre eles os modelos
farmacoldgicos de convulséo induzida por PTZ e STR sdo 0s mais largamente
utilizados para avaliar possiveis efeitos anticonvulsivantes das substancias
estudadas, pois mimetizam crises de auséncia e crises tonico-clonicas,
respectivamente, sendo sua expressdo muito semelhante a estes tipos de
epilepsias em humanos (Ldscher, 2002).

Trabalhos tém demonstrado que a agéo convulsivante do PTZ se da por
inibicdo dos canais de cloreto do receptor GABA,, e consequentemente a acao do

neurotransmissor GABA (Mahomed and Ojewole, 2006; Kalueff, 2007), além de
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auxiliarem para maior geracdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) no tecido
cerebral (Ilhan et al., 2005). E a STR € um alcaloide, extraido das plantas Nux
vomica e Strychnos ignatii, e atua sobre a inibicdo dos reflexos da medula
espinhal. E um antagonista competitivo dos receptores da glicina, bloqueando a
resposta inibitoria sinaptica da glicina no SNC. Assim, a STR proporciona uma
forte crise convulsiva tbnica-clonica de forma generalizada que geralmente
ocasiona a morte do animal (Kasture et al., 2002; Vasconcelos et al., 2007).

Nossos resultados mostraram que o EHA, mesmo em baixas doses,
prolongou a laténcia para o desenvolvimento das convulsées induzidas por PTZ, e
aumentou a laténcia para a morte dos animais de uma maneira dose dependente.
Quando calculado o percentual de protecdo contra a mortalidade, observou-se
aumento progressivo da protecdo de forma significante e em doses superiores a
500 mg/kg foi capaz de proteger totalmente os animais do Obito (dados nao
exibidos). Similarmente, no grupo que recebeu DZP, como esperado, ocorreu um
aumento da laténcia para o desenvolvimento das convulsées, bem como foi
observado auséncia de mortalidade quando administrado intraperitonealmente.

Quando altas doses de PTZ sao usadas (Swiader et al., 2006), o0 aumento
da laténcia para o aparecimento das convulsdes (sem inibir completamente tais
convulsdes) € um forte indicativo de uma acédo anticonvulsivante, o que também
foi observado com diazepam na dose de 1 mg/kg, usado no presente estudo. Ja a
protecdo contra a mortalidade caracteriza um potencial bioprotetor da substancia
(Galati et al., 2004; Hosseinzadeh et al., 2005; Almeida et al., 2008). Nesse
contexto, nossos resultados sugerem que o EHA apresenta uma possivel acdo
anticonvulsivante e bioprotetora, semelhante aquela promovida pelo DZP e por
diversos outros extratos testados recentemente como: Ficus religiosa (Patil et al.,
2011), Calamintha officinallis (Monforte et al., 2011), Anisolemes malabarica
(Choudhary et al., 2011) e Boerhaavia diffusa (Kaur and Goel, 2011).

Diversos estudos tém evidenciado o envolvimento das ERO nas
convulsdes e efeitos neurotéxicos induzidos pelo PTZ (Obay et al., 2008; Akbasa
et al., 2005). Nas ultimas décadas, varias substancias de origem natural dotadas
de atividade anticonvulsivante apresentaram também propriedades antioxidantes
(Hsieh et al., 1999; Ilhan et al., 2005).
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No que se refere ao modelo de inducdo de convulsdes por estricnina
observamos com o EHA uma reduc¢do nao significante da laténcia para inicio das
convulsdes e para o Obito de forma bem semelhante aos resultados encontrados
por Mishra e cols. (2010) com um extrato das raizes de Benkara malabarica. Com
base nestas evidéncias, podemos supor que os efeitos anticonvulsivantes do EHA
ndo se dao por uma acdo em nivel de receptores glutamatérgicos NMDA (Larson
and Beitz, 1988), reforcando ainda mais a teoria de sua acao gaba-mimética.

Os nossos resultados mostraram que o EHA promoveu efeitos
satisfatorios no controle de crises convulsivas, em todas as doses testadas. No
entanto, quando fracionado e testado apenas a FAT, percebeu-se uma reducao
consideravel desses efeitos. Assim, torna-se claro que os alcaléides do EHA nédo
sao os principais responsaveis pelos efeitos anticonvulsivantes apresentados pelo
EHA, ou pelo menos, ndo sdo capazes de exercer esses efeitos quando
administrados isolados, talvez por uma decomposicdo ou transformacdo dos
componentes do extrato original, sendo necessaria a presenca de outros
metabdlitos para, por sinergismo, o fitocomplexo exercer tal fim (Houghton et al.,
2007).

Evidenciamos também que a atividade anticonvulsivante do EHA é
acompanhada de forte efeito sedativo no animal. No entanto, apesar desse efeito
apresentar relevancia clinica em determinadas condutas de contencdo de alguns
episodios convulsivos (quando o intuito €, de fato, também sedar o paciente),
sabe-se que uma terapéutica anticonvulsivante profilatica continuada dotada de
acentuada sedacao acarretaria em diversos inconvenientes ao usuario, 0 que a
tornaria inviavel. Nesse contexto, n6s reconhecemos que futuros estudos da
mesma natureza avaliando a atividade anticonvulsivante de fracbes do EHA livres
da FAT s&o necessarios, com o intuito de observar se estas fragdes ndo seriam
efetivas sem promover este efeito sedativo. Em resumo, os resultados do
presente estudo sugerem que o EHA apresentou provavel atividade
anticonvulsivante e bioprotetora contra convulsées induzidas quimicamente pelo
PTZ. Estas acdes estdo, possivelmente, relacionadas a modulacdo positiva dos
receptores GABAA/BZP e a possiveis propriedades antioxidantes do EHA.
Entretanto, estudos adicionais Sd0 necessarios para se investigar o exato

mecanismo envolvido em tais acgoes.
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Ao que consta da literatura, este € o primeiro relato de avaliacao
psicofarmacoldgica das casacas de H. drasticus em camundongos tratados de
forma aguda. As andlises dos dados aqui apresentados sao instigantes e devem
nortear trabalhos futuros que visem elucidar os mecanismos pelos quais estes

efeitos sdo mediados.
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Legendas

Figura 1: Avaliacdo da atividade hipnosedativa do EHA: Tempo de laténcia para
hipnose (A) e duragéo da hipnose em minutos (B) ap6s administracdo de salina (CTR),
diazepam (1 mg/kg, i.p.) e EHA (10, 30 e 100 mg/kg, i.p.) As barras verticais representam
média + EPM (n = 7-10). **p<0,01 vs. CTR; ***p<0,001 vs. CTR.

Figura 2: Avaliagcdo da atividade neuroléptica do EHA: Tempo de permanéncia sobre
a barra vertical durante o teste da catalepsia apdés administracdo de salina (CTR),
haloperidol (5 mg/kg, i.p.) e EHA (10, 30 e 100 mg/kg, i.p.) Os pontos representam media
+ EPM (n = 8). *p<0,05 vs. CTR; **p<0,01 vs. CTR; **p<0,001 vs. CTR.

Tabela 01: Avaliacdo da atividade anticonvulsivante do EHA em modelo de inducéo
com STR: Tempo de laténcia para o inicio (A), duracdo média da primeira crise (B) e
laténcia para o 6bito em segundos (C) ap6s administracéo de salina (CTR), fenobarbital
(50 mg/kg, i.p.) e EHA (10, 30 e 100 mg/kg, i.p.) As barras verticais representam média +
EPM (n = 8). ***p<0,001 vs. CTR.

Figura 3: Avaliacéo da atividade anticonvulsivante do EHA em modelo de indugéo
com PTZ: Tempo de laténcia para o inicio (A), duracdo média da primeira crise (B), grau
de severidade (C) e laténcia para o 6bito em segundos (D) ap6s administracéo de salina
(CTR), diazepam (1 mg/kg, i.p.), EHA (10, 30, 100 e 300 mg/kg, i.p.) e FAT (3 e 10 mg/kg,
i.p.) As barras verticais representam média + EPM (n = 8). *p<0,05 vs. CTR; **p<0,01 vs.
CTR; ***p<0,001 vs. CTR.
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Figura 1
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Figura 2
Grupos Lat. inicio Duracéo Lat. ébito
CTR 130,1+6,73 14+0,92 144,6+7,19
FEN 173,446,56 *** 28,29+2,32 *** 205,7+16,15 ***
EHA 10 98,7+4,12 * 13,71+0,74 113,9+4,64

EHA 30 109,9+12,18 16,43+0,52 108,9+10,67

EHA 100 100,3+4,75* 16+1,11 115,9+45,07

Tabela 1
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CTR
HAL
EHA 10
EHA 30
EHA 100
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4 CONCLUSAO

v

Fundamentado nos dados experimentais obtidos, é possivel concluir que:

O extrato hidroalcodlico bruto das cascas de H. drasticus (EHA) mostrou-se
um potente depressor do sistema nervoso central, causando efeitos sedativos

e neurolépticos, mesmo em baixas doses;

O EHA apresentou um baixo nivel de toxicidade;

O extrato hidroalcodlico bruto das cascas de H. drasticus (EHA) mostrou-se
com grande potencial hipnosedativo, de forma bem semelhante ao diazepam

(controle positivo);

O EHA apresentou baixa toxicidade, sendo considerado seguro para

continuacéo das pesquisas;

O EHA demonstrou um potente efeito hipnosedativo em todas as doses
testadas de forma dose dependente, de forma semelhante ao diazepam

(controle positivo);

O EHA apresentou forte efeito neuroléptico de forma dose dependente com
exacerbacdo dos sintomas extrapiramidais, caracteristico a um antipsicotico

tipico, como o haloperidol (controle positivo utilizado);

O EHA néo foi capaz de reverter os parametros convulsivos analisados no
teste de convulsbes induzidas por estricnina, descartando acgdes
anticonvulsivantes do mesmo, relacionadas a inibicdo glutamatérgica por meio

de glicina;
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v" O EHA demonstrou eficiente efeito anticonvulsivante e bioprotetor no teste de
convulsbes induzidas pelo pentilenotetrazol, reforcando a hipdtese de
mecanismos gaba-miméticos do EHA.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo teve o objetivo de avaliar o efeito do extrato hidroalcodlico de
Himatanthus drasticus sobre o sistema nervoso central, visto que esta € uma
planta de ampla utilizacdo popular para diversos fins e sem dados na literatura
sobre seus efeitos neurolégicos. Para esta finalidade, utilizou-se um modelo de
triagem farmacologica comportamental, visando definir o perfil psicofarmacolégico
do extrato e suas implicacbes. Outro propdsito foi avaliar a toxicidade de
compostos naturais ndo estudados, que podem trazer para a populagéo riscos de
hepatoxicidade e prejuizos a saude, quando nao utilizados corretamente ou por
substituicdo a medicagdo convencional.

Véarias pesquisas experimentais tém sido realizadas no sentido de
comprovar o potencial terapéutico dos produtos naturais ou efeitos colaterais
toxicos das plantas utilizadas pela comunidade para o tratamento de inUmeras
doencgas, dentre elas as enfermidades neurolégicas.

Por fim, sugerimos mais estudos visando desenvolver um fitoterapico
coadjuvante no tratamento desses pacientes com, seguranca, eficacia e
qualidade adequados para melhora de qualidade de vida dos pacientes com estas

patologias.
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